Analisis de la interaccion del virus del
arabesco del ]’c/argom’um con la ruta de

silenciamiento por RNA del huésped

MiryAM PEREZ CANAMAS

Directora: DRA. CARMEN HERNANDEZ FORT

A&Wé \\W’”
‘ —%@' /s\§

"

-4

-
==

Valencia, abril 2019

Gy UNIVERSITAT
(7)) PoLITECNICA
s’ DE VALENCIA

TN






ANALISIS DE LA INTERACCION DEL VIRUS
DEL ARABESCO DEL PELARGONIUM CON
LA RUTA DE SILENCIAMIENTO POR RNA
DEL HUESPED

Miryam Pérez Cafiamas

Memoria presentada para optar al grado de Doctora
en Biotecnologia por la Universidad Politécnica de
Valencia






CARMEN HERNANDEZ FORT, Doctora en Ciencias Bioldgicas,
Cientifico Titular del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas en
el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (Universidad
Politécnica de Valencia — Consejo Superior de Investigaciones Cientificas)

de Valencia.
CERTIFICA:

Que Miryam Pérez-Cafiamas ha realizado bajo su direccion el trabajo de
Tesis Doctoral que, con el titulo “Analisis de la interaccién del virus del
arabesco del Pelargonium con la ruta de silenciamiento por RNA del
huésped”, presenta para optar al grado de Doctor en Biotecnologia por la

Universidad Politécnica de Valencia.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firma el presente certificado
en Valencia a 29 de mayo de 2019.

‘)\L\J_pr
|

Firmado: Carmen Hernandez Fort






“Tots, si arribem a tenir raé, la tenim a mitges”

Joan Fuster






INDICE

ADSIIACT ...t
INTRODUCCION ....oviiiiiiiit e e
1. Losvirusde plantas ..........coooeeiiiiiiiiiii e

2. Elsilenciamiento por RNA ...
2.1. Generalidades ........ccooieiii i
2.2. Componentes del silenciamiento por RNA ...................
2.3. El silenciamiento por RNA: un mecanismo antiviral .....
2.4. Estrategias de supresion del silenciamiento ................

2.4.1. Interaccion con RNAs relacionados con el
silenciamiento .............ocoiii i

2.4.2. Interaccion con proteinas del huésped
relacionadas con el silenciamiento ..................

2.4.3. Otras estrategias de SUPresion ...........c.covoveenes

2.5. Silenciamiento por RNA y patogénesis viral ..............

3. El transporte nucleocitoplasmatico .................c.coeeeiennnn.
3.1. Sefiales de localizacion nuclear .............cccovvininnnns
3.2. Receptores de transporte nucleares ................coeevnee.

3.2.1. CarioferinaS B ....oovvuvieiiieeie e e

59
61
65
65



3.2.2. Carioferinas o .........coouveierieuieiiiiiiieiine s 67
3.2.3. Ruta de importacion nuclear mediada

por el heterdimero importina o/f ..........cccccoevrrnn. 71

3.3. Localizacion nucleolar ...........cccoooeviiiiiiiiiiiienn, 73

3.3.1. Sefiales de localizacion nucleolar ...................... 76

3.4. Localizacion nuclear/nucleolar de proteinas virales......... 77

4. El virus del arabesco del Pelargonium ...............ccoceeennis 80
4.1. Importancia como agente viral .............ccocoviiiininnnn. 80

4.2. Propiedades bioldgicas y modos de transmision ........... 81

4.3. Propiedades moleculares ..........c.ooveiievnvininnnnnnnnn, 82
OBIETIVOS o e 87
CAPITULO L oottt 91
CAPITULO 2 i 147
CAPITULO 3 oot e e e, 189
DISCUSION GENERAL ... ccovvitiiiiiieee e, 219
CONCLUSIONES ...t e e, 239
BIBLIOGRAFIA ..o 243

AGRADECIMIENTOS ... e 283



ACRONIMOS

aa

ADK

AGO

BiFC

bp

CITE

CP

DCL

DFC

DRB

dsRBD

dsDNA

dsRNA

FC

Aminoacido

Adenosin-quinasa
(adenosine kinase)

Argonauta
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(cap independent translation enhancer)
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(coat protein)
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(dsRNA-binding protein)
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(dsRNA-binding domain)
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(double-stranded DNA)
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(double-stranded RNA)
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RESUMEN

Los procesos de silenciamiento por RNA constituyen una de las
principales respuestas de la planta frente a acidos nucleicos exogenos,
como transgenes, transposones o virus. Los RNA virales de doble
cadena (dsRNA) activan este tipo de procesos y son digeridos por un
tipo particular de enzima con actividad RNasa I1, lamada DCL (Dicer-
like), cuya accidn genera pequefios RNA (SRNA) de entre 20y 24 nt. A
continuacion, una de las cadenas del sSRNA es reclutada por un
complejo multiproteico conocido como RISC (RNA-induced silencing
complex), cuya molécula efectora es una proteina Argonauta (AGO).
RISC es dirigido por el sRNA hasta un RNA de secuencia
complementaria al que este complejo se une promoviendo su
degradacion. Las RNA polimerasas RNA dependientes celulares,
particularmente RDR6, potencian el silenciamiento antiviral al generar
méas dsRNA, a partir de los productos de corte de RISC u otros RNA
aberrantes, que son procesados por DCL dando lugar a sRNA
secundarios. Con el fin de evadir esta barrera defensiva del huésped, la
mayoria de los virus de plantas codifican supresores del silenciamiento
por RNA (VSR), cuyos mecanismos de accion son diversos y complejos
y en muchos casos no se comprenden del todo. Aungue todas las etapas
de la ruta pueden ser inhibidas, los SRNA y las proteinas AGO parecen
ser las dianas mas frecuentes. Se ha postulado que motivos GW/WG
podrian ser fundamentales para la actividad de algunos VSR al

intervenir en la interaccidn con proteinas AGO.

En este trabajo se ha pretendido seguir profundizando en el
estudio de la respuesta antiviral en plantas y de los mecanismos de



accion de los supresores de silenciamiento. El primer objetivo abordado
ha sido analizar la posible actividad como VSR de las proteinas
codificadas por el virus del arabesco del Pelargonium (Pelargonium
line pattern virus, PLPV), un miembro del género Pelarspovirus dentro
de laamplia familia Tombusviridae que causa infecciones frecuentes en
geranio. Los resultados han mostrado que la proteina de cubierta del
virus (p37) es capaz de inhibir de manera eficiente el silenciamiento
inducido por RNA. Para tratar de obtener méas datos acerca del modo de
accion de este supresor, se han modificado mediante mutagénesis
dirigida distintos motivos de la proteina, incluido un motivo GW que
esta conservado en proteinas homologas, y se ha obtenido una bateria
de moléculas capaces e incapaces de actuar como VSR y/o de
empaquetar el RNA viral. Esta bateria de mutantes ha permitido, por
una parte, evaluar la importancia de ambas funciones de la proteina
(encapsidacion y supresion del silenciamiento) para la infeccion viral
y, por otra parte, analizar distintas interacciones moleculares de p37
(unién a sRNA, dimerizacion, localizacién subcelular, asociacion con
proteinas AGO) y establecer posibles correlaciones entre las mismas y
la actividad supresora. Los resultados nos han permitido sacar dos
conclusiones principales: (i) tanto la funcion de supresion del
silenciamiento como la funcion de encapsidacion son esenciales para
gue el PLPV alcance una infeccion sistémica y (ii) p37, a pesar de
contener un motivo GW funcional e interaccionar con distintas AGO,
emplea el secuestro de SRNA como estrategia principal para inhibir el
silenciamiento. Ademas, los datos de este trabajo también han mostrado
el solapamiento considerable entre sefiales de secuencia implicadas en

distintas propiedades de la proteina, una situacion que no es exclusiva
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de este producto viral y que introduce un grado adicional de dificultad

para establecer relaciones estructura-funcion en VSR.

A pesar de que ambas funciones conocidas de p37, supresion
del silenciamiento y encapsidacion, deben ser llevadas a cabo
esencialmente en el citoplasma, el anlisis de la localizacion subcelular
de la proteina mostrd que se localiza en citoplasma y ndcleo, con gran
acumulacién en nucleolo. Esta localizacion nuclear/nucleolar se ha
descrito para otras proteinas virales, aunque los determinantes
moleculares y/o el significado biolégico de la misma no se conocen en
la mayoria de los casos. El segundo objetivo de este trabajo ha sido
identificar sefiales en la secuencia de p37 e interacciones con factores
del huésped involucrados en la localizacion nucleolar de esta proteina,
asi como conocer la relevancia de dicha localizacion en el ciclo
infeccioso del virus. El andlisis de la localizacién subcelular de
versiones truncadas de p37 mediante microscopia confocal, nos ha
permitido acotar la presencia de una sefial de localizacion nucleolar
(NoLS) en los primeros 45 aminoacidos de la molécula. La mayoria de
proteinas emplea la clasica ruta de importinas para acceder al nicleo
celular. Ademaés, las importinas o, adaptadores moleculares del
transporte nucleocitoplasmatico, se han relacionado con la localizacion
nucleolar de proteinas virales y celulares. Empleando aproximaciones
distintas, hemos observado que p37 interacciona con diferentes
miembros de la familia de las importinas a, y que esta interaccion es
esencial para la localizacion nucleolar de la proteina. Ademas, la
anulacion de la localizacion nucleolar de p37 mediante el
silenciamiento de importinas o se ha correlacionado con una
disminucién de acumulacion del virus, lo que sugiere que dicha

localizacion es ventajosa para la infeccion viral.
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Por altimo, estudios previos realizados con el PLPV mostraron
que plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con este virus
presentan una enorme cantidad de SRNA virales (vsSRNA) que, ademas,
son independientes de la actividad de RDR6. En estos estudios se
sugirio que la actividad DCL, encargada de generar los vSRNA, podria
ser la principal responsable del silenciamiento antiviral, ya que su
funcidn no estaria inhibida por la accién del VSR del virus, un supresor
que secuestra VSRNA. Para intentar conocer mas datos acerca de los
factores de la ruta de silenciamiento que estan implicados en la defensa
frente al PLPV, analizamos la infeccion viral en lineas transgénicas de
N. benthamiana con la expresién o actividad distintos componentes de
la ruta comprometida. Los resultados han mostrado que DCL4 vy, en
menor medida, DCL2 afectan a la infeccion viral y que ambas tienen
un efecto aditivo, tal y como se ha descrito en diversas interacciones
virus-planta. Adicionalmente, AGO2 también se ha revelado como un
factor clave en la respuesta frente al PLPV, ampliando el nimero de
virus que estan afectados por esta endonucleasa particular. En conjunto,
los resultados obtenidos muestran que tanto el procesamiento de
dsRNA mediado por enzimas DCL como el corte de RNA mediado

AGO, contribuyen a la defensa de N. benthamiana frente al PLPV.
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RESUM

Els processos de silenciament per RNA constitueixen una de
les principals respostes de la planta davant acids nucleics exogens, com
transgens, transposons o virus. Els RNA virals de doble cadena
(dsRNA) activen aquest tipus de processos, i son digerits per un tipus
particular d'enzim amb activitat RNasa Ill, anomenada DCL (Dicer-
like), donant lloc a xicotets RNA d'interferéncia (siRNA), d'entre 20 i
24 nt. A continuacio, una de les cadenes del sSiRNA és reclutada per un
complex multiproteic conegut com RISC (RNA-induced silencing
complex), la molécula efectora del qual és una proteina Argonauta
(AGO). RISC és dirigit pel siRNA fins a un RNA de seqliéncia
complementaria al que s'uneix aquest complex promovent la seua
degradaci6. Les RNA polimerases RNA dependents cel-lulars,
particularment RDR6, potencien el silenciament antiviral en generar
més dsRNA, a partir dels productes de tall de RISC o uns altres RNA
aberrants, que sén processats per DCL donant lloc a SRNA secundaris.
Per tal d'evadir aquesta barrera defensiva de I'hoste, la majoria dels
virus de plantes codifiquen supressors del silenciament per RNA
(VSR), els mecanismes d'accio dels quals son diversos i complexos i en
molts casos no es comprenen del tot. Encara que totes les etapes de la
ruta poden ser inhibides, els SRNA i les proteines AGO semblen ser les
dianes més frequents. S'ha postulat que els motius GW/WG podrien ser
fonamentals per a l'activitat d'alguns VSR, en intervindre en la

interaccié amb proteines AGO.

En aquest treball s'ha pretés continuar aprofundint en I'estudi de

la resposta antiviral en plantes i dels mecanismes d'accié dels supressors
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de silenciament. El primer objectiu abordat ha sigut analitzar la possible
activitat com a VSR de les proteines codificades pel virus de I'arabesc
del Pelargonium (Pelargonium line pattern virus, PLPV), un membre
del genere Pelarspovirus dins de I’amplia familia Tombusviridae que
causa infeccions freqlients en gerani. Els resultats han mostrat que la
proteina de coberta del virus (p37) és capag d'inhibir de manera eficient
el silenciament induit per RNA. Per a tractar d'obtindre més dades sobre
la manera d'accié d'aquest supressor, s‘han modificat mitjancant
mutagenesi dirigida diferents motius de la proteina, inclos un motiu GW
que esta conservat en proteines homologues, i s'ha obtingut una bateria
de molécules capaces i incapaces d'actuar com VSR i/o d'empaquetar
I'RNA viral. Aquesta bateria de mutants ha permés, d'una banda,
avaluar la importancia de totes dues funcions de la proteina
(encapsidaci6 i supressio del silenciament) per a la infecci6 viral i,
d'altra banda, analitzar diferents interaccions moleculars de p37 (unié a
SRNA, dimeritzacid, localitzacio6 subcel-lular, associacié amb proteines
AGO) i establir possibles correlacions entre les mateixes i I'activitat
supressora. Els resultats ens han permés traure dues conclusions
principals: (i) tant la funcid de supressié del silenciament com la funcio
d’encapsidacié sén essencials per a que el PLPV aconseguisca una
infecci6 sistemica i (ii) p37, malgrat contindre un motiu GW funcional
i interaccionar amb diferents AGO, empra el segrest de SRNA com a
estrategia principal per a inhibir el silenciament. A més, les dades
d'aquest treball també han mostrat el solapament considerable entre
senyals de seqiiéncia implicades en diferents propietats de la proteina,
una situacio que no és exclusiva d'aquest producte viral i que introdueix
un grau addicional de dificultat per a establir relacions estructura-funcié
en VSR.
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Malgrat que ambdues funcions conegudes de p37, supressio del
silenciament i encapsidacid, han de ser dutes a terme essencialment en
el citoplasma, I’analisi de la localitzacio subcel-lular de la proteina
mostra que es localitza en citoplasma i nucli, amb gran acumulacio6 en
nucléol. Aquesta localitzacié nuclear/nucleolar s'ha descrit per a altres
proteines virals, encara que els determinants moleculars i/o el significat
biologic de la mateixa no es coneixen en la majoria dels casos. El segon
objectiu d'aquest treball ha sigut identificar senyals en la seqliencia de
p37 i interaccions amb factors de I'noste involucrats en la localitzacio
nucleolar d'aquesta proteina, aixi com conéixer la rellevancia d'aquesta
localitzacio en el cicle infeccios del virus. L'analisi de la localitzacié
subcel-lular de versions truncades de p37 mitjangant microscopia
confocal, ens ha permés fitar la preséncia d'un senyal de localitzacid
nucleolar (NoLS) en els primers 45 aminoacids de la molécula. La
majoria de proteines empra la classica ruta d’importines per a accedir
al nucli cel-lular. A més, les importines o, adaptadors moleculars del
transport nucleocitoplasmatic, s'han relacionat amb la localitzacié
nucleolar de proteines virals i cel-lulars. Emprant aproximacions
diferents, hem observat que p37 interacciona amb diferents membres de
la familia de les importines a, i que aquesta interaccid €s essencial per
a la localitzacidé nucleolar de la proteina. A més, lI'anul-laci6 de la
localitzacio nucleolar de p37 mitjancant el silenciament d’importines a
s’ha correlacionat amb una disminucié d'acumulacié del virus, la qual
cosa suggereix que aquesta localitzacié és avantatjosa per a la infeccid

viral.

Finalment, estudis previs realitzats amb el PLPV mostraren que
plantes de Nicotiana benthamiana infectades amb aquest virus

presenten una enorme quantitat de sSRNA virals (vsSRNA) gue, a més,
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son independents de l'activitat de RDR6. En aquests estudis se suggeri
que l'activitat DCL, encarregada de generar els vsRNA, podria ser la
principal responsable del silenciament antiviral, ja que la seua funcid
no estaria inhibida per I'accié del VSR del virus, un supressor que
segresta VSRNA. Per a intentar conéixer més dades sobre els factors de
la ruta de silenciament que estan implicats en la defensa front al PLPV,
analitzem la infeccié viral en linies transgéniques de N. benthamiana
amb I'expressi6 o activitat diferents components de la ruta compromesa.
Els resultats han mostrat que DCL4 i, en menor mesura, DCL2 afecten
la infeccio viral i que ambdues tenen un efecte additiu, tal com s'ha
descrit en diverses interacciones virus-planta. Addicionalment, AGO2
també s'ha revelat com un factor clau en la resposta front al PLPV,
ampliant el nombre de virus que estan afectats per aguesta endonucleasa
particular. En conjunt, els resultats obtinguts mostren que tant el
processament de dsRNA mediat per enzims DCL com el tall d'RNA
mediat AGO, contribueixen a la defensa de N. benthamiana front al
PLPV.
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ABSTRACT

RNA silencing processes play an essential role in plant
responses against exogenous nucleic acids such as transgenes,
transposons or viruses. Viral-derived double-stranded RNAS (dsRNAS)
trigger this type of processes, being digested by a particular RNase I11-
type enzyme, called DCL (Dicer-like), into virus-derived small RNAs
(VSRNAS) of 20-24 nt. One strand of these vsSRNAS is incorporated into
a multiprotein complex known as RISC (RNA-induced silencing
complex), whose main component is an endonuclease of Argonaute
(AGO) family. Within the activated RISC, the vsRNAs act as guides to
bring the RISC complex into contact with complementary RNAs,
thereby causing their degradation. Host RNA dependent-RNA
polymerases (RDRs), and particularly RDR6, strengthen RNA
silencing by generating new dsRNA from RISC degraded products or
other aberrant RNAs, which are processed by DCL enzymes into
secondary vsRNA. To counteract this host defence response, most plant
viruses encode suppressors of RNA silencing (VSRs), whose
mechanisms of action are diverse, complex and often not well
understood. Though virtually all stages of the antiviral silencing
pathway can be blocked by VSRs, SRNAs and AGO proteins seem to
be the most common targets. It has been postulated that GW/WG motifs
could be fundamental for the activity of some VSRs by directing

interaction with AGOs.

In this work, we have pursued to get further insights into the
antiviral silencing in plants and the mechanisms of action of silencing

suppressors. The first objective has been to analyse the potential
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function as VSR of proteins encoded by Pelargonium line pattern virus
(PLPV), a member of the genus Pelarspovirus within family
Tombusviridae that causes frequent infections in geranium. The results
have shown that the viral coat protein (p37) is able to efficiently inhibit
RNA silencing. In order to obtain information on the mode of action of
this suppressor, different protein motifs, including a GW motif
conserved in homologous proteins, have been modified by site directed
mutagenesis, generating suppressor-competent and -incompetent
molecules and uncoupling the VSR and particle assembly capacities.
The engineered mutants have been used, on the one hand, to assess the
importance of the silencing suppression and the encapsidation functions
of p37 for viral infection and, on the other hand, to analyse different
molecular interactions of p37 (sRNAs binding, dimerization,
subcellular localization, association with AGO proteins) in an attempt
to establish possible correlations between such interactions and the
suppression activity. Two main conclusions can be drawn from this
work: (i) the silencing suppression and encapsidation functions of p37
are both required for systemic PLPV infection and, (ii) p37, even
though it has a functional GW motif and interacts with different AGOs,
inhibits silencing most likely through vsRNA sequestration. The data
have also shown the important overlap of sequence signals related to
distinct protein properties, a situation that is not exclusive to this viral
product and that introduces an additional degree of difficulty to

establish structure-function relationships in VSR.

Despite both p37 functions, RNA silencing suppression and
encapsidation, have to be executed essentially in the cytoplasm, the
analysis of the subcellular localization p37 has shown that it localizes
in cytoplasm and nucleus, with high accumulation at the nucleolus. This
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localization has been described for other viral proteins but, in most
cases, the molecular determinants and/or biological significance of such
subcellular localization remain elusive. The second objective of this
work has been to identify p37 sequence signals and interactions with
host factors that may be involved in the nucleolar localization of the
protein, as well as to study the potential relevance of such localization
for virus infection. Analysis of subcellular distribution of truncated
versions of p37 through confocal microscopy, has allowed us to delimit
the presence of a nucleolar localization signal (NoLS) within the first
N-terminal 45 amino acids of the molecule. Most proteins follow the
classical import pathway to reach the cell nucleus. Besides, importins
a, adapters for nucleocytoplasmic transport, have been related to the
nucleolar localization of some viral and cellular proteins. Using
different approaches, we have observed that p37 interacts with distinct
members of the importin o family, and that this interaction is essential
for the nucleolar localization of the protein. In addition, impairment of
p37 nucleolar localization through down-regulation of importin o
expression has been correlated with a reduction of viral accumulation,
suggesting that sorting of the protein to the major subnuclear

compartment is advantageous for the infection process.

Finally, previous work showed that PLPV-infected Nicotiana
benthamiana plants accumulate extraordinarily high amounts of
vsRNAs that, strikingly, are independent of RDR6 activity. In the
mentioned work, it was suggested that DCL activity, responsible of
generating the vsRNA, could be the major effector for anti-PLPV
silencing, since the dicing step would not be affected by the VSR
encoded by the virus, a protein that acts via vSRNA sequestration. In
order to obtain information on components of RNA silencing pathway

19



involved in the defense against PLPV, we analyzed the viral infection
in N. benthamiana transgenic lines with the functions of distinct
components of the pathway impaired. Results have shown that DCL4
and, to lesser extent, DCL2 contribute to restrict viral infection and that
they have additive effects, in agreement with that observed in other
plant-virus interactions. Additionally, AGO2 was found to be a key
factor in the defense against PLPV, extending the number of viruses
that are affected by this particular slicer. Altogether, the results
supported that both dicing and slicing activities participate in the

defense of N. benthamiana against PLPV.

20



INTRODUCCION

21



22



INTRODUCCION

1. Los virus de plantas

La disciplina cientifica que conocemos hoy como Virologia de
plantas nacio a finales del siglo XIX cuando se empezaron a llevar a
cabo estudios de enfermedades en plantas cuyo agente causal era un
virus. Hasta ese momento, todas las enfermedades infecciosas se creia
que estaban causadas por gérmenes que podian ser cultivados en
medios especiales y aislados por medio de filtros muy finos que
retenian a estos microorganismos. Sin embargo, el cientifico ruso
Dmitri lvanovsky demostré en 1892 que el agente causal del mosaico
del tabaco, una enfermedad descrita por Adolf Mayer que afectaba a
solanaceas, no seguia los criterios que se habian establecido para
enfermedades infecciosas. Ivanovsky propuso que la enfermedad
debia estar causada por una toxina producida por un microorganismo
gue era capaz de atravesar los filtros. En 1898, cuando el holandés
Martinus Beijerinck repitié los experimentos de lvanovsky, concluy6
que el agente causal de la enfermedad era capaz de replicarse en el
huésped, por lo que no podia tratarse de una toxina. A partir de
entonces, Beijerinck acufid el término virus (del latin virus,
paraddjicamente “toxina” o “veneno”) para referirse a este agente
infeccioso que se comportaba como un “germen viviente soluble”
(contagium vivum fluidum). Este agente, denominado posteriormente
virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus, TMV; género
Tobamovirus, familia Virgaviridae), fue la primera entidad bioldgica
de tipo viral identificada.
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Figura 1. Los padres de la Virologia de plantas. Dmitri lvanovsky (izquierda) y
Martinus Beijerinck (derecha).

Desde entonces, se han descrito multitud de virus capaces de
infectar animales, plantas, hongos y bacterias. EI Comité Internacional
de Taxonomia Viral (International Comittee on Taxonomy of Viruses,
ICTV) ha reconocido hasta el momento méas de 4800 especies virales
distintas (Adams et al., 2016), de las cuales mas de 1300 corresponden
a virus de plantas agrupados en 28 familias y 128 géneros. Estos virus
pueden infectar basicamente a todas las especies vegetales cultivadas
o silvestres, aunque la gama de huéspedes varia dependiendo de cada
virus o, incluso, de cada aislado viral. Asimismo, en funcion de la
combinacion virus (o aislado viral)-huésped y/o de las condiciones
ambientales, las infecciones virales pueden ser asintomaticas o pueden
causar importantes enfermedades que repercuten negativamente en la
produccion de los cultivos y que conllevan elevadas pérdidas
econémicas. Los efectos fenotipicos de las enfermedades virales
pueden manifestarse en distintas partes de la planta ocasionando
sintomas como patrones de mosaico, lesiones cloréticas, necrosis o

enrollamiento en las hojas, anillos cloréticos, enanismo,
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malformaciones o decoloracion en los frutos, o cambios de color o

deformaciones en las flores (Fig. 2).

Figura 2. Sintomatologia de virus. (A) Virus del mosaico del tabaco (Tobacco
mosaic virus, TMV; género Tobamovirus, familia Virgaviridae) en hojas de
tabaco. (B) Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus,
CaMV; género Caulimovirus; familia Caulimoviridae) en hojas de coliflor.
(C) Virus del enrollamiento de la hoja de la patata (Potato leafroll virus,
PLRV; género Polerovirus, familia Luteoviridae) en patata. (D) El virus del
moteado amarillo del arroz (Rice yellow mottle virus, RYMV; género
Sobemovirus, familia Solemoviridae) en arroz. (E) Virus de la tristeza de los
citricos (Citrus tristeza virus, CTV; género Closterovirus, familia
Closteroviridae) en naranjo. (F) Virus de la rotura del color del tulipan
(Tulip breaking virus, TBV; género Potyvirus, familia Potyviridae) en flor
de tulipan. (G) Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus,
CMV; género Cucumovirus, familia Bromoviridae) en frutos de pepino. (H)
Virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus, TSWV; género
Tospovirus, familia Bunyaviridae) en tomate.

Los virus se definen como un conjunto de una 0 mas
moléculas de acidos nucleicos, normalmente encapsidadas en una o
varias cubiertas proteicas o lipoproteicas, capaces de multiplicarse
dentro de una célula hospedadora. Estos agentes son parasitos
intracelulares obligados que requieren la maquinaria metabdlica del
huésped para poder multiplicarse. Este proceso de multiplicacion

conlleva la sintesis de todos los componentes virales y su posterior
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ensamblaje para formar la progenie, que puede ser idéntica o diferir en
mayor o0 menor medida del virus parental. Los virus muestran una
gran diversidad en cuanto a tamafio y forma y resulta complicado
establecer criterios para su clasificacion. Uno de los criterios méas
obvios corresponde al tipo de &cido nucleico que constituye su
genoma, ya que podemos encontrar virus con genomas de RNA de
simple cadena (single-stranded RNA, ssRNA) y polaridad positiva
[sSRNA(+)], simple cadena y polaridad negativa [SSRNA(-)], o doble
cadena (double-stranded RNA, dsRNA); asimismo, los genomas
virales pueden ser también de DNA de simple (single-stranded DNA,
ssDNA) o doble cadena (double-stranded DNA, dsDNA). El tipo de
genoma va a determinar, en gran medida, las caracteristicas del ciclo
replicativo de cada virus. Otros criterios de clasificacion son la
morfologia de las particulas virales, las estrategias de expresion
génica, particularidades estructurales de los acidos nucleicos, de los

genes o de las proteinas que codifican, hospedadores, etc.

La gran mayoria de virus de plantas presentan genomas de
sSRNA(+) y se encuentran distribuidos dentro de las familias
Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae, Benyviridae, Bromoviridae,
Closteroviridae, Deltaflexiviridae, Gammaflexiviridae, Luteoviridae,
Potyviridae, Secoviridae, Solemoviridae, Tombusviridae, Tymoviridae
y Virgaviridae. Como ocurre con otros virus, el SSRNA(+) se
encuentra recluido dentro de una cubierta proteica o capsida que
ejerce una funcion protectora frente a nucleasas y que estd formada
por subunidades de uno o varios tipos de proteina de cubierta (coat

protein, CP). La(s) CP se pueden ensamblar siguiendo una estructura
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helicoidal, formando bastones o filamentos flexibles, o una estructura

icosaédrica, dando lugar a particulas similares a esferas.

El ciclo infeccioso de los virus ssSRNA(+) de plantas comienza
con la entrada del virién en la célula de una forma pasiva,
normalmente a través de heridas o asistida por vectores, ya que por si
solos no con capaces de atravesar ni la cuticula ni la pared celular
vegetal, una caracteristica extensible a otros grupos de virus. Una vez
en el citoplasma, la cubierta proteica del virion se elimina y se libera
el RNA gendmico (genomic RNA, gRNA). Este gRNA actia ya como
RNA mensajero (messenger RNA, mRNA) para la traduccion de, al
menos, las proteinas virales que se encargan de la replicacion del
virus, la RNA polimerasa dependiente de RNA (RNA dependent-RNA
polymerase, RDR) viral y alguna(s) proteina(s) auxiliar(es) (Fig. 3).
Estas proteinas, junto con el gRNA y factores del huésped, se asocian
a estructuras membranosas y forman los denominados complejos de
replicacion viral (viral replication complex, VRC) (Heinlein, 2015a).
Las membranas en las que se ensamblan estos complejos pueden
derivar de cualquier organulo citoplasmatico y existe una
especificidad entre el virus y el tipo de organulo al que se asocia el
VRC. En estos VRC, el gRNA sirve de molde para generar
intermediarios de polaridad negativa que, a su vez, seran utilizados
como molde para generar mas hebras positivas que formaran el
material genético de la progenie viral. En algunos casos, el gRNA de
polaridad (+) o el de polaridad (-) sirve también de molde para formar
RNA subgenomico(s) (subgenomic RNA, sgRNA) que permitiran la
traduccion de genes situados internamente en el gRNA y que,

normalmente, estan implicados en procesos mas tardios del ciclo
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infeccioso, tales como el movimiento, la encapsidacion o la
transmision por vectores (Hull, 2014). Una vez copiado el gRNA viral
y traducidas las proteinas que codifica, las subunidades de CP vy las
moléculas de RNA de la progenie se ensamblan formando particulas

virales que estaran listas para infectar una nueva célula (Fig. 3).

Traduccion de la
RDR y proteinas
auxiliares

Sintesis de la
cadena (-)

’ Traduccion de la

. CP y otras proteinas
sgRNAs AAAA
genoma. \ A

(_J

——F————» Encapsidacion

. Nucleo
Progenie

Sintesis de

Replicacion del

Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de replicacién de los virus
sSRNA(+). Tras la entrada del virus en el citoplasma, el gRNA es liberado y
se traducen las replicasas virales: RDR viral y proteinas auxiliares. Estas
proteinas se encargan de la sintesis de intermediarios de polaridad negativa
que sirven de molde para sintetizar nuevas cadenas positivas (la progenie
viral) y, en algunos casos, para formar sgRNA, a partir de los cuales se
traduciran otras proteinas virales (CP y/u otras). La(s) CP reconoceran las
copias del genoma viral dando lugar a nuevas particulas virales.
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Estas particulas virales o, alternativamente, complejos de
ribonucleoproteinas (RNP) que incluyen al genoma viral, se moveran
célula a célula a través de los plasmodesmos asistidos por las
proteinas de movimiento (movement protein, MP) codificadas por el
virus (Harries and Ding, 2011; Heinlein, 2015b). Para extenderse
sisttmicamente en la planta, los virus han de alcanzar el sistema
vascular, normalmente el floema. El proceso de transferencia de una
planta infectada hacia una planta sana varia dependiendo del virus y
puede producirse de manera vertical (a través de polen o semillas de
plantas infectadas) y/o de manera horizontal. En este Gltimo caso,
frecuentemente intervienen vectores que suelen corresponder a

insectos, nematodos, acaros u hongos (Gallet et al., 2018).

Para contrarrestar los efectos dafiinos que causan los virus, las
plantas han desarrollado una serie de mecanismos de defensa que
pueden ser clasificados en constitutivos e inducibles (Pallas and
Garcia, 2011). Dentro de los mecanismos de defensa constitutivos
encontramos todas aquellas barreras estructurales o quimicas que
impiden la entrada de los virus al citoplasma, como la cuticula, la
pared celular, los tricomas, la cera o las saponinas. Dentro de este tipo
de defensas también se pueden considerar los casos en los que la
planta no produce alguno de los factores requeridos por el virus para
poder llevar a cabo su ciclo infeccioso. Por otro lado, las defensas
inducibles o activas son aquellas que se desencadenan tras detectar la
presencia del virus y que pretenden eliminar o confinar al agente
infeccioso en las zonas de inoculacion para evitar su propagacion por
toda la planta. Este tipo de defensas requieren un elevado gasto

energético para la planta y pueden ser inespecificas, como la
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produccion de sustancias tdxicas o la muerte celular programada, o
defensas especificas para cada virus, mediadas normalmente por genes
de resistencia. Ademas, las plantas también poseen un sistema general
de defensa contra virus, aparentemente universal, conocido como
silenciamiento por RNA. Este sistema antiviral, descrito con mas
profundidad en el siguiente apartado, actia a nivel de RNA,
detectando y degradando el genoma viral y/o sus intermediarios
replicativos (Csorba et al., 2009). Asi pues, los virus han de ser
capaces de escapar de este mecanismo para poder establecer una

infeccion productiva.
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2. El silenciamiento por RNA

2.1. El silenciamiento por RNA: generalidades

El silenciamiento por RNA es un sistema de inactivacion
génica especifico de secuencia y conservado evolutivamente que
desemperfia un papel esencial en varios procesos bioldgicos como el
control del desarrollo, el mantenimiento de la integridad del genoma,
la regulacion génica en procesos de respuesta a estrés, el control de
transposones, la metilacion del DNA o la modificacion de la
cromatina (Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009; Shriram et al., 2016; van
Wolfswinkel and Ketting, 2010). En plantas superiores e insectos VY,
en menor medida, en hongos y probablemente en vertebrados, el
silenciamiento por RNA también actGa como un mecanismo de
defensa antiviral inducible (Bologna and Voinnet, 2014; Csorba et al.,
2009; Ding, 2010). Los andlisis bioquimicos y genéticos han
demostrado que los mecanismos basicos del silenciamiento por RNA
se comparten entre diferentes organismos (Wang and Metzlaff, 2005).
Estos procesos de silenciamiento pueden actuar a nivel transcripcional
0 a nivel post-transcripcional. El silenciamiento génico transcripcional
(transcriptional gene silencing, TGS) se produce cuando la expresion
de un gen se ve comprometida al existir modificaciones epigenéticas
en el DNA y/o las histonas que impiden el acceso de la maquinaria
transcripcional. Por su parte, el silenciamiento génico post-
transcripcional (post-transcriptional gene silencing, PTGS) implica la
degradacion del mRNA o la represion de su traduccion, inhibiendo la
sintesis proteica.
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El silenciamiento por RNA puede seguir distintas rutas pero
en todos los casos depende de pequefias moléculas de RNA (small
RNA, sRNA) de entre 21 y 24 nucle6tidos (nt). Estos sSRNA se
producen a partir de dsRNA, o de ssSRNA muy estructurados, que
actian como inductores del silenciamiento y que son procesados por
la accion de una ribonucleasa de la familia de las RNasas Il de tipo
Dicer (Dicer-like, DCL) (Borges and Martienssen, 2015; Fukudome
and Fukuhara, 2017) (Fig. 4). Una de las dos hebras de los SRNA
bicatenarios resultantes de este procesamiento (“hebra guia”) es
incorporada a un complejo multiproteico efector, el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex,
RISC), cuyo componente activo es una proteina de la familia de las
endonucleasas denominadas Argonautas (AGO) (Carbonell, 2017,
Carbonell and Carrington, 2015; Mallory and Vaucheret, 2010). En el
caso del PTGS, RISC es dirigido por el SRNA asociado hasta un RNA
diana, promoviendo su degradacion o reprimiendo su traduccion (Liu
et al., 2004; Song et al., 2004; Tomari and Zamore, 2005) (Fig. 4). El
reconocimiento especifico de las secuencias diana esta mediado por
los sSRNA a través de un mecanismo de apareamiento de bases,
mientras que el corte del RNA diana lo realizan las proteinas AGO
(Carbonell, 2017; Carbonell and Carrington, 2015; Ma and Zhang,
2018). En el TGS, RISC es dirigido hasta un DNA complementario
que resulta modificado por metilacién, dando lugar a heterocromatina
transcripcionalmente inactiva (Rogers and Chen, 2013; Zvereva and
Pooggin, 2012).
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Figura 4. Ruta general del PTGS en plantas. Los dsSRNA o ssRNA estructurados
son reconocidos y procesados por DCL, asistida(s) por un cofactor DRB,
para generar SRNA que son metilados por HEN1. La hebra guia de SRNA se
carga en el complejo RISC, cuyo componente principal es una proteina
AGO, para reconocer especificamente y cortar las moléculas de RNA diana
(o reprimir su traduccién). Los sRNA pueden ser empleados como
cebadores para generar nuevas moléculas de dsRNA, con la mediacion de
RDR celulares, y amplificar la sefial.
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Los dsRNA (o ssRNA con alta estructura secundaria) que
desencadenan el proceso de silenciamiento pueden originarse por
transcripcion en el ndcleo, durante las infecciones virales o por la
accion de RDR celulares. Estas enzimas, ademéas de poder participar
en la generacion de las moléculas inductoras, estan involucradas en la
amplificacion de respuesta de silenciamiento (Fig. 4). La
amplificacién se consigue mediante la sintesis de nuevos dsRNA por
la accion de una RDR que utiliza como molde los sSRNA generados
tras el corte por el complejo RISC (u otros ssSRNA aberrantes) y los
SRNA como cebadores (Voinnet, 2008). Estos dsSRNA son entonces
procesados por DCL para generar los denominados SRNA
secundarios. Los mecanismos de silenciamiento activados en una
célula simple pueden diseminarse a células adyacentes y a tejidos
distantes (Voinnet, 2005; Voinnet and Baulcombe, 1997). La
naturaleza de la sefial movil no se conoce con exactitud pero distintos
resultados indican que los SRNA deben formar parte de ella
(Chitwood and Timmermans, 2010; Liu and Chen, 2018; Melnyk et
al., 2011; Zhang et al., 2019).

En plantas, al igual que en otros eucariotas, encontramos
diversos tipos de SRNA. Baséndonos en su biogénesis y en
caracteristicas moleculares, los SRNA pueden ser clasificados en dos
grandes grupos: los sSRNA de interferencia (small interfering RNA,
SiRNA) y los micro RNA (miRNA). La diferencia fundamental entre
estas dos clases de SRNA radica en la estructura de su RNA precursor:
mientras los siRNA resultan del procesamiento de dsSRNA o ssRNA
en horquilla con tallo perfectamente apareado, los miRNA se generan

a partir de ssRNA que adoptan un plegamiento en horquilla con tallo
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parcialmente apareado (Borges and Martienssen, 2015; Ghildiyal and
Zamore, 2009; Singh et al., 2018). En concreto, la biogénesis de los
miRNA comienza con la transcripcion de los genes MIR por la RNA
polimerasa Il que da lugar a transcritos primarios (pri-miRNA) que
presentan una estructura en forma de horquilla. Estos pri-miRNA
seran procesados por DCL1 para formar los RNA precursores de
miRNA (pre-miRNA) que, en ultima instancia, daran lugar a los
miRNA maduros. Tras ser incorporados en AGOL1, los miRNA dirigen
el corte o la represion traduccional de los MRNA diana (Achkar et al.,
2016). Los miRNA estan principalmente implicados en procesos de
desarrollo de la planta, como el desarrollo de la semilla, la
germinacion, la formacién de raices laterales o el desarrollo de hojas y
flores, aunque también intervienen en la respuesta a distintos estreses
abidticos y en defensa frente a patdgenos (Meng et al., 2011; Singh et
al., 2018; Sun et al., 2018).

Por otro lado, los siRNA constituyen un grupo heterogéneo de
SRNA de naturaleza muy variada que pueden ser clasificados en tres
subtipos: los pequefios RNA interferentes secundarios, los siRNA
derivados de transcritos naturales antisentido (natural antisense short
interfering RNA, natsiRNA) y los siRNA heterocromaticos
(heterochromatic small interfering RNA, hetsiRNA). La biogénesis de
los diferentes sSiRNA sigue rutas distintas en cuanto a la actividad
polimerasa implicada en la generacion de los precursores, la actividad
DCL que los procesa y/o la(s) proteina(s) AGO en que son cargados
(Borges and Martienssen, 2015; Ghildiyal and Zamore, 2009). Dentro
de los siRNA secundarios destacan los pequefios RNA interferentes

gue actlan en trans (trans-acting small interfering RNA, tasiRNA)

35



INTRODUCCION

que participan, junto con los miRNA, en la regulacion de los procesos
de desarrollo. Los natsiRNA son sRNA inusuales que provienen del
corte de transcritos bidireccionales inducidos Unicamente en
situaciones de estrés e intervienen en la adaptacion o respuesta en este
tipo de situaciones. Y, por ultimo, los hetsiRNA son siRNA de 24 nt
gue derivan de secuencias repetidas como los elementos transponibles
0 regiones pericentroméricas. Su funcion es la de guiar la metilacion
de novo de elementos transponibles para mantener la integridad del

genoma (Borges and Martienssen, 2015).

2.2. Componentes de la ruta del silenciamiento por RNA

El genoma de Arabidopsis thaliana, la especie vegetal mas
extensamente utilizada como modelo, codifica cuatro DCL distintas:
de DCL1 a DCL4. Estas proteinas, encargadas de degradar los
dsRNA, poseen multiples dominios incluyendo dos cataliticos con
actividad RNasa Il que constituyen el centro activo, un dominio
conservado tipo PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille), un dominio de unién a
dsRNA (dsRNA binding domain, dsRBD) situado en el extremo C-
terminal, otro con actividad helicasa/ATPasa de RNA y un dominio de
funcién desconocida (DUF283). La separacion que existe entre el
centro activo y el dominio PAZ en cada tipo de enzima determina cuél
sera la longitud de los SRNA que se producen (Dunoyer et al., 2005;
MacRae et al., 2006). En general, los SRNA bicatenarios generados
por DCL poseen un grupo fosfato en el extremo 5' y dos bases no
apareadas en los extremos 3' hidroxilo (Bernstein et al.,, 2001;

Hamilton and Baulcombe, 1999; Hamilton et al., 2002) que, en la
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mayor parte de los casos, resultan metilados por una metil-transferasa
(HEN1) (Yu et al., 2005). Esta modificacion es compartida por todas
las rutas de silenciamiento de plantas y protege a los SRNA frente a la
uridilacion (Li et al., 2005) y frente a actividades exonucleasa (Frizzi
and Huang, 2010; Ramachandran and Chen, 2008). Para poder unirse
a las moléculas de dsRNA, DCL necesita formar un complejo con
otras proteinas, las proteinas de union a dsRNA (dsRNA binding
protein, DRB), que la asisten en sus funciones. En A. thaliana se han
identificado cinco DRB distintas (HYL1, DRB2-5). Estas proteinas
son capaces de interaccionar de forma diferencial con las DCL y
facilitan la produccion de sRNA (Hiraguri et al., 2005; Nakazawa et
al., 2007; Vaucheret, 2006).

En cuanto a las proteinas AGO, los componentes mas
relevantes de RISC, el genoma de A. thaliana codifica diez proteinas
de este tipo: de AGO1 a AGO10. Las proteinas AGO poseen dos
dominios principales: el dominio PAZ en el extremo N-terminal -un
dominio de unién a SRNA (Ma et al., 2004)-, y el dominio PIWI en el
extremo C-terminal que posee una triada catalitica DDE y es el
responsable de la actividad RNasa sobre los sSRNA complementarios
al SRNA cargado en AGO (Tolia and Joshua-Tor, 2007). La presencia
de la triada catalitica no implica necesariamente actividad de corte ya
que, en ocasiones, RISC induce una represion de la traduccion del
RNA diana en lugar de su degradacion (Carbonell, 2017). De
momento, solo se ha confirmado la capacidad de corte de cinco AGO
(AGO1l, AGO2, AGO4, AGO7 y AGO10) (Baumberger and
Baulcombe, 2005; Carbonell et al., 2012; Montgomery et al., 2008; Qi

et al., 2005). Como se ha indicado anteriormente, los SRNA generados
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por DCL se ensamblan en el complejo RISC por unién a proteinas
AGO. Mientras que la hebra guia del SRNA se une a la proteina AGO
y dirige el proceso de degradacion del RNA complementario, la otra
hebra (“hebra pasajera”) es degradada durante el proceso de activacion
del RISC. Aunque en principio se supuso que una helicasa
dependiente de ATP separaba ambas hebras, en realidad el proceso es
independiente de ATP y realizado directamente por proteinas que
componen el complejo RISC. EI reclutamiento de los SRNA en un
complejo AGO particular estd determinado, aunque no de forma
exclusiva, por el nucleétido del extremo 5 (Kim, 2008; Mi et al.,
2008). Los sRNA con uridina en su extremo 5’ son cargados en
AGO1, mientras que los que contienen adenina se cargan en AGO2,
AGO4, AGO6 y AGO9 vy los de citosina en AGO5 (Mi et al., 2008;
Montgomery et al., 2008).

El otro componente importante de los mecanismos de
silenciamiento son las enzimas RDR que, como se ha indicado
anteriormente, pueden intervenir en la generacion inicial de los
dsRNA inductores y, también, en la amplificacion de la sefial de
silenciamiento (Dalmay et al., 2000; Wassenegger and Krczal, 2006).
El genoma de A. thaliana codifica seis RDR: RDR1, RDR2, RDR3a
(RDR3), RDR3b (RDR4), RDR3c (RDR5) y RDR6 (SDE1/SGS?). El
dominio catalitico putativo contiene el motivo DFDGD en RDR3,
RDR4 y RDR5, o el motivo DLDGD en RDR1, RDR2 y RDR6
(Wassenegger y Krczal, 2006). La existencia de seis RDR sugiere
redundancia y/o especializacién entre las RDR en las diferentes rutas
de silenciamiento. La enzima RDR6 resulta particularmente

importante para procesos de PTGS en plantas y sintetiza dsRNA
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auxiliada por proteinas adicionales, como un estabilizador de RNA
(SGS3), una exonucleasa RNasa D (WEX) y una helicasa de RNA
(SDE3) (Dalmay et al., 2001; Glazov et al., 2003; Mourrain et al.,
2000).

2.3. El silenciamiento por RNA: un mecanismo antiviral

Una de las primeras funciones descubiertas y bien estudiadas
del silenciamiento por RNA es la defensa del huésped frente a la
invasion de los virus, observada por primera vez en plantas
(Dougherty et al., 1994; Lindbo et al., 1993; Ratcliff et al., 1997).
Todos los tipos de virus generan en algin momento de su ciclo
replicativo estructuras de dsRNA que pueden actuar como inductores
del PTGS. En el caso de virus con genoma de DNA, estos dsRNA
pueden provenir de la transcripcion bidireccional de su genoma o de
elementos de estructura secundaria presentes en sus mRNA. En el
caso de los virus de RNA, la mayoria de los que infectan plantas, su
replicacion implica la formacion de intermediarios de dsRNA que
pueden ser los desencadenantes de procesos de silenciamiento
(Ahlquist, 2006). No obstante, distintos datos sugieren que las
regiones altamente estructuradas del genoma de este tipo de virus
pueden actuar como dianas primarias del silenciamiento en algunos
casos (Donaire et al., 2009; Molnar et al., 2005). Tanto en virus de
DNA como de RNA, las especies moleculares que disparan el
silenciamiento podrian ser también el resultado de la utilizacién del
RNA viral como molde por las RDR celulares (Curaba and Chen,
2008).
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La activacion del silenciamiento por parte de los virus
convierte a estos patdgenos en dianas de este mecanismo, dando lugar
a la fragmentacion de su genoma y a la formacion de sSRNA de origen
viral (viral small RNA, vsRNA) (Ding and Voinnet, 2007; Zhang et
al., 2015). Como se ha descrito de forma general para el PTGS, en
este caso la sefial también se puede amplificar mediante la produccion
de vsRNA secundarios (Zhang et al., 2015). Asimismo, la sefal
antiviral puede diseminarse al resto de la planta, estableciendo una
respuesta defensiva y una resistencia frente a la infeccién previa a la
llegada del patégeno (Broshan et al., 2007; Dunoyer et al., 2010;
Molnar et al., 2010).

Como se ha indicado anteriormente, A. thaliana produce
cuatro DCL distintas. La biogénesis de vsSRNA necesita la accion
coordinada y jerarquizada de estas enzimas (Deleris et al., 2006;
Moissiard and Voinnet, 2006a). DCL2, DCL3 y DCL4 son capaces de
reconocer estructuras virales y generan vsRNA de 22, 24 y 21 nt de
longitud, respectivamente (Blevins et al., 2006; Deleris et al., 2006).
La infeccion por un virus de RNA parece estar afectada
principalmente por DCL4 y, en menor medida, por DCL2 seguida de
DCL3. DCL1 contribuye escasamente a la formacion de vsRNA pero
podria intervenir cuando estan comprometidas las actividades de otras
DCL o cuando es necesario un procesamiento previo que facilite el
acceso al dsRNA de otras DCL (Llave, 2010). Al igual que A.
thaliana, Nicotiana benthamiana codifica cuatro DCL, siendo DCL4 y
DCL2 las que, muy probablemente, desempefian el papel mas
relevante en defensa antiviral (Dadami et al., 2013; Donaire et al.,

2008). En contraste, en Oryza sativa se han identificado ocho DCL
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distintas (DCL1a, DCL1b, DCL1c, DCL2a, DCL2b, DCL3a, DCL3b,
and DCL4) (Kapoor et al., 2008) algunas de las cuales también han
sido implicadas en la respuesta frente a virus (Urayama et al., 2010;
Yang and Li, 2018).

Una vez generados, los vsRNA se asocian con complejos
efectores RISC que serdn los encargados de reconocer las dianas
virales y cortarlas (Carbonell, 2017; Carbonell and Carrington, 2015;
Ding and Voinnet, 2007). En A. thaliana, las proteinas AGO1l y
AGO2 parecen contribuir en mayor medida al desarrollo de la
respuesta antiviral (Carbonell and Carrington, 2015), pero también
pueden intervenir las proteinas AGO4, AGO5, AGO7 y/o AGO10 en
algunas circunstancias (Brosseau et al., 2016; Alazem et al., 2017
Garcia-Ruiz et al., 2015). Los datos acerca de la contribucién de las
AGO en defensa antiviral en otras especies no es tan amplia y
practicamente solo se dispone informacion sobre estas proteinas en N.
benthamiana y O. sativa (Carbonell and Carrington, 2015). En N.
benthamiana, se ha implicado a AGOL1 en la defensa frente al virus de
la mancha anular del tomate (Tomato ringspot virus, TORSV; género
Nepovirus, familia Secoviridae) (Ghoshal and Sanfagon, 2014).
Ademads, distintos estudios también han mostrado que AGO2
desemperia un papel esencial en la respuesta frente a distintos tipos de
virus (Ludman et al., 2017; Odokonyero et al., 2015, 2017; Paudel et
al., 2018; Scholthof et al., 2011). Por otro lado, en O. sativa, cuyo
genoma codifica diecinueve AGO distintas, datos genéticos y
bioguimicos sugieren que AGO1, AGO2 y AGO18 estan involucradas
en respuesta antiviral (Du et al., 2011; Wu et al., 2015).
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Por ultimo, cabe sefalar que el papel de las RDR celulares en
respuesta antiviral mediada por silenciamiento, también puede ser
bastante importante. La contribucion de RDR6 parece ser
especialmente relevante, ya que si las funciones de esta enzima se
encuentran comprometidas en una planta, aumenta considerablemente
su susceptibilidad a distintos virus (Schwach et al., 2005; Voinnet,
2008). Asimismo, también se ha constatado la participacion de RDR1
y RDR2 como parte de la respuesta defensiva de las plantas frente a
algunos virus (Diaz-Penddn et al., 2007; Donaire et al., 2008; Qi et al.,
2009).

2.4. Estrategias de supresion del silenciamiento

Para contrarrestar el mecanismo de defensa del huésped
basado en el silenciamiento por RNA, la mayoria de los virus de
plantas codifican proteinas conocidas como supresores virales del
silenciamiento por RNA (viral suppressor of RNA silencing, VSR)
(Csorba et al., 2015). El descubrimiento de los VSR proporcioné la
prueba mas convincente de la naturaleza antiviral del silenciamiento
por RNA y revelé la estrategia de defensa del patdégeno frente al
mecanismo de silenciamiento del huésped (Voinnet et al., 1999).
Desde el descubrimiento del primer VSR, la proteina HC-Pro del virus
del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV; género Potyvirus,
familia Potyviridae) (Anandalakshmi et al., 1998; Kasschau and
Carrington, 1998), mas de 50 VSR distintos han sido identificados,
una lista que engloba a gran parte de los géneros de virus de plantas
(Yang and Li, 2018; Zhao et al., 2016). Los datos disponibles sugieren
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que todos los virus de plantas codifican, por lo menos, un supresor,

aungue en algunos casos pueden codificar mas de uno.

Los VSR son muy diversos, no comparten similitudes de
secuencia o de estructura obvias ni siquiera dentro de la misma familia
viral, de modo que parecen haber evolucionado de manera
independiente para llevar a cabo la misma funcién (Ding and Voinnet,
2007). La posicion en el genoma de las pautas abiertas de lectura
(open reading frame, ORF) que los codifican es variable entre
distintos virus, y se pueden expresar siguiendo distintas estrategias
como la lectura a través de un codon de terminacion débil
(readthrough, RT), la maduracion proteolitica de poliproteinas o la
produccién de un RNA subgenémico a partir del gRNA del virus,
entre otras. Muchos de los VSR identificados hasta la fecha son
multifuncionales: ademas de ser supresores del silenciamiento por
RNA, también estan involucrados en otros procesos del ciclo
infeccioso al funcionar, por ejemplo, como CP, replicasa, MP,
componente auxiliar para la transmision del virus, proteasa 0 como

regulador de la transcripcion.

Tras estudiar distintos VSR, se ha observado que son capaces
de interferir en distintos puntos de la ruta de silenciamiento (Fig. 5),
ya sea actuando sobre las moléculas de RNA relacionadas con dicha
ruta o interaccionando con componentes proteicos relevantes de la
misma (Csorba et al., 2015). En cualquier caso, las bases moleculares
de la accién de los VSR son complejas y cada vez existen mas datos
gue indican que un mismo supresor puede utilizar diversas estrategias

y afectar a diferentes etapas del proceso de silenciamiento.

43



INTRODUCCION

2.4.1. Interaccion con RNA relacionados con el

silenciamiento

Existen distintas estrategias de supresion que interfieren con
los RNA relacionados con el silenciamiento. La estrategia de
supresion mas utilizada, adoptada por muchos VSR distintos, es la
union a sSRNA (Lakatos et al., 2006; Merai et al., 2006), lo que impide
el ensamblaje del complejo efector RISC. En presencia de VSR
capaces de secuestrar SRNA, la infeccion y la propagacion del virus
resultan altamente favorecidas ya que los vSRNA son capturados antes
de que puedan ser incorporados en RISC. Aunque los VSR con este
mecanismo de supresion son codificados por especies virales
pertenecientes a géneros muy diversos, incluyendo Tospo-, Cucumo-,
Poty-, Ipomo-, Carmo-, Clostero-, Viti-, Tobamo- u Hordeivirus
(Lakatos et al., 2006; Martinez-Turifio and Hernandez, 2009; Merai et
al., 2006), el mas caracterizado es la proteina p19 de miembros del
género Tombusvirus (familia Tombusviridae), uno de los VSR mejor
estudiados hasta el momento. Estudios cristalograficos han
demostrado que la proteina p19 forma homodimeros que actian como
una pinza molecular capaz de medir la longitud de los SRNA y de
unirse con alta afinidad e independientemente de su secuencia a la
region de doble cadena de 19-22 pares de bases (base pair, bp) de
estos pequefios RNA (Silhavy et al., 2002; Vargason et al., 2003; Ye
etal., 2003).
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Figura 5. Modelo del silenciamiento antiviral por RNA y de su supresion por
distintos VSR. Los VSR que aparecen son: p38 del virus del
marchitamiento del nabo (Turnip crinkle virus, TCV; género Carmovirus,
familia Tombusviridae); pl4 del virus latente del Pothos (Pothos latent
virus, PoLV; género Aureusvirus, familia Tobusviridae); pl19 de los
miembros del género Tombusvirus (familia Tombusviridae); Hc-Pro de los
miembros del género Potyvirus (familia Potyviridae); 2b del virus del
mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus CMV; género Cucumovirus,
familia Bromoviridae); P122 del virus del mosaico del tabaco (Tobacco
mosaic virus, TMV; género Tobamovirus, familia Virgaviridae); RNase3
del virus del enanismo clordtico de la batata (Sweet potato chlorotic stunt
virus, SPCSV; género Crinivirus, familia Closteroviridae); PO de los
miembros del género Polerovirus (familia Luteoviridae); p25 de los
miembros del género Potexvirus (familia Alphaflexiviridae); CP del virus de
la mancha anular del tomate (Tomato ringspot virus, ToRSV; género
Nepovirus; familia Secoviridae); P1 del virus del moteado suave de la batata
(Sweet potato mild mottle virus, SPMMV género Ipomovirus; familia
Potyviridae); P1 del virus del moteado amarillo del arroz (Rice yellow
mottle virus, RYMV; género Sobemovirus, familia Solemoviridae); P6 del
virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV; género
Caulimovirus; familia Caulimoviridae); P6 del virus del enanismo amarillo
del arroz (Rice yellow stunt virus, RYSV; género Nucleorhabdovirus;
familia Rhabdoviridae): P2 del virus rayado del arroz (Rice stripe virus,
RSV; género Tenuivirus, familia Phenuiviridae) y el supresor VPg del virus
A de la patata (Potato virus A, PVA; género Potyvirus, familia Potyviridae).

Algunos supresores, ademas de unir SRNA, son capaces de
asociarse a dsSRNA mas largos. En este caso compiten con DCL por su
sustrato e interfieren con el procesamiento mediado por este tipo de
enzimas, lo que impide la generacion de vsRNA que son el elemento
clave de la respuesta del silenciamiento antiviral. Ejemplos de
supresores que emplean esta estrategia son la proteina p14 del virus
latente del Pothos (Pothos latent virus, PoLV; género Aureusvirus,
familia Tombusviridae), la proteina p38 del virus del marchitamiento
del nabo (Turnip crinkle virus, TCV; género Carmovirus, familia
Tombusviridae) o la proteina p22 del virus del amarilleo del tomate
(Tomato chlorosis virus, ToCV; género Crinivirus, familia

Closteroviridae), que son capaces de unirse a dsRNA
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independientemente del tamafio que tengan (Landeo-Rios et al.,
2016a; Merai et al., 2005, 2006). En el caso de estos VSR, la
inhibicion de la maquinaria de silenciamiento antiviral se puede
producir a dos niveles: (i) secuestrando vsRNA e (ii) interfiriendo con
el procesamiento de dsRNA virales por enzimas DCL (Merai et al.,
2006). Otros VSR parecen tener especial predileccion por dsRNA
largos y, en ese caso, actuaran blogueando la accion de DCL (Merai et
al., 2006; Robles Luna et al., 2017).

Por otra parte, se ha demostrado también que algunos VSR
pueden inhibir la formacién de complejos RISC activos al impedir la
metilacién del extremo 3’ de los SRNA, quiza porque presentan una
mayor afinidad por estos pequefios RNA que la metiltransferasa
HENL1 (Csorba et al., 2007; Ebhardt et al., 2005; Lozsa et al., 2008;
Vogler et al., 2007). Otra estrategia parece ser la de transformar los
SRNA en moléculas que no pueden ser incorporadas a RISC. Este
modo de accion es utilizado por algin supresor que posee actividad
endonucleasa del tipo RNasa Il y que escinde los vsRNA de 21, 22 y
24 bp en productos de 14 bp (Cuellar et al., 2009).

Todas estas estrategias demuestran que los VSR son muy
versatiles y son capaces de actuar sobre la misma molécula de la ruta

de silenciamiento empleando distintos mecanismos.
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2.4.2. Interaccion con proteinas del huésped relacionadas

con el silenciamiento

Los VSR también son capaces de actuar sobre distintos
componentes proteicos de la ruta de silenciamiento. Como se ha
indicado anteriormente, las proteinas DCL necesitan para su
funcionamiento factores auxiliares que unen dsRNA, conocidos como
DRB (Vaucheret, 2006). Se ha observado que algunos supresores
virales se unen a DRB4, el factor auxiliar de DCL4, inhibiendo la
formacion de vsRNA de 21 nt (Deleris et al., 2006; Haas et al., 2008;
Hiraguri et al., 2005; Qu et al., 2008).

Otra diana importante de distintos VSR son las proteinas
AGO. ElI modo en que este componente esencial de RISC es
bloqueado puede diferir entre supresores. Se ha descrito un caso,
correspondiente a la proteina 2b del virus del mosaico del pepino
pepino (Cucumber mosaic virus, CMV; género Cucumovirus, familia
Bromoviridae), en el que el supresor interacciona fisicamente con el
dominio PAZ y con parte del dominio PIWI de AGOL1 y bloquea su
actividad endonucleasa (Zhang et al., 2006). Otra estrategia es la
uniébn a AGO para inducir su degradacion por distintas vias
(Baumberger et al., 2007; Bayne et al., 2005; Bortolamiol et al., 2007,
2008; Chiu et al., 2010). Otros estudios han indicado que la unién a
AGO de algunos VSR se basa en la presencia en estos ultimos de
motivos GW/WG, caracteristicos de proteinas celulares, que
participan en el ensamblaje/funcionamiento de RISC en distintos
organismos (Azevedo et al., 2010; Giner et al., 2010). Este tipo de

motivos normalmente se encuentran en un contexto de secuencia que
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se caracteriza por una mayor representacion de los residuos G, W, S 'y
T y de los aminoécidos cargados E, D y K, y por un déficit notable de
los residuos M, Y, C y H (EI-Shami et al., 2007). Se ha propuesto que
los supresores virales que contienen estos motivos podrian, por
imitacion y competencia con las proteinas celulares, interferir en la
formacion/actividad de RISC (Azevedo et al., 2010; Giner et al.,
2010). Un ejemplo de un supresor de este tipo es la proteina p38 (CP)
del TCV, que contiene dos repeticiones GW, uno en el extremo N-
terminal 'y otro en el C-terminal. Experimentos de co-
inmunoprecipitacion mostraron que esta proteina interacciona con
AGOL1 pero no con AGO7 en A. thaliana (Azevedo et al., 2010).
Ademas, se observé que mutaciones puntuales en cualquiera de los
motivos GW (cambio de GW a GA) anulaban la interaccion de p38
con AGOL1 y eran suficientes para abolir la infectividad del TCV. En
base a estos resultados, se sugiri6 que, muy probablemente, la
interaccion de p38 con AGO1 comprometia la carga de SRNA en esta
Gltima molécula, desviandola de su funcidn antiviral (Azevedo et al.,
2010). También se sugirié que la inactivacién de AGOL1 por p38
afectaba a los niveles de las cuatro DCL de A. thaliana, apuntando
hacia la existencia de una red homeostéatica dependiente de AGOL1 que

conecta funcionalmente a estos factores (Azevedo et al., 2010).

El segundo supresor descrito capaz de interaccionar con
AGOL1 a través de motivos GW/WG corresponde a la proteina P1 del
virus del moteado suave de la batata (Sweet potato mild mottle virus,
SPMMV; género Ipomovirus, familia Potyviridae). Esta proteina
contiene tres motivos GW/WG en su parte N-terminal y experimentos

de mutagénesis dirigida parecian indicar que estos motivos eran
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esenciales tanto para la union a AGO1 como para la supresion de su
funcion (Giner et al., 2010). Sin embargo, estudios posteriores han
mostrado que unos mutantes deficientes en actividad supresora
mantenian la capacidad de interaccionar con AGO1, indicando que
ambas funciones pueden ser desacopladas (Kenesi et al., 2017).
Ademas, en este estudio también se cartografié un dominio de dedos
de zinc como un motivo efector involucrado en la funcion supresora
mostrando que, al igual que ocurre en otras proteinas que poseen
motivos GW, como GW182, KTF1, Tas3 y RNA Pol IV (Bies-Etheve
et al.,, 2009; El-Shami et al., 2007; He et al., 2009; Zipprich et al.,
2009), el dominio efector y el dominio de unién a AGO podrian estar

situados en distintas regiones de la proteina (Kenesi et al., 2017).

Por Gltimo, también se ha descrito que la proteina PLN-PISPO
del virus del moteado plumoso de la batata (Sweet potato feathery
mottle virus, SPFMV; género Potyvirus, familia Potyviridae) posee
motivos GW/WG involucrados en la funcién supresora de la proteina
y se ha sugerido que esta funcién podria requerir la interaccion con
proteinas AGO (Mingot et al., 2016; Untiveros et al., 2016).

Finalmente, algunos supresores virales parecen actuar sobre
las enzimas RDR o sobre proteinas asociadas necesarias para su
funcion (ej: SGS3), lo que probablemente da lugar a un bloqueo de la
ruta de amplificacion del silenciamiento (Fukunaga and Doudna,
2009; Glick et al., 2008; Zrachya et al., 2007). Ejemplos de supresores
que interaccionan con componentes de esta ruta son la proteina V2 del
virus del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus,

TYLCV; género Begomovirus, familia Geminiviridae) o la proteina p2
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del virus del rayado del arroz (Rice stripe virus, RSV; género
Tenuivirus; familia Phenuiviridae), que interaccionan con SGS3 (Du
et al., 2011; Glick et al., 2008). Otro ejemplo es la proteina supresora
VPg del virus del mosaico del nabo (Turnip mosaic virus, TuMV;
género Potyvirus, familia Potyviridae), que induce la degradacion de
SGS3 y de su interactor RDR6 a través de la ruta de del proteasoma y

de rutas de autofagia (Cheng and Wang, 2017).

2.4.3. Otras estrategias de supresion del silenciamiento

Ademas de las estrategias anteriormente citadas, existen otros
mecanismos que permiten a los virus de plantas combatir el
silenciamiento por RNA del huésped. Por ejemplo, se ha demostrado
que los virus son capaces de modular rutas bioquimicas enddgenas
para su propio beneficio. Un buen ejemplo de virus que emplean esta
estrategia son los virus con genoma de DNA de la familia
Geminiviridae que, a diferencia de los virus ssRNA(+), tienen una
replicacion nuclear. Una parte de la respuesta defensiva de la planta
frente a estos patdgenos tiene lugar en el nicleo e implica la
metilacion del genoma viral, lo que interfiere con la replicacién
posterior del patdgeno. Algunos supresores codificados por
geminivirus inhiben a la enzima adenosin-quinasa (adenosine kinase,
ADK), una enzima que participa en el proceso de metilacion. La
inhibiciébn de esta enzima bloquea indirectamente el ciclo de
metilacion y, por lo tanto, podria estar interfiriendo en la modificacién
epigenética del genoma viral (Bisaro, 2006; Wang et al., 2005),

propiciando la infectividad de estos virus. Otro ejemplo de
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geminivirus cuyo VSR altera rutas de metilacion del huésped es el
TYLCV, cuyo supresor, la proteina V2, interacciona con la
desacetilasa de histonas HDAG e interfiere con el reclutamiento de la
metiltransferasa MET1, lo que provoca una disminucion de la
metilacion del genoma viral (Wang et al., 2018). Por altimo, también
se ha descrito que la proteina AC4 del virus del rizado amarillo del
tomate de Nueva Delhi (Tomato leaf curl New Delhi virus,
ToLCNDV; género Begomovirus, familia Geminiviridae) interacciona
con AGO4, una proteina que interviene en una ruta de metilacion de
novo del DNA, modificando la metilacion de citosinas del DNA del
virus (Vinutha et al., 2018).

También dentro de la familia Geminiviridae se han descrito
supresores capaces de inducir distintos genes del huésped, entre ellos
la exonucleasa Werner 1 (WELZ1) un regulador endégeno negativo de
silenciamiento (Trinks et al., 2005). Sin embargo, la situacién debe ser
mas compleja, ya que algunos de los genes inducidos también son

reguladores positivos de silenciamiento.

Otra estrategia para combatir el silenciamiento por RNA
parece ser la induccion especifica del miR168, tal como se ha
propuesto para el virus de las manchas en anillo del Cymbidium
(Cymbidium ringspot virus, CymRSV; género Tombusvirus, familia
Tombusviridae) (Bortolamiol et al., 2007). Se ha descrito que la
expresion de p19 codificada por el virus aumenta el nivel endégeno de
miR168, un regulador negativo de la traduccion del mRNA de AGO1
(Varallyay et al., 2010). Al bloquear la traduccion de AGOL1, se inhibe
la formacion de complejos RISC cargados con vsRNA, aunque el
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mecanismo por el cual p19 induce al miR168 aun esta por determinar
(Varallyay et al., 2010).

Por ultimo, también se ha demostrado que, en algunos casos,
la misma replicacion viral puede tener un papel importante en la
supresion del silenciamiento por RNA. Algunos factores del huésped
que intervienen en las rutas de silenciamiento podrian ser reclutados
en los complejos de replicacion y, por tanto, apartados de las rutas de
silenciamiento. Un ejemplo de virus que emplea esta estrategia es el
virus del mosaico necrético del trébol rojo (Red clover necrotic
mosaic virus, RCNMV; género Dianthovirus, familia Tombusviridae),
gue parece suprimir el silenciamiento reclutando proteinas DCL en su
complejo de replicacion (Takeda et al., 2005), aunque estudios
posteriores han mostrado que este virus también codifica un VSR
(Powers et al., 2008)

Los ejemplos anteriores muestran que los virus de plantas han
desarrollado diferentes estrategias para contrarrestar los mecanismos
de silenciamiento antiviral del huésped y que, ademas, un mismo VSR
puede dirigirse a mas de uno de los elementos de las vias de
silenciamiento (Fig. 5). La gran variedad de VSR identificados y sus
distintos modos de accion convierten a estas proteinas en herramientas
sumamente Utiles para la diseccion y comprension de las rutas de
silenciamiento en plantas y para la identificacion de sus distintos

componentes.
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2.5. Silenciamiento por RNA y patogénesis viral

Aunque muchas infecciones virales progresan de forma
asintomatica, la aparicién de sintomas es también relativamente
frecuente y ha sido un tema de estudio recurrente por sus
implicaciones agronémicas. Pese a ello, las bases moleculares de la
patogénesis viral siguen siendo objeto de debate en la actualidad.
Durante mucho tiempo, se considerd que la induccion de mecanismos
de defensa y el secuestro de factores del huésped (o la subversion de
sus funciones) para sustentar la replicacion o el movimiento del virus
eran las causas mas probables de la patogénesis viral. Tras el
descubrimiento de los procesos de silenciamiento por RNA y de su
papel antiviral, distintos trabajos han proporcionado datos que
sugieren, 0 apoyan, gque este tipo de procesos desempefia un papel
relevante en la patogénesis de virus (Pallas and Garcia, 2011; Wang et
al., 2012a).

Tras una infeccion viral se generan una gran cantidad de
vsRNA derivados generalmente de todas las regiones del genoma del
virus. Estos vSRNA presentan una elevada diversidad de secuencia lo
gue les confiere un enorme potencial para interaccionar
funcionalmente con genes del huésped. Los vsRNA podrian ser
capaces de silenciar genes enddgenos de distintas maneras. Por un
lado, estas moléculas podrian actuar a nivel post-transcripcional,
provocando el corte de mMRNA enddgenos de la planta al presentar una
elevada complementariedad de bases con algin mensajero del
huésped. Por otro lado, algunos vsRNA con una complementariedad
parcial con algin mRNA celular también podrian silenciar
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indirectamente genes al actuar como cebadores para iniciar la sintesis
de dsRNA mediada por RDR6, dando lugar a SRNA que dispararian el
silenciamiento. Ademas, algunos mRNA de la planta contienen
motivos en su secuencia que se asemejan a los origenes de replicacion
virales. Estos motivos podrian ser reconocidos por la RDR viral,
desencadenando la sintesis de RNA antisentido contra los mMRNA del
huésped (Wang et al., 2012a). En todos estos casos, la infeccién viral
desencadenaria el silenciamiento de genes enddgenos, lo que, en

ocasiones, podria provocar la aparicion de sintomas en el huésped.

La demostracion de la implicacién de los vsRNA en la
induccién de sintomas virales llegé de dos estudios independientes
llevados a cabo con el virus satélite Y del CMV (Shimura et al., 2011;
Smith et al., 2011). Estos dos trabajos pusieron de manifiesto que los
sintomas de amarilleo causados por la infeccién mixta del CMV y su
virus satélite en tabaco se debian al silenciamiento del gen CHLI, un
gen esencial para la sintesis de la clorofila, y que dicho silenciamiento
estaba inducido por un vsRNA derivado del virus satélite. Estudios
posteriores con distintas combinaciones virus-planta en los que se ha
llevado a cabo secuenciacion masiva de VSRNA vy anélisis
bioinforméaticos (en  ocasiones acompafiados de  andlisis
transcriptomicos y/o de analisis totales o parciales del degradoma) han
revelado que un gran nimero de genes del huésped podrian ser
silenciados por los SRNA derivados de virus (Moissiard and Voinnet,
2006b; Qi et al., 2009; Xia et al., 2018; Yang et al., 2018). Los datos
de este tipo de trabajos muestran el enorme potencial de los vsSRNA en
la patogénesis viral aunque, aparte de los estudios mencionados con el

virus satélite, la relacion entre el silenciamiento de genes mediado por
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vsRNA 'y los sintomas causados por la infeccion esta por demostrar en
otros casos. Es interesante sefialar en este contexto que la aparicion de
sintomas vinculada a la modulacién de genes enddgenos por sSRNA
derivados de un patégeno también ha sido descrita para viroides,
pequefios RNA circulares infecciosos sin capacidad codificante. Estos
agentes subvirales también son inductores del PTGS y sus infecciones
generan una gran acumulacién de sRNA viroidales, algunos de los
cuales tienen como diana mRNA celulares cuya degradacion da lugar
a importantes efectos fenotipicos (Adkar-Purushothama et al., 2015,
2017; Navarro et al., 2012).

Otro factor que puede estar involucrado en la induccién de
sintomas en el huésped es la expresion de VSR durante la infeccidn.
De hecho, muchos VSR fueron identificados inicialmente como
determinantes de patogenicidad (Garcia and Pallas, 2015). Se ha
propuesto que el impacto de estas proteinas en el huésped podria estar
relacionado con su capacidad para interferir con la ruta de miRNA.
Los miRNA regulan negativamente mRNA  implicados
fundamentalmente en procesos de desarrollo de la planta, por lo que la
variacion de sus niveles puede causar alteraciones morfolégicas muy
destacables. Estas alteraciones son muy evidentes en plantas que
expresan de forma constitutiva algunos VSR. En algunos estudios, los
sintomas se han podido asociar con alteraciones en miRNA concretos,
como es el caso de plantas transformadas con distintos VSR que
presentaban cambios en los niveles del miR167 cuya diana es el factor
de respuesta a auxinas 8 (ARF8) (Jay et al., 2011; Kasschau et al.,
2003). Hay que tener en cuenta, no obstante, que cuando los

supresores son expresados ectopicamente en grandes cantidades (y en
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ausencia de vsSRNA derivados de la infeccién) compiten por una gran
cantidad de sRNA enddgenos, entre ellos los miRNA, pero en un
contexto de infeccion viral la situacion es mas compleja. Estudios
llevados a cabo con el supresor pl19 de tombusvirus han puesto de
manifiesto que el secuestro de miRNA o sRNA enddgenos se reduce
drasticamente durante una infeccion viral debido a la presencia de
grandes cantidades de vsRNA (Kontra et al., 2016). Los resultados de
este trabajo cuestionan el modelo que postula que el desarrollo de
sintomas durante una infeccidon estd causado por el secuestro de
miRNA por parte de los VSR. En otro estudio muy reciente, donde se
ha abordado este asunto, se ha observado que p19 regula de forma
diferencial la actividad de los miRNA sobre sus dianas y que esta
regulacién desigual se debe a la afinidad que este VSR presenta por
cada MiRNA (Pertermann et al., 2018). En este trabajo, se ha
propuesto que la union diferencial de miRNA por los VSR podria ser
una estrategia viral generalizada que permitiria modular la expresion
génica y la respuesta inmune solamente durante el inicio de la
infeccion viral, donde la baja tasa replicacion viral y la baja presencia
de vsRNA se asemejaria a la situacién de plantas transgénicas que
expresan VSR. Este efecto se revertiria en etapas mas tardias, en las
gue la elevada tasa de replicacion viral aumentaria los niveles de
VvsRNA, disminuyendo la proporcion de VSR/VSRNA vy de
MiRNA/VSRNA (Pertermann et al., 2018). En esta etapa, €S mas
probable que p19 tenga un efecto indirecto a través de la inhibicién de
las repuestas antivirales de la planta y que los sintomas se deban a

interacciones virus-huésped méas complejas.
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Por otro lado, el bloqueo la ruta de silenciamiento por los
VSR también puede modular los fenotipos en los huéspedes o causar
sintomas al inhibir el silenciamiento natural de genes enddgenos. Un
ejemplo es el caso de una variedad de petunia, conocida como estrella
roja, que presenta una pérdida de pigmentacion en la nervadura de los
pétalos debida al silenciamiento natural de la chalcona sintasa (CHS).
La infeccibn por CMV en estas plantas bloquea la ruta de
silenciamiento, eliminando este patron de color tan caracteristico y
coloreando todos los pétalos (Koseki et al., 2005). De forma contraria,
en algunos casos los VSR pueden ayudar a minimizar los sintomas
virales. Se ha descrito que los VSR, al inhibir la ruta de
silenciamiento, podrian impedir que los vSRNA generados en el curso
de la infeccion silenciaran genes enddgenos de la planta. Esto se
observo en un trabajo donde la expresion del supresor de potyvirus
P1/HC-Pro en tabaco anulaba completamente los sintomas de
amarilleo causados por la infeccion del virus satélite Y del CMV
(Wang et al., 2004). De esta forma, los VSR podrian garantizar la
propagacion del virus, evitando el silenciamiento del RNA viral y
minimizando la severidad de los sintomas al inhibir el silenciamiento

de genes enddgenos (Smith et al., 2011).

Por altimo, los VSR no solo contribuyen a la patogénesis viral
por los efectos que tienen sobre los procesos del silenciamiento por
RNA. Se han descrito dos supresores virales codificados por
geminivirus que interaccionan con un regulador global del
metabolismo, una quinasa (Sucrose Non-fermenting, SNF1). La
interaccién con este componente del metabolismo bloguea su funcidn,

lo que podria ocasionar un gran numero de efectos pleiotrdpicos.
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Ademds, la inhibicion de SNF1 aumenta la susceptibilidad a
infecciones causadas por geminivirus, por lo que estos virus parecen
haber evolucionado favoreciendo su capacidad de manipular el

metabolismo de la planta en su propio beneficio (Hao et al., 2003;
Wang et al., 2005).
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3. El transporte nucleocitoplasmaético

En las células eucariotas, el citoplasma y el ndcleo se
encuentran separados por una membrana nuclear que impide el libre
paso de macromoléculas entre ambos compartimentos. Esta barrera
fisica provoca un desacoplamiento entre los procesos de transcripcion
y traduccion, por lo que se precisa de un mecanismo de transporte
activo que permita el intercambio controlado de compuestos entre
ambos compartimentos. Muchos RNA originados en el ndcleo
(mRNA, tRNA, rRNA....), han de atravesar la membrana nuclear para
alcanzar el citoplasma donde ejerceran sus funciones, un proceso
conocido como exportacion nuclear (Koéhler and Hurt, 2007). De
forma contraria, las proteinas traducidas en el citoplasma pero con una
funcion nuclear, han de ser dirigidas a este organulo por un
mecanismo de transporte denominado importacién nuclear (Christie et
al., 2016). En algunos casos el transporte nucleocitoplasmatico es mas
complejo, pudiendo experimentar un misma macromolécula

importacion y exportacion nuclear.

El intercambio de macromoléculas entre el citoplasma y el
nlcleo se produce a través de unos canales proteicos situados en la
membrana nuclear, los complejos del poro nuclear (nuclear pore
complex, NPC). Estos complejos son unas estructuras proteicas
enormes que fusionan la membrana nuclear interna y externa
formando un canal acuoso. Las proteinas que forman el NPC se
conocen como nucleoporinas y son las encargadas de coordinar y
regular potencialmente la translocacion a través del NPC (Meier and

Brkljacic, 2010). Las moléculas pequefias, como los iones o las
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proteinas con un tamafio inferior a ~40 kDa, son capaces de atravesar
pasivamente el NPC. Sin embargo, las macromoléculas o proteinas
méas grandes han de ser transportadas activamente en un proceso
selectivo que requiere energia en forma de GTP, receptores de
transporte nucleares (indicados también como transportadores en esta
memoria) y sefiales de transporte. Este sistema de transporte, no solo
es capaz de actuar contra el gradiente de concentracion, sino que
permite regular la proporcién del transporte nuclear de distintas

proteinas cargo en ambas direcciones.

Un componente clave del transporte es Ran. Esta pequefia
proteina de la familia de las GTPasas Ran desempefia un papel muy
importante en la regulacion del transporte nuclear, ya que actla como
motor en dicho transporte. Esta proteina presenta dos estados
distintos, caracterizados por la union a GTP (Ran-GTP) o a GDP
(Ran-GDP), que se encuentran distribuidos de forma asimétrica en la
célula. Mientras que la concentracion de Ran-GTP es muy alta en el
nacleo y muy baja en el citoplasma, Ran-GDP se localiza
principalmente en el citoplasma (Gorlich et al., 1996; Izaurralde et al.,
1997). Este gradiente se debe a la distribucién de los reguladores del
ciclo de la GTPasa Ran: RanGEF, RanGAP, RanBP1 y NTF2.
RanGEF es una proteina nuclear asociada a las histonas que se
encarga de la disociacion de Ran-GDP y su union a GTP, reduciendo
la concentracion de esta molécula en el nucleo. Por otro lado,
RanGAP y RanBP1 son proteinas citoplasmaticas que intervienen en
la hidrélisis de Ran-GTP, impidiendo su acumulacién en el

citoplasma.
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El ciclo de la GTPasa Ran ha sido ampliamente estudiado y
actualmente conocemos cdmo se produce el gradiente de Ran a través
de la membrana nuclear. En el citoplasma, Ran-GDP es reconocida
por el transportador NTF2, una pequefia proteina capaz de
interaccionar con componentes del NPC e introducir Ran-GDP en el
nacleo. Dentro de este compartimento, RanGEF intercambia los
nucledtidos de Ran dando lugar a Ran-GTP, que es capaz de atravesar
la membrana nuclear hacia el citoplasma al asociarse con
transportadores nucleares que median su transporte junto con
proteinas cargo. Una vez en el citoplasma, Ran-GTP es hidrolizado
por la accion conjunta de RanBP1, que separa Ran-GTP de los
transportadores, y RanGAP, que se encarga de la hidrdlisis, dando

lugar de nuevo a Ran-GDP vy cerrando el ciclo.

3.1 Sefiales de localizacion nuclear

Las proteinas que han de ser transportadas hacia el nucleo
poseen unas sefiales de transporte en su secuencia que son reconocidas
por transportadores, encargados de dirigir estas proteinas cargo. Estas
sefiales se conocen como sefiales de localizacion nuclear (nuclear
localization signal, NLS) y, aunque presentan mucha diversidad en
cuanto a longitud y caracteristicas, son generalmente secuencias
aminoacidicas cortas ricas en aminoacidos (aa) béasicos. Desde el
descubrimiento de la primera NLS, la sefial de localizacion nuclear del
antigeno grande T del virus SV40 (Kalderon et al., 1984), se han
descrito y estudiado multitud de sefiales, lo que ha permitido

establecer una clasificacion segln las caracteristicas que presentan.

62



INTRODUCCION

Dentro de las NLS clésicas, encontramos fundamentalmente
dos tipos de sefiales de transporte, las sefiales monopartidas, formadas
por un motivo corto rico en lisinas y argininas, y las sefales
bipartidas, formadas por dos motivos basicos separados por un region
espaciadora de 10-12 aa. Las sefiales monopartidas fueron las
primeras en ser estudiadas, y se establecieron dos clases distintas
dentro de este grupo de NLS: la clase 1, que posee motivos que
integran cuatro 0 mas aa basicos seguidos y que esta representada por
la NLS del antigeno grande T del virus SV40 (***PKKKRRV!%)
(Kalderon et al., 1984), y la clase 2, donde encontramos sefiales que
siguen el patrén K(K/R)X(K/R), como la NLS de c¢c-Myc
(**PAAKRVKLD?#®) (Dang and Lee, 1988). Posteriormente, en un
estudio donde se realizé un rastreo de librerias de péptidos al azar con
diferentes receptores de transporte nucleares, se consigui6 identificar
tres clases mas de NLS monopartidas: la clase 3, la clase 4 y la clase 5
(Tabla 1), la altima de ellas especifica de plantas (Kosugi et al., 2009).
Estas sefiales estdn formadas solo por dos o tres aminoacidos basicos
consecutivos. Aunque los resultados de este estudio indicaron que es
muy dificil establecer secuencias consenso por la gran diversidad que
existe en las NLS, se sugirieron distintos patrones para cada clase de

sefial conocida (Tabla 1).

Otro de los puntos a tener en cuenta en estas sefiales es que
diferentes residuos a lo largo de las secuencias de las distintas clases
de NLS pueden activar o reprimir su actividad (Kosugi et al., 2009).
Esta restriccion y flexibilidad en los residuos, es otra de las causas de
la enorme diversidad de sefiales que encontramos. Por este motivo,

para conseguir secuencias CONsenso MAs precisas seria necesario
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considerar la contribucion de todos los aminoacidos en las distintas

posiciones de una NLS.

Tabla 1: Senales de localizacion nuclear

Secuencias consenso de las seis clases de NLS

Clase 1 KR(K/R)R, K(K/R)RK
Clase 2 (PIR)XXKR("DE)(K/R) *
Clase 3 KRX(W/F/Y)XXAF
Clase 4 (RIP)XXKR(K/R)("DE) *
Clase 5 LGKR(K/R)(W/F/Y)
Bipartida KRX10-12K(K/R)(K/R) ©

KRX10-12K(KR)X(K/R) ®

a Los residuos ("DE) corresponden a cualquier aminoacido excepto Asp o Glu

b Xio-12 indica una regién de 10 a 12 amino&cidos. Para un patrén 6ptimo, la regién
central debe ser rica en residuos &cidos y pobre en residuos basicos e hidrofébicos,
mientras que en la region terminal debe ser rica en prolinas.

En cuanto a las sefiales bipartidas, cuyo modelo de referencia
es la NLS de la nucleoplasmina (***KRPAATKKAGQAKKKK?)
(Robbins et al., 1991), estan formadas por dos grupos de lisinas y
argininas (Tabla 1). Este tipo de sefiales se componen de dos sefiales
monopartidas imperfectas separadas por una secuencia de union que

parece interaccionar de forma no especifica con los receptores. La
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longitud de esta region y su composicion aminoacidica afectan
sustancialmente a la actividad NLS, sugiriendo que la interaccion de
esta region con el correspondiente receptor posee una contribucion
funcional (Kosugi et al., 2009). Una longitud adecuada seria de 10 a
12 residuos, que corresponderia a la distancia que existe entre los dos
sitios de union de las NLS en los receptores de transporte nucleares,
aunque algunas sefiales bipartidas muy fuertes o con cierta flexibilidad
estructural pueden tolerar regiones espaciadoras mas grandes. Con
respecto a la composicion aminoacidica, para una buena funcién NLS,
la region de unidn debe ser rica en aminoacidos acidos y en prolina,
mientras que los aa hidrofébicos o bésicos parecen actuar como
represores. Los residuos de prolina se suelen situar en el extremo
terminal de la regién, mientras que los aa &cidos son méas abundantes

en la region central (Kosugi et al., 2009).

Aunque cada vez se conocen mas datos acerca de las NLS,
algunas sefiales identificadas no se ajustan a las secuencias consenso
definidas para las distintas clases. Varias estdn constituidas por
residuos no béasicos, como el dominio M9 de la proteina hnRNP A1,
gue esta formada por una regién de 38 aa rica en glicina (Pollard et al.,
1996). Otras NLS estan formadas por regiones muy extensas que
adoptan una estructura terciaria especifica para ser reconocidas por los
transportadores, como la NLS de la chaperona de RNA Lhplp
(Rosenblum et al., 1998).
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3.2 Receptores de transporte nucleares

Como se ha mencionado anteriormente, para que el transporte
nucleocitoplasmatico se produzca, se requieren unos receptores de
transporte nucleares capaces de transportar las moléculas cargo a
través del poro nuclear. La mayoria de transportadores son proteinas
de union a Ran y hasta el momento se han identificado tres clases
distintas: la familia de las carioferinas B, la familia mejor estudiada y
caracterizada, el factor de transporte nuclear 2 (NTF2)/p10, encargado
de dirigir las moléculas de Ran-GTP al ndcleo, y la familia de las

Tap/Mex67, involucradas en el transporte del mRNA.

3.2.1 Carioferinas f

El primer receptor de transporte nuclear que se identifico fue
la importina 1 (Gorlich et al., 1994; Radu et al., 1995). Este receptor
pertenece a una amplia familia de proteinas conservada
evolutivamente conocida como carioferinas B (también denominada
familia de las importinas B), que estan implicadas en el transporte de
la mayoria de proteinas y RNA, a excepcion de los mRNA. Los
miembros de esta familia tienen una similitud de secuencia baja, pero
comparten caracteristicas estructurales y funcionales. Presentan una
masa molecular entre 95 y 145 kDa y un punto isoeléctrico de 4.0-5.0.
Su modelo estructural esta basado en repeticiones en tandem de
motivos HEAT, motivos cuyo nombre es un acrénimo derivado de las
cuatro proteinas donde fueron identificados inicialmente: Huntington,

Factor de Elongacion 3, la proteina fosfatasa PP2A y la quinasa Torl
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de levadura. Estos motivos HEAT, de unos 40 residuos
aproximadamente, forman estructuras superhelicoidales dextrogiras
compuestas por dos hélices antiparalelas conectadas por un lazo que
confieren flexibilidad a los transportadores y contribuyen al
reconocimiento de las proteinas cargo para su unién y disociacion
(Conti et al., 2006).

Las carioferinas [ son transportadores con multiples
dominios: poseen un dominio de unién a Ran-GTP en su extremo N-
terminal, una zona central de union a nucleoporinas y un dominio de
union a las moléculas cargo en el extremo C-terminal. Dependiendo
de la direccionalidad del transporte en el que acttan se diferencian en
importinas y exportinas, aunque existen algunas carioferinas, como la
Msn5 de levadura y la importina 13 de mamifero, que actdan tanto en
la importacion como en la exportacion nuclear (Mingot et al., 2001;
Yoshida and Blobel, 2001). La interaccion de las carioferinas con la
proteina Ran regula la unién a las proteinas cargo y por tanto el
proceso de transporte. Las importinas presentan una alta afinidad por
las proteinas cargo en el citoplasma, en ausencia de Ran-GTP,
mientras que en el ndcleo la unién con Ran-GTP provoca la
disociacion del complejo importina-proteina cargo. Por el contrario,
las exportinas requieren la presencia de Ran-GTP para unirse a sus
proteinas cargo y el complejo se disocia tras la hidrolisis de GTP en el

citoplasma, gracias a la accion de los reguladores RanBP1 y RanGAP.

El genoma de A. thaliana contiene al menos 18 genes que
codifican receptores de transporte nucleares (Tamura and Hara-

Nishimura, 2014) (Fig. 4), mientras que en levaduras se han
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identificado 14 genes y en humanos mas de 20. Dentro de esta familia,
en A. thaliana encontramos dos importinas (la importina g1 y la
transportina 1) y cinco exportinas (CAS, XPOla, XPO1lb, XPO5 y
PAUSED) que ya han sido caracterizadas funcionalmente (Bollman et
al., 2003; Haasen and Merkle, 2002; Haasen et al., 1999; Hunter et al.,
2003; Luo et al., 2013; Ziemienowicz et al., 2003). El estudio de estas
proteinas implicadas en el transporte nucleocitoplasméatico parece
indicar que existe un elevado grado de conservacién en este proceso

de transporte entre distintos organismos.

3.2.2 Carioferinas a

Aunque algunas proteinas cargo se unen directamente a los
transportadores, otras requieren proteinas adaptadoras para poder
formar los complejos de transporte, ampliando asi la especificidad del
transporte. Los adaptadores mas conocidos son las carioferinas a,
también conocidas como importinas a, que participan en el transporte

de proteinas cargo con sefiales NLS clasicas (Gorlich et al., 1994).

Las importinas o presentan tres regiones estructurales
caracteristicas: un dominio N-terminal de union a la importina 3, una
region central que contiene los sitios de union a las NLS y una regién
C-terminal que actia en la exportacion nuclear de las importinas o
(Fig. 7). El dominio N-terminal, conocido como dominio de unién a la
importina B (importin B-binding, IBB), es una region rica en
aminoacidos basicos que forma una hélice o unida al resto de la
importina por un codo flexible. Ademéas de interaccionar con la

importina B, esta regién también tiene una funcién autoinhibitoria:
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posee tres grupos de residuos basicos que imitan a las NLS y son
capaces de interaccionar en cis con los sitios de union de la region
central cuando el IBB no estd interaccionando en trans con la
importina P, impidiendo la unidon de proteinas cargo (Fig. 6)
(Miyamoto et al., 2016).

La region central de las importinas o estd formada por 10
repeticiones de motivos armadillo (ARM), motivos estructuralmente
similares a los HEAT de las carioferinas B, que forman una
superhélice dextrégira (Andrade et al., 2001). En la superficie concava
interior de esta superhélice se encuentran dos sitios de union a NLS: el
sitio mayor, formado por los motivos ARM del 2 al 4 y el sitio
menor, mas cerca de la regién C-terminal, formado por los ARM 7 y
8. Ambos sitios se componen de residuos de asparragina, triptofano y
residuos con carga negativa que interaccionan con las NLS de las
proteinas cargo. El estudio de la estructura cristalina de la interaccion
de la importina o con las NLS clasicas en levadura, mamiferos y
plantas, muestra que las interacciones que se producen estan
conservadas en eucariotas (Chang et al., 2012; Conti et al., 1998;
Fontes et al., 2000). Las NLS monopartidas se unen principalmente al
sitio mayor de la importina a mientras que las sefiales bipartidas
interaccionan a través de los dos sitios de union. El primer grupo de
residuos basicos de estas NLS interacciona con el sitio menor y el
segundo grupo con el sitio mayor (Fontes et al., 2000). La region
espaciadora se dispone de forma extendida y establece interacciones
con la superficie interna de la importina que favorecen la correcta
disposicién de los residuos basicos en los sitios de union (Kosugi et
al., 2009).
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A

L Motivos ARM (Interaccion con NLS) —

Dominio Residuos
autoinhibitorio acidos

ARM 4

ARM 3

ARM 2

Figura 6. Estructura de las importinas. A) Diagrama de la estructura de las
importinas o con los distintos dominios estructurales representados en
cilindros: el dominio IBB en el extremo N-terminal, el dominio central de
motivos ARM y el dominio de union al exportador CAS en la regién C-
terminal. (B) Estructura del complejo trimérico formado por la importina o
interaccionando con la NLS bipartida de la nucleoplasmina (PDB ID: 1EJY)
(Fontes et al., 2000) y la importina B (PDB ID: 1QGK) (Cingolani et al.,
1999). Una hipotética linea discontinua conecta las dos importinas. Los
ARM que forman los sitios de unién a NLS en la importina o se muestran
en la figura. Figura adaptada de Goldfarb et al., 2004.
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Aunque las bases moleculares de la interaccion importina o-
NLS estan conservadas en eucariotas, el estudio de la estructura
cristalina de esta interaccion en Oryza sativa reveldé algunas
caracteristicas especificas de plantas (Chang et al., 2012). Por
ejemplo, en plantas se han descrito NLS monopartidas (clase 5, Tabla
1) que son capaces de unirse al sitio menor de la importina a, por lo
que el sitio menor no parece desempefiar un papel suplementario al
sitio mayor en el reconocimiento de las sefiales bipartidas, sino que
puede desempefiar un papel importante en el reconocimiento de NLS

especificas de planta (Chang et al., 2012).

Por ultimo, en la region C-terminal de las importinas a
encontramos un grupo conservado de residuos &cidos que funciona
como una region de unién con el exportador nuclear CAS, encargado
de transportar las importinas o hacia el citoplasma junto con Ran-
GTP. Esta interaccion parece contribuir a la liberacién de las proteinas
cargo de la importina o y previene que los dos interactores se vuelvan
a unir. Ademas, la region C-terminal también parece interaccionar con
nucleoporinas del poro nuclear, ayudando a la translocacion del
complejo trimérico NLS-Impa-Impp hacia el nacleo (Ogawa et al.,
2012). Esto sugiere que las importinas o no solo actuarian como
adaptadores sino que podrian desempefiar un papel mas activo en el

transporte nuclear.

Las importinas a estan muy conservadas entre los organismos
eucariotas aunque existe mucha diversidad en el nimero de importinas
gue codifica cada organismo. Mientras que en levaduras solo

encontramos una o dos importinas o, en humanos encontramos seis
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isoformas y en A. thaliana nueve importinas distintas (Miyamoto et
al., 2016). A dia de hoy, aun no se conoce la razén por la cual existe
tanta diversidad de importinas a. Esta gran diversidad de adaptadores
podria deberse en parte a la necesidad de transportar cientos de
macromoléculas a través de la membrana nuclear. Aunque no existen
diferencias con respecto a la afinidad de interaccion con la importina 3
y con el exportador CAS, si que se han descrito diferentes afinidades
por los sustratos, por lo que cada subtipo podria haberse especializado

en un grupo de proteinas diana (Kohler et al., 1999).

3.2.3. Ruta de importacion nuclear mediada por el

heterodimero importina o/p

La caracterizacion de varios transportadores de tipo
carioferinas y el estudio de las estructuras moleculares mediante
cristalografia han permitido establecer un modelo para la importacion
nuclear. En el citoplasma, donde la concentracién de Ran-GTP es
baja, se forma un complejo trimérico de transporte constituido por
importina o, importina 3 y la proteina cargo con NLS. Atin no se sabe
si primero se produce la unién entre las importinas mediante el
dominio IBB, provocando la exposicion de los sitios de unién a NLS
de la importina a y permitiendo su interaccion con las proteinas cargo,
o si, por el contrario, se produce primero la unidén de importinas o con
el sustrato de transporte, liberando el dominio IBB para que tenga
lugar la interaccion con la importina 3. En ambos casos, el resultado
es la formacion de un complejo trimérico que es capaz de atravesar el

poro nuclear gracias a la interaccion de las importinas § con las
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nucleoporinas. Una vez dentro del nucleo, donde la concentracion de
Ran-GTP es muy alta, el complejo se disocia debido a la interaccion
de Ran-GTP con la importina f, que provoca un cambio de
conformacion desestabilizando la unién de esta importina y el
dominio IBB de la importina a. Asi pues, el dominio IBB queda libre
y puede volver a inhibir los sitios de union de la importina a,

liberando a las proteinas cargo (Fig. 7).

Citoplasma Nicleo

Disociacion

del complejo
D — — —_—
. e_) Ran-GTP @
Ensamblaje
\ =
=) — CAS
o I
-—
CAS +—— CAS

Ran-GTP

Ran-GAP
Rar-GTP

Ran-GOF

Figura 7. Esquema del transporte nuclear. En el citoplasma se forma un complejo
trimérico de transporte formado por importina o, importina f3 y la proteina
cargo con NLS. Este complejo atraviesa el NPC y, dentro del nicleo, la
interaccion de Ran-GTP con la importina B desestabiliza el complejo
liberando la proteina cargo. Mientras que la importina B es capaz de volver
al citoplasma al interaccionar con las nucleoporinas del NPC, la importina o
requiere del exportador CAS para su transporte. Figura adaptada de
Goldfarb et al., 2004.
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Mientras que la importina 3 es capaz de volver al citoplasma
unida a Ran-GTP, gracias a su capacidad de interaccion con las
nucleoporinas, las importinas o requieren de un exportador nuclear, la
proteina CAS, para poder atravesar el poro y seguir ejerciendo su
funcion. En el ndcleo, el exportador CAS se une a una molécula de
Ran-GTP y reconoce las importinas o, formando un complejo que
migra a través del NPC. Una vez en el citoplasma, los reguladores
RanGAP y RanBP1 promueven la actividad GTPasa de Ran, que
hidroliza GTP dando lugar a Ran-GDP. Esto provoca un cambio
conformacional que desestabiliza el complejo, liberando las
importinas o en el citoplasma. El tultimo paso del proceso de
importacion nuclear es el reciclaje de las moléculas de Ran-GDP, que
son transportadas de nuevo al nucleo gracias a NTF2, donde RanGEF
se encarga de intercambiar GDP por GTP, cerrando asi el ciclo (Fig.
7).

3.3. Localizacion nucleolar

Una vez que las proteinas son importadas al ndcleo, algunas
permanecen en el nucleoplasma mientras que otras se asocian con
cuerpos subnucleares, entre los que destaca el nucleolo. El nucleolo es
el compartimento subnuclear més prominente, con un tamafio de
alrededor de 8 um. Su principal funcion es la transcripcion del DNA
ribosomal (ribosomal DNA, rDNA), el procesamiento de los rRNA
ribosomales (ribosomal RNA, rRNA) y el ensamblaje de los
ribosomas, aunque en los ultimos afios diversos estudios han

implicado al nucleolo en otras funciones celulares como la regulacién
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del ciclo celular, la senescencia, las respuestas a estrés o la biogénesis
de particulas ribonucleoproteicas (Boisvert et al., 2007; Olson and
Dundr, 2005).

El nucleolo contiene tres regiones diferentes: los centros
fibrilares (fibrillar centers, FC), que contienen los rDNA vy factores
asociados a la transcripcion, el componente fibrilar denso (dense
fibrillar component, DFC), donde se produce la transcripcion de los
rRNA precursores y su procesamiento inicial, y el componente
granular (granular component, GC), donde continta el procesamiento
de los rRNA y se ensamblan los ribosomas (Fig. 8). En plantas,
ademas de estas tres regiones, el nucleolo posee una cavidad central,
la cavidad nucleolar, que podria estar implicada en la acumulacién de
factores bioquimicos relacionados con respuestas a estrés (Brown and
Shaw, 1998; Mineur et al., 1998).

Debido a los procesos celulares en los que esté involucrado, el
nucleolo presenta una estructura muy dindmica con un constante flujo
de entrada y salida de proteinas y RNA. Sin embargo, ain no se
conoce con exactitud el mecanismo por el cual algunas proteinas son
dirigidas hacia a este compartimento. A diferencia del nucleo, el
nucleolo no posee ninguna membrana o barrera con el nucleoplasma,
por lo que el direccionamiento de moléculas hacia este
subcompartimento no parece conllevar un proceso de transporte
activo. La hipotesis mas aceptada actualmente es que la localizacién
nucleolar de proteinas se debe a interacciones directas o indirectas con
alguno de los componentes del nucleolo como los rDNA, los

transcritos 0 componentes proteicos (Carmo-Fonseca et al., 2000).
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Recientemente, en las secuencias de algunas proteinas nucleolares se
han descrito motivos que parecen estar involucrados en la localizacion
nucleolar, motivos conocidos como sefiales de localizacion nucleolar
(nucleolar localization signal, NoLS). Estas sefiales, en vez de actuar
como motivos de reconocimiento de receptores de una maquinaria de
transporte, actuarian como motivos de interaccion con proteinas o

acidos nucleicos presentes en el nucleolo (Emmott and Hiscox, 2009).

Componentes estructurales Procesos

Sitios de transcripeion

- N
Proc ¥

del pre-TRNA

~———— _ Ensamblaje

de ribosomas

Acumulacion transitoria
de factores bioquimicos

Figura 8. Organizacion nucleolar. En plantas, el nucleolo contiene cuatro regiones
diferentes: los centros fibrilares (FC), el componente fibrilar denso (DFC),
el componente granular (GC) y la cavidad nucleolar. Figura adaptada de
Kalinina et al., 2018.
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3.3.1. Sefales de localizacién nucleolar

Las NoLS fueron descritas por primera vez en 1990, en un
estudio donde se encontré una secuencia de cinco residuos basicos
capaz de dirigir una proteina retroviral al nucleo y al nucleolo
(Hatanaka, 1990). A diferencia de las NLS, las NoLS no presentan
una secuencia consenso definida, aunque su composicion
aminoacidica es similar a las NLS y comparten algunas caracteristicas
comunes. Estan constituidas mayoritariamente de residuos basicos,
lisinas y argininas, y presentan longitudes muy diversas,
encontrandose desde sefiales cortas de seis aminoacidos hasta sefiales
de mas de 30 residuos. Suelen estar situadas en la region N-terminal o
C-terminal de la proteina, en zonas con estructura a-hélice o bucles y,
principalmente, en la superficie, en regiones accesibles (Scott et al.,
2010).

Recientemente, algunos estudios de proteinas con sefiales
NoLS en su secuencia han puesto de manifiesto que la densidad de
carga en la superficie de las proteinas condiciona su interaccién con
los componentes del nucleolo, por lo que la acumulacion en el
nucleolo parece estar mediada mas por interacciones electroestaticas
que por secuencias de aminoacidos concretos (Earley et al., 2015;
Martin et al., 2015; Musinova et al., 2011). El nucleolo presenta un
ambiente acido comparado con el nucleoplasma y, por tanto,
proporciona un ambiente ideal para la union de proteinas con motivos

con cargas positivas.

Por ultimo, al igual que las NLS, la actividad de las NoLS

también esta condicionada por otros factores, como las modificaciones
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postraduccionales o el contexto aminoacidico en el que se sitlan
(Catez et al., 2002; Nemes et al., 2017; Nishimura et al., 2002).

3.4. Localizacion nuclear/nucleolar de proteinas virales

Como se ha mencionado anteriormente, los virus son parasitos
intracelulares obligados que requieren factores celulares del huésped
para poder llevar a cabo su ciclo infeccioso. A pesar de que los virus
de RNA se replican en el citoplasma, algunas de las proteinas que
codifican son capaces de dirigirse al ndcleo celular y con frecuencia
se acumulan en el nucleolo. Los virus de DNA, tanto de animales
como de plantas, se replican en el ndcleo por lo que la presencia de
componentes de estos virus en este compartimento y, en ocasiones, en
el nucleolo (accesible a través del ndcleo), esta justificada. Sin
embargo, la necesidad de una interaccion de los virus de RNA con el
nucleo y/o el nucleolo no es tan obvia y en la mayoria de los casos no

se conoce el significado bioldgico de esta localizacion subcelular.

Es razonable pensar que algunas proteinas virales podrian
alcanzar el nucleo/nucleolo para interferir en el transporte
nucleocitoplasmético de componentes celulares, para alterar procesos
nucleares/nucleolares y/o para secuestrar factores del huésped y
favorecer la infeccion viral (Rawlinson and Moseley, 2015; Taliansky
et al., 2010). Algunos ejemplos de virus de RNA de animales capaces
de secuestrar factores nucleolares son los poliovirus, que redistribuyen
la nucleolina (una proteina multifuncional implicada en distintos
procesos como la transcripcién del rDNA, el metabolismo del RNA y

el ensamblaje de los ribosomas) desde el nucleolo hasta el citoplasma
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e inactivan un factor nucleolar que reprime la transcripcion de la RNA
polimerasa | en las células infectadas (Banerjee et al., 2005;
Waggoner and Sarnow, 1998), o los rhinovirus, que redirigen un
factor nuclear implicado en procesamiento de RNA hacia el
citoplasma y se ha propuesto que se asocian a él para favorecer la

replicacion o la morfogénesis del virion (Flather et al., 2018).

En plantas, el secuestro de factores nucleolares por algunas
proteinas virales se ha relacionado, en distintos casos, con el
movimiento de los virus. Algunos de los ejemplos mejor
documentados estan vinculados a la fibrilarina, una de las proteinas
méas abundantes en el nucleolo cuya funcion principal es el
procesamiento y modificacion de los rRNA. El primer trabajo que
describi6 la participacién de la fibrilarina en el movimiento viral fue
realizado con el virus del rosetén del cacahuete (Groundnut rossette
virus, GRV; género Umbravirus, familia Tombusviridae), un virus que
no produce CP. La proteina de movimiento de este virus, codificada
por la ORF3, es aparentemente capaz de secuestrar la fibrilarina y
redirigirla al citoplasma, donde forma complejos RNP involucrados en
el movimiento del virus (Kim et al., 2007a). Diversos estudios han
mostrado resultados similares con proteinas de movimiento de
diversas familias taxondémicas (Chang et al., 2016; Li et al., 2018;
Semashko et al., 2012; Zheng et al., 2015). Sin embargo, se han
descrito otras interacciones de proteinas virales con fibrilarina que no
parecen estar relacionada con el movimiento viral, de modo que
podrian estar interviniendo en otros procesos (Gonzalez et al., 2010;
Kim et al., 2007b; Qi et al., 2008; Rajamaki and Valkonen, 2009;
Wang et al., 2012b).
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Aungue se han descrito interacciones de proteinas de virus
RNA de plantas con otras proteinas nucleolares, tales como proteinas
ribosomales, factores de transcripcion u otros factores implicados en
el procesamiento de los mMRNA (Aparicio and Pallés, 2017; Canto et
al., 2006; Martinez and Daros, 2014; Rajamaki et al., 2017), el

significado bioldgico de estas interacciones esta por determinar.
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4. El virus del arabesco del Pelargonium

4.1. Incidencia

El geranio (Pelargonium spp.) ocupa una posicion importante
dentro de la industria floral nacional con un consumo anual de méas de
20 millones de plantas. Sin embargo, su produccién se ve a menudo
afectada por distintos factores entre los que destacan los dafios
causados por diversos patdgenos de tipo viral (Nameth and Adkins,
1993; Stone, 1980). Una prospeccién realizada en Espafia puso de
manifiesto que el virus del arabesco del Pelargonium (Pelargonium
line pattern virus, PLPV; género Pelarpovirus, familia
Tombusviridae) es el agente viral mas frecuente en geranio, con
porcentajes de incidencia que oscilan entre el 40 y el 90 %
dependiendo del area geografica examinada (Alonso and Borja, 2005).
Este virus puede aparecer solo o en infecciones mixtas, principalmente
junto al virus de la rotura del color de la flor del Pelargonium
(Pelargonium flower break virus, PFBV; género Carmovirus, familia
Tombusviridae), el CMV, el TMV o el virus del rizado de la hoja del
Pelargonium  (Pelargonium leaf curl virus, PLCV; género
Tombusvirus, familia Tombusviridae). Una situacion similar es
previsible en paises de nuestro entorno y, probablemente, en otros mas
alejados (Bouwen and Maat, 1992; Franck and Loebenstein, 1994;
Stone, 1980), aunque los datos a este respecto son aln escasos.

81



INTRODUCCION

4.2. Propiedades biol6gicas y modos de transmision

El PLPV fue descrito por primera vez por Stone y Hollings
(1971, 1976). Las infecciones causadas por el PLPV en P. peltatum,
P. glandiforum y P. zonale, sus huéspedes naturales mas habituales,
son frecuentemente asintomaticas, aunque esta Ultima especie puede
presentar manchas cloréticas y patrones de lineas en hojas (Alonso et
al., 1999; Brunt et al., 1997) (Fig. 9). En cualquier caso, la induccion
de sintomas por este virus depende del aislado particular y esta
altamente influenciada por las condiciones externas, pudiendo variar

estacionalmente (Alonso and Borja, 2005; Bouwen and Maat, 1992).

Figura 9. Sintomas inducidos por el PLPV en hojas de geranio. Fotos cedidas por
M. Borja del vivero “La Veguilla”, Fundacion Promiva.

Aunque de forma natural el PLPV se ha encontrado hasta el
momento s6lo en especies del género Pelargonium, su gama de
huéspedes experimentales incluye al menos 37 especies distribuidas
en 9 familias de plantas, incluyendo a Beta vulgaris, Solanum

lycopersicum, Ocimum basilicum, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
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Solanum tuberosum o Vicia faba, entre otros. La especie utilizada
como huésped para el diagndstico de este virus suele ser
Chenopodium quinoa y los huéspedes més empleados para su
mantenimiento y propagacion son Nicotiana clevelandii y Nicotiana
benthamiana (Brunt et al., 1997). EI PLPV se transmite por
inoculacion mecénica, por injerto y por contacto entre plantas. Hasta
la fecha no se ha descrito su transmisién por medio de ningin vector
bioldgico (Brunt et al., 1997).

4.3. Propiedades moleculares

El PLPV es un virus muy resistente (punto de inactivacion
térmica de 85 °C) que presenta particulas isométricas de 30 nm y un
pequefio genoma monopartido de ssRNA(+) (Brunt et al., 1997),
caracteristicas que comparte con miembros de la familia
Tombusviridae (Rochon et al., 2012). Esta familia esta integrada por
mas de 50 especies virales que se encuentran distribuidas en dieciséis
géneros distintos: Alphacarmovirus, Alphanecrovirus, Aureusvirus,
Avenavirus, Betacarmovirus, Betanecrovirus, Dianthovirus,
Gallantivirus, Gammacarmovirus, Macanavirus, Machlomovirus,
Panicovirus, Pelarspovirus, Tombusvirus, Umbravirus y Zeavirus
(Adams et al., 2016; Rochon et al., 2012). Excepto los miembros del
género Dianthovirus, que poseen un genoma de RNA segmentado
bipartido, el resto de virus de la familia tienen un genoma
monopartido lineal de ssSRNA(+) de entre 3.7 y 4.8 kb. La
organizacion genomica difiere entre los géneros de esta familia, pero

en todos los casos codifican dos proteinas esenciales para la
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replicacion, al menos una MP y una CP, a excepcion de los
umbravirus que no codifican proteina de cubierta (Rochon et al.,
2012).

La determinacion de la secuencia completa y de la
organizacion genomica del PLPV ha permitido confirmar la
adscripcion del virus a la familia Tombusviridae (Castafio and
Hernandez, 2005; Castafio et al., 2009) y su inclusion dentro del
género Pelarspovirus (Scheets et al., 2015). La creacién de este
género es bastante reciente e incluye, hasta el momento, al PLPV y a
otros cuatro pequefios virus isométricos: el virus de las manchas
anulares del Pelargonium (Pelargonium ringspot virus, PelRSV), el
virus de los anillos clor6ticos del Pelargonium (Pelargonium chlorotic
ring pattern virus, PCRPV), el virus latente de la baya del salco
(Elderberry latent virus, ELV) y el virus de las hojas distorsionadas
del rosal (Rosa rugosa leaf distortion virus, RrLDV). EI PLPV es el
miembro tipo del género y, con diferencia, el mejor caracterizado
desde un punto de vista molecular. Su genoma estd compuesto por
3883 nt y contiene 5 ORF flanqueadas por una regién no traducible
(unstranlated region, UTR) en 5" inusualmente corta, con solo 6 nt, y
una 3" UTR de 246 nt (Castafio and Herndndez, 2005; Castafio et al.,
2009). Como otros miembros de la familia Tombusviridae, los RNA
del PLPV no presentan estructura cap en el extremo 5’ ni cola poliA
en el extremo 3. La ORF 5 -proximal, ORF1, codifica una proteina
de 27 kDa (p27) que termina en un codon &mbar cuya lectura a través
permite la traduccion de la ORF2, dando lugar a una proteina de 87
kDa (p87), la RDR viral. Las dos proteinas mencionadas estan

implicadas en la replicacion del RNA del virus. En la region central
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del genoma se encuentran las ORF 3 y 4, que codifican dos pequefias
proteinas de 7y 9.7 kDa (p7 y p9.7) implicadas en el movimiento del

virus, mientras que la ORF 3 -proximal codifica una CP de 37 kDa
(p37) (Fig. 10).

ORF3 ORF5
RT p7 =
= gRNA
A JE (3.9 kb)
ORF1 ORF2 ORF4
ORF3 ORF5
9.7 sgRNA
(1.6 kb)

ORF4

Figura 10. Representacion de la organizacion genémica del PLPV. Las distintas
ORF se representan con recuadros coloreados dependiendo de la funcion de
las proteinas que codifican. Las ORF 1y 2 (en azul) codifican proteinas
implicadas en replicacion (p27 y p87) y se expresan a partir del gRNA. Las
ORF 3 y 4 (amarillo y naranja) codifican proteinas implicadas en
movimiento (p7 y p9.7). La ORF5 (rosa) codifica la CP (p37). Estas tres
Gltimas proteinas se traducen a partir del sgRNA.

Por lo que respecta a la expresion génica del PLPV, mientras
que las ORF 1y 2 son traducidas a partir del gRNA, las ORF 3,4y 5
lo hacen a partir de un sgRNA de 1.6 kb que es 3"-coterminal con el
gRNA vy que se genera en el curso de la infeccion con la asistencia de
la RDR viral (Fig. 10) (Castafio and Herndndez, 2005; Castafio et al.,
2009). Estudios recientes han puesto de manifiesto que el sgRNA del
PLPV se produce, muy probablemente, por un mecanismo de

terminacion prematura en el que participa una interaccion RNA-RNA
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a larga distancia que actta en cis en el gRNA de polaridad positiva y
que, al bloguear el avance del complejo replicativo, dirige
especificamente la formacion del sgRNA de polaridad negativa
(Blanco-Pérez and Hernandez, 2016). Este Gltimo servird a su vez de
molde para la sintesis del sgRNA de polaridad positiva. La traduccion
de tres proteinas distintas a partir de este sgRNA estd mediada por
procesos de escape al rastreo ribosomal (leaky-scanning) que estan
favorecidos por el contexto de secuencia subdptimo del codon de
inicio de la ORF3, la presencia de un codo6n de inicio no-AUG (GUG)
en la ORF4 y la ausencia de codones AUG entre el codon de inicio de
la ORF3 y de la ORF5 (Castafio et al., 2009). Por otra parte, se ha
descrito la presencia de un estimulador traduccional independiente de
cap (cap independent translation enhancer, CITE) en la 3> UTR del
PLPV que es fundamental para la traduccion de las proteinas virales
(Blanco-Pérez et al., 2016). La funcionalidad de este CITE se ha
corroborado tanto en el contexto del gRNA como del sgRNA v,
ademas, su interaccion con una estructura en horquilla del extremo 5’

de estas moléculas parece ser esencial para la infectividad del virus.

Por Gltimo sefialar que las caracteristicas genémicas de otros
pelarspovirus son muy similares a las del PLPV y cabe esperar que sus
estrategias de expresion génica sean muy parecidas, aunque estas no

han sido evaluadas experimentalmente (Scheets et al., 2015).
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Como se ha comentado en la Introduccion, el silenciamiento
por RNA actia como un potente mecanismo de defensa antiviral en las
plantas. Para poder establecer infecciones con éxito, los virus codifican
supresores (VSR) que inhiben este mecanismo antiviral empleando
estrategias muy diversas. Estas proteinas no solo son fundamentales
para el ciclo infeccioso de los virus, sino que, ademas, tienen un gran
interés como herramientas para diseccionar rutas de silenciamiento en

plantas y, también, como herramientas biotecnoldgicas.

Los objetivos de esta Tesis se han encaminado a seguir
profundizando en el estudio de la respuesta antiviral en plantas y de los
mecanismos de accion de los supresores de silenciamiento. Para ello,
hemos empleado el virus del arabesco del Pelargonium o PLPV, un
virus de ssRNA(+) que pertenece al nuevo género Pelarsposvirus
dentro de la amplia familia Tombusviridae. El pequefio tamafio de su
genoma unido a su organizacién gendmica sencilla y a su capacidad
para infectar huéspedes experimentales diversos como N. benthamiana,
una especie modelo para el analisis de interacciones planta-patégeno
(Goodin et al., 2008), hacen de este virus en un sistema muy adecuado
para estudiar aspectos basicos de la interaccion virus-planta a nivel
molecular. Concretamente, los puntos que se han abordado en este

trabajo han sido:

1. Identificar y caracterizar el VSR codificado por el PLPV,
estudiando requerimientos estructurales e interacciones
moleculares que pudieran ser importantes para su funcién
supresora con el fin de intentar determinar su mecanismo

de accion.
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2. Ahondar en el estudio de la localizacion subcelular del
supresor del PLPV, tratando de obtener datos acerca de
determinantes estructurales y de factores del huésped
implicados en dicha localizacién y, ademas, desarrollando
estrategias que permitan evaluar la relevancia de la
compartimentalizacion subcelular de la proteina en el ciclo

infeccioso del virus.

3. Analizar la contribucion de componentes de la ruta de
silenciamiento en la defensa de N. benthamiana frente al
PLPV, para identificar actividades de esta ruta que estan

implicadas en la respuesta frente al virus.
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Background: GW/WG motif-containing viral suppressors of RNA
silencing (VSRs) have been proposed to act through interaction with

Argonaute (AGO) proteins.

Results: The activity of a GW motif-containing VSR was found to
rely on small RNA binding capability rather than on AGO interaction.

Conclusion: Overlapping signals in VSRs may lead to

misinterpretation of relevant molecular traits.

Significance: Knowing primary target(s) of VSRs is critical for better

understanding of the host-virus arms race.

ABSTRACT

Viruses express viral suppressors of RNA silencing (VSRS) to
counteract RNA silencing-based host defenses. Although virtually all
stages of the antiviral silencing pathway can be inhibited by VSRs,
small RNAs (sSRNAs) and Argonaute (AGO) proteins seem to be the
most frequent targets. Recently, GW/WG motifs of some VSRs have
been proposed to dictate their suppressor function by mediating
interaction with AGO(s). Here we have studied the VSR encoded
by Pelargonium line pattern virus (family Tombusviridae!). The results
show that p37, the viral coat protein, blocks RNA silencing. Site-
directed mutagenesis of some p37 sequence traits, including a
conserved GW motif, allowed generation of suppressor-competent and

-incompetent molecules and uncoupling of the VSR and particle

! La revista JBC no sigue las normas habituales del Cédigo Internacional de
Clasificacién y Nomenclatura de Virus, por eso las categorias taxonémicas no aparecen
en cursiva.
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assembly capacities. The engineered mutants were used to assess the
importance of p37 functions for viral infection and the relative
contribution of diverse molecular interactions to suppressor activity.
Two main conclusions can be drawn: (i) the silencing suppression and
encapsidation  functions of p37 are both required for
systemic Pelargonium line pattern virus infection, and (ii) the
suppressor activity of p37 relies on the ability to bind SRNAs rather
than on interaction with AGOs. The data also caution against potential
misinterpretations of results due to overlap of sequence signals related
to distinct protein properties. This is well illustrated by mutation of the
GW motif in p37 that concurrently affects nucleolar localization,
efficient interaction with AGO1, and sSRNA binding capability. These
concomitant effects could have been overlooked in other GW motif-
containing suppressors, as we exemplify with the orthologous p38 of

turnip crinkle virus.

INTRODUCTION

RNA silencing refers to several mechanistically related
pathways that result in sequence-specific regulation of gene expression.
These pathways are conserved in most eukaryotes and play an essential
role in developmental programs, stress responses, and maintenance of
genome integrity (1, 2). In plants, as well as in invertebrates and, to a
lesser extent, in fungi and probably in vertebrates (3—-8), RNA silencing
acts as a potent antiviral system. This system is triggered by double-
stranded RNAs (dsRNAs)? that, in the case of single-stranded RNA
(ssRNA) viruses, may correspond to dsSRNA replicative intermediates,

self-complementary regions of the viral genome, or products of the
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action of host RNA-dependent RNA polymerases on viral templates
(9). The dsRNA triggers are cleaved by Dicer-like (DCL) RNase IlI-
related enzymes into small RNAs (SRNASs) of 21-24 nt (4). These small
duplexes are unbound by an RNA helicase, and one strand is
incorporated into an RNA-induced silencing complex (RISC), whose
core component is an Argonaute (AGO) protein that is endowed with
RNA slicer activity (10-12). After integration into the RISC, the SRNA
strand guides annealing and endonucleolytic cleavage of
complementary RNA molecules (1). The sRNAs that bind to their
cognate RNAs do not only trigger RNA cleavage, but they may also
serve as primers for RNA-dependent RNA polymerase activity, which
generates additional dsRNA targets for DCL enzymes. This results in
the production of a new wave of SRNAs, thus leading to amplification
of the silencing signal (13-15). In plants, studies with the model
organism Arabidopsis thaliana indicate that DCL4 and DCL2 are the
most important DCLs involved in virus-induced RNA silencing and
that AGOL1 is the major antiviral effector molecule, although other

AGOs might also participate in viral clearance (16-22).

In order to counteract RNA silencing-mediated host defenses,
viruses have evolved a vast array of proteins called viral suppressors of
RNA silencing (VSRs) (23, 24). VSRs are very diverse in sequence and
additional function(s), and no correlation among VSR types and viral
phylogeny can be established (25). Moreover, differences in VSR
activity have been found among viruses of the same genus (26-28) or
even among isolates of the same virus species (29, 30). Although many
questions remain to be answered, the growing knowledge about the
mechanism of action of several VSRs reveals that virtually all stages of

the antiviral silencing pathway can be targeted by these viral products
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and that a given VSR may inhibit or inactivate one or more components
of the silencing machinery (31, 32). One of the best studied VSRs is the
tombusvirus p19 protein that binds SRNAs, the key mediators of RNA
silencing, preventing their incorporation into RISC (33, 34). Distinct
unrelated VSRs have adopted the same strategy to block RNA silencing
(35-38), and some of them have been reported to bind dsRNAs in a
size-independent manner (38-40). Inhibition of the 2'-O-methylation
that protects SRNAs from degradation or blockage of biogenesis of 21-
nt sSRNAs would be other examples of the mode of action of VSRs
(16, 41). Besides RNAs, protein components of the silencing pathways
may be also affected by VSRs. For instance, several VSRs seem to
target AGO proteins, such as the 2b protein of cucumber mosaic virus,
which was proposed to inhibit RISC activity via physical interaction
with the PAZ domain of AGO1 (42). In addition, the polerovirus-
encoded F-box protein PO targets AGO proteins for ubiquitination and
subsequent degradation, thereby precluding RISC assembly (43-45).
Moreover, ipomovirus P1 protein and protein p38 of turnip crinkle virus
(TCV; genus Carmovirus, family Tombusviridae) were recently shown
to bind directly and specifically AGO1, affecting the activity of this
RISC component (46, 47). In the latter cases, such binding was
proposed to be achieved through mimicry of host-encoded GW/WG
motif-containing  proteins  normally  required for RISC

assembly/function in diverse organisms (48).

Pelargonium line pattern virus (PLPV) belongs to the large and
diverse family Tombusviridae and harbors a monopartite, positive-
sense sSRNA genome that is encapsidated into isometric viral particles
of about 30 nm in diameter (49). The 3,883-nt genomic RNA (gRNA)

lacks a 5’ cap structure and a 3' poly(A) tail and contains five open
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reading frames (ORFs) (Fig. 1A). The two 5’-proximal ORFs encode
two proteins involved in replication, the essential accessory factor p27
and its read-through product p87, which corresponds to the viral RNA-
dependent RNA polymerase. Two centrally located, small ORFs
encode the movement proteins p7 (MP1) and p9.7 (MP2), and the 3'-
proximal ORF encodes a coat protein (CP or p37) (50, 51). PLPV
genomic organization and derived proteins closely resemble those of
members of the genus Carmovirus. However, whereas carmoviruses
generate two subgenomic RNAs (sgRNAS) that serve as mRNAs for
expression of the MPs and the CP, respectively, PLPV produces only
one. In addition, PLPV lacks any AUG codon between the MP1 AUG
and CP AUG initiation codons, whereas carmoviruses have 1-8 AUGs
in the equivalent region. Moreover, the PLPV MP2 gene contains a non-
AUG initiation codon contrary to the canonical AUG present in the
MP2 gene of carmoviruses (50, 51). These distinguishing
characteristics are shared by other related, poorly characterized, small
isometric sSRNA viruses, which has prompted the proposal of their
inclusion into a new genus, tentatively named Pelarspovirus, within the
family Tombusviridae (50-52).

So far, VSR activity has been identified in four of the 12 genera
currently included in the family Tombusviridae,
particularly Aureusvirus, Carmovirus, Dianthovirus, and Tombusvirus.
Despite their phylogenetic closeness, the available information
indicates that different genera employ distinct proteins and/or strategies
to inhibit RNA silencing. Whereas the CPs of several carmoviruses
have been reported to act as VSRs (27, 53, 54), tombusviruses and
aureusviruses encode small, unrelated proteins (p19 and pl4,

respectively) that perform such specific tasks (40, 55). The dianthoviral
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suppressor seems unique in that it consists of multiple components,
including the replication proteins (p27 and p88) and the viral RNA
templates (56). Moreover, the dianthoviral MP probably functions as a
secondary VSR (57). To further explore the diversity of silencing
suppression within Tombusviridae, our first goal in the present work
was to identify the PLPV VSR, a role that was found to be played by
p37, the viral CP. Investigations to understand the molecular bases of
the suppressor function of p37 were subsequently undertaken. Through
site-directed mutagenesis of distinct sequence motifs in the protein,
including a conserved GW motif at the N terminus, a series of
suppressor-competent and -incompetent forms of p37 was generated,
some of which retained the particle assembly capacity, whereas others
did not. This series was used to analyze the relevance of p37 functions
for viral infection and the relative contribution of diverse protein
properties (binding to dsRNAs, virion formation, subcellular
localization, self-interaction, and interaction with certain AGO
proteins) to the suppressor activity. The results have provided valuable
insights into the mode of action of p37 that seems to rely on the ability
to bind sSRNAs rather than on interaction with AGOs, despite the protein
having an apparently bona fide GW motif. Moreover, the obtained data
reveal considerable overlap of sequence signals in p37 related to
distinct protein properties. This situation can be present in other GW
motif-containing VSRs, as we illustrate with the orthologous TCV p38,
and can lead to misinterpretations of results or to deficient

understanding of the molecular bases of VSR activity.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
DNA constructs

Individual PLPV ORFs (p27, p87, p7, p9.7, and p37) were
PCR-amplified from a plasmid containing a full-length PLPV
infectious cDNA (58) using specific primer pairs and the Expand High
Fidelity PCR System (Roche Applied Science). The amplification of
ORF p87 was performed from plasmid p27tyr, a full-length PLPV clone
in which the amber stop codon of ORF1 was mutated to a tyrosine
codon (51). The amplification products, containing proper restriction
sites at the 5’ ends, were inserted between the cauliflower mosaic virus
35S promoter and the terminator sequence of the Solanum
tuberosum proteinase inhibitor Il gene (PoPit) and cloned into the
binary vector pMOG800 (59).

Distinct mutations were introduced by PCR with the
QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene) into the p37
gene of (i) a PLPV infectious cDNA inserted into pUC18 just
downstream from a T7 RNA polymerase promoter (58) and (ii) the
same PLPV infectious cDNA flanked by the cauliflower mosaic virus
35S promoter and the PoPit and cloned into pMOG800 (51). Such
mutations led to the replacement by Ala of the following p37 amino
acid residues: Trp at position 28 (mutant p37-W-s), two Arg residues at
positions 15 and 16 (mutant p37-2Ris), Lys at position 26 (mutant p37-
Kz), or three Arg residues at positions 67, 68, and 70 (mutant p37-
3Re7). The mutagenized full-length PLPV clones were used as
templates for PCR amplification of the mutant p37 genes that were
cloned individually into pMOG800 as described above for the wild-type
(WT) p37 gene. In addition, similar pMOG800-based constructs, which
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allowed expression of WT and mutant p37 molecules tagged at their C
termini with the hemagglutinin (HA) peptide, were generated by
standard PCR and cloning procedures (60). Binary constructs carrying
a green fluorescent protein (GFP) inverted repeat (GFP-IR) or allowing
expression of GFP, tombusviral p19, or TCV p38 have been described
earlier (27, 61). Mutations in sequences encoding the GW motifs of
TCV p38 were introduced with the QuikChange site-directed

mutagenesis kit and proper oligonucleotides.

To analyze protein subcellular localization, WT p37 gene and
mutant versions were PCR-amplified, and the amplification products,
bearing proper restriction sites at the ends, were fused in frame to the 5’
end or the 3’ end of the GFP gene. Such fusions were inserted between
the cauliflower mosaic virus 35S promoter and the PoPit and cloned
into plasmid pMOG800.

For bimolecular fluorescence complementation (BiFC) assays,
WT and mutant p37 genes were PCR-amplified using oligonucleotides
with appropriate restriction sites and cloned into vectors pPROK-sYFPN
and pROK-sYFPC to allow expression of the p37 protein fused to the
yellow fluorescent protein (YFP) N- and C-terminal halves (amino
acids 1-154 and 155-238, respectively) (62). In addition, pROK2-
based constructs that allowed expression of AGO1 and AGO4 tagged
with sYFP halves were used in some BiFC experiments (62). A
pROK2-based construct for expression of fibrillarin fused to
monomeric red fluorescent protein (MRFP) has been described

elsewhere (63).

All constructs were routinely sequenced with an ABI PRISM

DNA sequencer 377 (PerkinElmer Life Sciences) to avoid unwanted
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modifications. The primers used to generate the distinct recombinant

plasmids are listed in Table 1.

Agrobacterium-mediated transient gene expression and

virus inoculation

All  binary plasmid  constructs were transformed
into  Agrobacterium  tumefaciens strain  C58C1 CH32 by
electroporation. A. tumefaciens infiltration was performed on the
abaxial side of leaves from 2-week-old Nicotiana benthamiana plants
(27). In co-infiltration assays, equal volumes of the corresponding

bacterial cultures (ODeso = 0.5) were mixed before infiltration.

PLPV was agroinoculated to plants using the pMOG800-based
constructs with full-length PLPV cDNAs and the procedure described
above. Alternatively, virus mechanical inoculation was performed.
With this aim, RNA transcripts were synthesized in vitro from the
pUC18-derived full-length PLPV clones with T7 RNA polymerase
(Thermo Scientific) following digestion of plasmids with Smal. The
resulting transcripts were gently rubbed onto carborundum-dusted
leaves as reported before (51). Plants were maintained under
greenhouse conditions (16-h day at 24 °C and 8-h night at 20 °C) until

leaf samples were harvested.

Fluorescence imaging and microscopy

In assays aimed at identification of suppressor activity, visual
detection of GFP fluorescence in agroinfiltrated leaf patches was

performed using a fluorescence stereomicroscope (MZZ16F Leica).
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Table 1. List of primers used in this work

Primer Position? Sequence® Constructs®
CH358 7-17 (S) 5 -GCGGATCCATGGCACACTATTTTGG-3’ (BamHI)

CH192 710-728 (AS) 5-CCGGATCCTATTTGACGAACTCGAAAG-3’ (BamHI) 30827

CH358 7-17 (S) 5 -GCGGATCCATGGCACACTATTTTGG-3’ (BamHI)

CH359 2287-2304 (AS) 5-CCCTGCAGTTAGATTGGAATCTTTTG-3' (Pstl) 30587

CH360 2274-2292 (S) 5 -CCGGATCCATGGATATTCAATCAAAAG-3’ (BamHI)

CH361 2448-2465 (AS) 5 -CCCTGCAGTCAGAAATTGAGATGGAC-3’ (Pstl) oS

CH362 2621-2647 (S) 5 -GTGGATCCATGGCGGCCAAGGATAATC-3’ (BamHI) _

CH363 3618-3637 (AS) 5 -GGCTGCAGTCACAGCTTGTTGATGTAAG-3’ (Pstl) el

CH364 2371-2389 (S) 5-CCGGATCCATGGAGTATCCAAGGGTAC-3 (BamHI)

CH365 2618-2637 (AS) 5 -GTCTGCAGTTATCCTTGGCCGCCATTTC-3’ (Pstl) 3o5p9 T

CH377 2690-2715 (S) 5 -CAATCCAAGGGTgcgGGCTCTTTGTC-3’ 355:p37-Was
CH378 2690-2715 (AS) 5"-GACAAAGAGCCCcgcACCCTTGGATTG-3 PYPLPV (p37-W2s)
CH404 2652-2679 (S) 5 -CAGCCGTGGCAQGCAgcGGAACAGTGGGC-3 355:p37-2R1s
CH405 2652-2679 (AS) 5-GCCCACTGTTCCgcTgcTGCCACGGCTG-3 PGPLPV (p37-2Ris)
CH406 2683-2711 (S) 5 -CAAGCTCCAATCCgcGGGTTGGGGCTCTT-3 355:p37-Kas
CH407 2683-2711 (AS) 5 -AAGAGCCCCAACCCYcGGATTGGAGCTTG-3 PgPLPV (p37-Kag)
CH408 2806-2843 (S) 5-TCCCACAAATGCGgcGgcGGCGgcGGGAGAGCCGGGTA-3 35S5:p37-3Re7
CH409 2806-2843 (AS) 5-TACCCGGCTCTCCCgcCGCCgeCgcCGCATTTGTGGGA-3 PgPLPV (p37-3Re7)




5-GTGGATCCATGGCGGCCAAGGATAATC-3"

CH362 2621-2647 (S) . (BamHI)
5-GGCTGCAGAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATG 35S5:p37-HA (wt and mutants)
CH410 3625-3634 (AS) i (Pstl)
CCAGCTTGTTG-3
CH518 2807-2832 (S) 5-CAGAAGAAGGGCGCGTCAACCCTAAC-3 255038 W
CH519 2807-2832 (AS) 5-GTTAGGGTTGACGCGCCCTTCTTCTG-3’ P8
CH520 3552-3576 (S) 5-GGACAGCTGGGGCGGAGCACGATTG-3 255038 W
CH521 3552-3576 (AS) 5-CAATCGTGCTCCGCCCCAGCTGTCC-3 P
CH362 2621-2647 (S) 5-GTGGATCCATGGCGGCCAAGGATAATC-3’ (BamHI) SYFPN:p37 (wt and mutants)
CH381 3618-3637 (AS) 5"-GGGAGCTCTCACAGCTTGTTGATGTAAG-3’ (Sacl) SYFPC:p37 (wt and mutants)
CH362 2621-2647 (S) 5-GTGGATCCATGGCGGCCAAGGATAATC-3’ (BamHI) 355:p37WLGFP
CH385 3615-3634 (AS) 5-CCGGATCCCAGCTTGTTGATGTAAGCTC-3 (BamHI) (wt and mutants)

@ positions of the PLPV or the TCV genome (CH518, CH519, CH520 and CH521) covered by the primers. (S) and (AS): sense and
antisense.

b Restriction sites introduced for cloning purposes are underlined, lowercase indicate nucleotide substitutions to PLPV and TCV wt
sequence and sequence encoding an HA-tag is in italics.

°pgPLPV refers to both pUC18-based and pMOG800-based constructs bearing full-length PLPV cDNAs.
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Pictures were taken with a digital camera DFC300 FX Leica. In BiFC
and subcellular localization assays, GFP, mRFP, or reconstituted sYFP
fluorophores of tagged proteins were monitored in epidermal cells of N.
benthamiana-infiltrated tissue at 72 h postinfiltration using a Leica TCS
SL confocal microscope with an HCX PL APO x40/1.25-0.75 oil CS
objective. GFP and sYFP fluorescence was recorded by excitation with
a 488-nm argon laser line with emission being collected through a band
pass filter from 505 to 550 nm. In the case of mRFP, excitation was
performed by means of a 543-nm green neon laser line, and

fluorescence emission was collected at 610-630 nm.

RNA extraction, virion purification, and Northern blot

analysis

Total RNA was extracted from plant tissue with buffer-
saturated phenol and then fractionated with 2 m LiCl (64). Virions were
purified by pelleting through a sucrose cushion (65). For detection of
GFP mRNA or PLPV RNAs, Northern blot analyses were performed
as reported previously (50), using radioactive DNA probes
corresponding to the GFP gene or to nt 3095-3883 of the PLPV
genome, respectively. Virion preparations were resolved in non-
denaturing agarose gels and subjected to Northern blot analysis with the
PLPV probe. In order to check the presence of GFP-specific SRNAs,
the RNA fraction soluble in 2 M LiCl was electrophoresed in denaturing
polyacrylamide gels (20%), electroblotted to Hybond-XL membranes
(GE Healthcare), and subjected to hybridization with a radioactive

GFP-specific riboprobe (27). Hybridization signals were visualized by
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autoradiography or with a Phosporlmager (Fujifilm FLA-5100, GE

Healthcare).

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Preparation of crude protein extracts from agroinfiltrated tissue,
labeling of synthetic double-stranded sSRNAs or of long dsRNAs,
binding reactions, and electrophoresis in polyacrylamide gels were
performed as described earlier (27, 38). For generation of long dSRNAs,
transcripts of opposite polarity produced with T7 and T3 RNA
polymerase, respectively, from a pBluescript KS(+)-based plasmid with
a 250-bp DNA insert were used. Detection of HA-tagged proteins was
done through Western blot (66), using 10 ul of each protein extract and
an anti-HA antibody (Roche Applied Science). Signals from EMSAS or
Western blots were recorded by autoradiography or with a
Phosphorimager (Fujifilm FLA-5100, GE Healthcare).

RESULTS

PLPV p37 efficiently inhibits RNA silencing

To identify potential PLPV-encoded suppressor(s), we tested
the ability of the distinct PLPV proteins to block the silencing of a GFP
reporter gene transiently expressed from a binary T-DNA vector
agroinfiltrated in N. benthamiana. This type of assay has been widely
employed to recognize both plant and animal suppressors (55, 67). In
the absence of a functional VSR, GFP expression from the Ti-plasmid
is recognized as exogenous by the host and is silenced within 3 days

postinfiltration (dpif). If the VSR is operative, the expression level of
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GFP is stabilized for a considerably larger period. Leaf patches
infiltrated with the GFP plasmid in combination with an empty vector
or with constructs allowing expression of PLPV replication (p27 and
p87) or movement (p7 and p9.7) proteins showed high expression of
GFP at 2 dpif (data not shown), which was almost completely silenced
at 5 dpif according to observations of GFP fluorescence (Fig. 1B). In
contrast, co-expression of GFP with PLPV p37 maintained high levels
of fluorescence at 5 dpif and beyond, similar to that found with the
tombusviral pl19 that was used as a positive control of suppressor

activity in parallel assays (Fig. 1B).

To confirm the visual observations, Northern blot analysis of
RNA extracted from the infiltrated tissue was carried out with a GFP
probe. The results corroborated that the fluorescence patterns reflected
changes in the steady state levels of GFP mRNA. Similar GFP mRNA
accumulation was detected at 2 dpif in the patches infiltrated with any
of the plasmid combinations (data not shown). However, at 5 dpif, GFP
MRNA accumulation was very low in patches expressing GFP alone or
in combination with p27, p87, p7, and p9.7, whereas GFP mRNA levels
in patches co-expressing GFP and p37 were high and comparable with
those found with pl19 (Fig. 1C, top). As expected from a silencing
process, the reduced levels of GFP mRNA observed at 5 dpif in tissue
expressing GFP either alone or together with any PLPV protein but p37
correlated with elevated levels of GFP sRNAs. Conversely, GFP
SRNAs were hardly detected in the patches co-expressing GFP and p37
or p19 (Fig. 1C, bottom). Collectively, the results allowed identification
of p37 as the VSR encoded by PLPV.
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FIGURE 1. Evaluation of suppressor activity of PLPV proteins. N. benthamiana
plants were agroinfiltrated with constructs for expression of GFP either alone
(9) or in combination with PLPV p27, p87, p7, p9.7, p37, or the tombusviral
p19. A, schematic representation of the PLPV genome. Open boxes, ORFs;
arrow, transcription start site of the sgRNA. B, GFP fluorescence at 5 dpif in
infiltrated leaf patches. C, Northern blot hybridization for detection of the
GFP mRNA or derived sRNAs in infiltrated tissues harvested at 5 dpif
Ethidium bromide staining of RNA is shown as loading control.

Mutations in a GW or an arginine-rich motif at the N-

terminus of p37 abolish the suppressor function of the protein

As reported in distinct studies, one or few point mutations may
severely impair the suppressor function of a VSR (27, 46, 68). In order
to obtain suppressor-competent and -incompetent forms of p37 that
would allow us to investigate properties of the protein critical for its
role as VSR, several mutant versions were generated, and their ability
to inhibit RNA silencing was subsequently evaluated. One of the
mutants harbored a Trp to Ala change that affected a GW motif present
at the N terminus of the protein (mutant p37-Ws; Fig. 2A). Such a motif
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is conserved in the homologous proteins of pelarspoviruses and of
several carmoviruses (Fig. 2A, inset), and its relevance for the
suppressor function of TCV p38 (which possesses another relevant,
non-conserved GW motif at its C terminus) has been recently
highlighted (46). Three additional mutant proteins bearing Ala
replacements in basic residues at the N terminus were also engineered:
mutant p37-2R;s, mutant p37-Kzs, and mutant p37-3Re7 (Fig. 2A). Co-
expression of the mutant proteins with GFP in transient assays revealed
that p37-2R1s and p37-Kzs maintained a suppressor activity comparable
with that of the WT protein, whereas such activity was abolished by the
Ala replacements present in p37-W,s and p37-3R¢; (Fig. 2B). These
results revealed a pivotal role of the N-terminal GW motif and of an

arginine-rich motif for the silencing suppressor function of p37.

Uncoupling of the VSR and the encapsidation functions of
p37 reveals that both are required for effective systemic spread of

the virus

In order to test whether abolishing the suppression function had
effects on PLPV infectivity, the above p37 mutations were introduced
into the viral genome context. N. benthamiana plants were inoculated
mechanically using transcripts derived from pUC18-based (WT and
mutant) PLPV constructs. Local and systemic leaves were harvested at
7 and 30 days postinoculation, respectively. Northern blot analysis
revealed the presence of viral RNAs in local samples of plants
inoculated with WT PLPV and with PLPV mutants p37-2R;s and p37-
Kzs, Whereas the accumulation level of such RNAs in samples from

plants inoculated with PLPV mutants p37-W,s and p37-3Re; was
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FIGURE 2. Effect of amino acid replacements in PLPV p37. A, scheme of PLPV
p37 mutants. The amino acid sequence of the N terminus of WT p37 is shown
at the top, and the amino acid substitutions introduced in each mutant are
specified below. Dashes indicate identical residues. Inset, partial alignment
of PLPV p37 with homologous proteins of pelarspoviruses (green) and
carmoviruses (blue) to illustrate conservation of the N-terminal GW motif.
Amino acid residues typically found surrounding GW motifs of AGO-binding
proteins (Gly, Trp, Ser, Thr, and charged amino acids, prominently Asp, Lys,
and Glu) have been boxed in the context of GW motifs of PLPV and TCV
proteins. PelRSV, Pelargonium ringspot virus; PCRPV, Pelargonium
chlorotic ringspot virus; ELV, elderberry latent virus; RrLDV, Rosa rugosa
leaf distortion virus; CarMV, carnation mottle virus; PFBV, Pelargonium
flower break virus; CCFV, cardamine chlorotic fleck virus; SCV, saguaro
cactus virus; HCRSV, hibiscus chlorotic ringspot virus; JINRV, Japanese iris
necrotic ring virus. B, evaluation of suppressor activity of p37 molecules. N.
benthamiana plants were agroinfiltrated with constructs for expression of
GFP either alone (&) or in combination with WT (positive control) or mutated
p37 forms. GFP fluorescence and Northern blot hybridization for detection of
the GFP mRNA or derived SRNAs at 5 dpif are shown at the left and right,
respectively. Ethidium bromide staining of RNA is shown as a loading control
in the Northern blot assay.
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negligible (Fig. 3A, left). Equivalent results were obtained when N.
benthamiana plants were virus-inoculated through infiltration of A.
tumefaciensstrains carrying the corresponding pMOG800-based (WT
and mutant) full-length PLPV constructs (data not shown). These
results indicated that the suppressor function is critical for viral
infectivity. In accordance with the lack of local infection, the
suppressor-deficient PLPV mutants p37-W,s and p37-3Rg;were not
detected in systemic leaves (Fig. 3A, right). Remarkably, whereas the
suppressor-competent virus PLPV p37-Kz became systemic, the
likewise suppressor-competent PLPV p37-2R;s did not. This suggested
that p37 amino acid replacements in the latter mutant affected protein
function(s) other than RNA silencing suppression that could be crucial
for systemic viral dispersion. One possibility was that the encapsidation
function was impaired in mutant p37-2Rs because particle assembly
has been reported to be required and dispensable, respectively, for the
systemic and local spread of distinct Tombusviridae in different hosts
(69, 70). To test this possibility, an attempt to purify viral particles from
all of the assayed mutants was done. To this end, N. benthamiana leaves
agroinoculated with the distinct PLPV constructs were harvested at 3
days postinoculation. We reasoned that, at this early time, the triggering
of RNA silencing would be just getting started, and, thus, suppressor-
deficient mutants could still accumulate at detectable levels. Northern
blot hybridization confirmed this assumption (Fig. 3B, left), and the
infected tissues were employed for virion purification. Viral particle
preparations could be readily obtained from tissue infected with the WT
virus, PLPV p37-Kys (suppressor-competent and able to systemically
infect), or PLPV p37-W (suppressor-incompetent and unable to

systemically infect), whereas attempts to purify viral particles from
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FIGURE 3. Evaluation of infectivity and virion formation of PLPV mutants. A,
detection of PLPV by Northern blot hybridization in total RNAs from local
(7 dpif) and systemic tissue (30 days postinoculation (d.p.i.)) of N.
benthamiana plants mechanically inoculated with WT and mutant PLPV
transcripts. B, detection of PLPV by Northern blot hybridization in local
leaves of N. benthamiana plants agroinoculated with WT and mutant
constructs and collected at 3 dpif. Detection was performed on total RNA
extracts (left) or on virion preparations (right). Virus titers, estimated from
the autoradiogram on the left, were considered to normalize the loading of the
virion preparations. In all panels, the positions of the genomic (g) and
subgenomic (sg) PLPV RNAs are indicated at the left. Ethidium bromide
staining of RNA was used as a loading control of total RNA samples.
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plant tissue infected with mutant PLPV p37-2R;s (suppressor-
competent and unable to systemically infect) or p37-3Rs; (Suppressor-
incompetent and unable to systemically infect) were unsuccessful (Fig.
3B, right). Altogether, the results indicated that the p37 VSR function
is required but not sufficient for effective PLPV systemic infection and
that the encapsidation function must be also preserved. In addition, we
cannot discard the possibility that particle formation, although not
strictly required for local infection, somehow promotes stability and/or
cell to cell movement of the virus because the accumulation level of
PLPV mutant p37-2R;s in inoculated leaves was usually lower than that
observed for WT PLPV or for mutant p37-Kzs (Fig. 3A, left). It should
also be mentioned that local and systemic infections established by
PLPV p37-Kz were generally delayed with respect to that of the WT
virus (compare accumulation levels of mutant p37-Kz versus WT
in Fig. 3A), suggesting that the engineered mutation has slight

detrimental effects on virus fitness.

PLPV p37 is able to bind sSRNAs and this ability correlates

with its suppressor function

As indicated in the Introduction, the ability to bind sRNA
duplexes seems to be crucial for the function of distinct VSRs
(33, 37, 38, 40, 71). To assess whether PLPV p37 shares this ability,
first, the WT and mutant versions of the protein were fused to an HA
tag and transiently co-expressed with GFP in N. benthamiana leaves.
The HA-tagged proteins exhibited exactly the same behavior as the
unfused partners in these suppressor assays: the WT and mutant

proteins p37-2Ris and p37-Kys showed equivalent, high suppressor
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activity, whereas mutants p37-W,s and p37-3Re; were incapable of
preventing silencing (data not shown). Next, N. benthamiana leaves
were separately agroinfiltrated with the constructs of the HA-tagged
proteins to prepare crude protein extracts that, at 3 dpif, showed
comparable accumulation levels of the corresponding p37 molecules
(Fig. 4A), indicating that the engineered mutations did not affect protein
stability. These crude extracts were employed to perform EMSASs with
SRNAs. A shift in SRNA mobility was observed when extracts from
leaves expressing HA-tagged p37 WT were used (Fig. 4B), indicating
that the protein is able to bind SRNAs. Interestingly, extracts containing
p37-2R1s and p37-Kz, both functional in silencing suppression, also
showed sRNA binding activity, whereas those containing p37-W,s and
p37-3Re7, Which had no detectable suppressor function, failed to form
complexes with SRNAs (Fig. 4B). Subtle differences in the mobility of
the protein-sSRNA complexes were detected among suppressor-
competent p37 variants, suggesting small conformational alterations

probably caused by the introduced mutations.

Some VSRs have been reported to bind dsRNAs irrespective of
their size (5, 38-40). Such VSRs may compromise DCL-mediated
processing of long dsRNAs (38). To further explore dsSRNA binding
capabilities of PLPV p37, we thus tested whether this protein was also
able to bind large dsRNAs. In contrast with the results with double-
stranded sRNAs (Fig. 4B), no shift in long dsRNA mobility was
observed when p37 WT extracts were used (Fig. 4C). Indeed, the
outcome of such an EMSA was identical to that observed with extracts
from tissue agroinfiltrated with an empty vector (negative control),
whereas a clear shift was detected when extracts from tissue expressing
TCV p38, a VSR that is able to bind dsRNAs in a size-independent
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manner (38), were employed (Fig. 4C). To rule out the possibility that
the in vitroconditions for dsRNA binding could substantially differ
from those found in vivo, we tested whether PLPV p37 was able to
prevent SRNA generation from hairpin transcripts transiently expressed
in plants. To this end, N. benthamiana leaves were agroinfiltrated with
GFP-IR (72) together with the constructs that allowed expression of
WT or mutant p37 molecules. TCV p38 and tombusviral p19 (able and
unable, respectively, to bind long dsRNASs) (33, 34, 38) were used as
controls in parallel assays (Fig. 4D). As expected, hairpin transcripts
were detected in GFP-IR- and TCV p38-coinfiltrated leaves, whereas
SRNAs could not be found. Conversely, hairpin transcripts could not be
detected in GFP-IR- and pl19-coinfiltrated samples, whereas SRNAs
accumulated to high levels. The latter situation was observed in GFP-
IR-and PLPV (WT or mutant) p37-coinfiltrated leaves, thus confirming
that the PLPV VSR lacks the ability to bind long dsRNAs. Globally,
the results indicated that p37 is able to bind small, but not long, dsSRNAs
and supported a direct relationship between the SRNA binding
capability of the protein and its ability to inhibit RNA silencing.

Investigations on p37 subcellular localization, self-
interaction, and interaction with AGO proteins in plants;
assessment of the potential contribution of these protein properties

to suppressor activity

Although binding to SRNAs seems fundamental for the activity
of many VSRs, other properties, such as dimerization, specific
subcellular localization, or interaction with AGO proteins, have been

proposed to be important in some instances (34, 42, 46, 47, 73-75).
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FIGURE 4. Analysis of the ability of p37 to bind dsRNAs. N. benthamiana leaves

were agroinfiltrated with an empty vector (negative control) or with
constructs for expression of HA-tagged PLPV p37, p37-Wag, p37-2R1s, p37-
Kas, or p37-3Re7. Samples were collected at 3 dpif to prepare crude protein
extracts. A, Western blot analysis of protein extracts using an anti-HA
antibody. B, EMSA performed with 32P-labeled synthetic 21-nt SRNA (19-nt
duplex region and 2-nt 3' overhangs) and no extract (&) or extracts from
leaves agroinfiltrated with an empty vector (-) or expressing distinct HA-
tagged PLPV p37 molecules. The positions of free SRNAs and of p37-sRNA
complexes are indicated on the right. C, EMSA performed with a 32P-labeled
long (250-bp) dsRNA and no extract (&) or extracts from leaves
agroinfiltrated with an empty vector (-) or expressing HA-tagged PLPV p37
variants. In this experiment, an extract from leaves expressing TCV p38 was
used as a positive control. The positions of free long dsSRNA and of TCV p38-
long dsRNA complex are indicated on the right. D, Northern blot analyses to
evaluate the effect of PLPV p37 molecules on the accumulation of hairpin
transcripts and hairpin-derived sRNAs. N. benthamiana leaves were
agroinfiltrated with GFP-IR (-) or with GFP-IR together with WT and mutant
p37 forms. TCV p38 and tombusviral p19 were used in parallel assays as
control VSRs able and unable, respectively, to bind hairpin transcripts.
Samples were taken at 4 dpif.
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Thus, experiments were conducted to assess the potential relevance of

the latter features in p37 suppressor function.

To investigate the subcellular localization of p37 in plant cells,
this PLPV product was tagged at its N or C terminus with GFP and
transiently expressed in N. benthamiana leaves via agroinfiltration. The
green fluorescence derived from the p37 WT:GFP (or GFP:p37 WT,
data not shown) fusion was evenly distributed through the cytoplasm
and the nucleus (Fig. 5, A panels). Within the latter organelle, a central
region showed a bright fluorescence, which corresponded to the
nucleolus, as confirmed by the use of an mRFP-tagged fibrilarine as
nucleolar marker (Fig. 5, A2-A4). The distribution pattern of p37 tagged
with GFP differed from that of an unfused GFP, used as control, which
showed the typical cytoplasmic and nuclear distribution but was
excluded from the nucleolus (Fig. 5, F panels). The same approach was
employed to analyze the subcellular localization of p37 mutants.
Intracellular distribution of mutants p37-Kz and p37-3Re; was
essentially identical to that of the WT protein (Fig. 5, D and E panels),
whereas mutants p37-W-g and p37-2Ris maintained the cytoplasmic
and nuclear localization but had lost the nucleolar one (Fig. 5, B and C
panels). These results indicated that targeting of PLPV p37 to the
nucleolus is apparently dispensable for its suppressor function, because
mutant p37-2Rs, which is capable of inhibiting RNA silencing, does

not retain nucleolar localization.

Next, the potential of p37 to self-interact was analyzed through
BiFC assays. To this end, constructs allowing transient expression of
p37 fused to the N- or C-terminal part of the sYFP protein were

generated. Co-expression of the two resulting fusion proteins, sYFPN-
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FIGURE

5. Subcellular distribution of p37 molecules with a C-terminal GFP tag.
N. benthamiana leaves were agroinfiltrated with constructs that allowed
transient expression of unfused GFP or GFP-tagged p37 proteins together
with mRFP-tagged fibrilarin (Fib-mRFP, nucleolar marker). The tombusviral
p19 was also included in these co-infiltration experiments to compensate for
the lack of suppressor activity of some p37 molecules. Confocal laser-
scanning microscopy was used for observation of fluorescence at 3 dpif.
Micrographs of the first column (A-F, panels 1; starting from the left) show a
general view of GFP-derived fluorescence in epidermal cells expressing the
distinct protein combinations. Micrographs of the second and third columns
(A-F, panels 2 and 3) show a close-up view of GFP- and mRFP-derived
fluorescence, respectively, in individual cells, and micrographs of the fourth
column show merged images of GFP and mRFP signals in such individual
cells. The nucleus (N) is marked by an arrow in the fourth column panels (A-
F, panels 4). The inset scale bar corresponds to 40 um in the first column
panels and to 8 um in all remaining panels.
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p37 WT and sYFPC-p37 WT, in N. benthamiana leaves gave rise to
clear YFP-derived fluorescence within the plant cells, indicating
reconstitution of the YFP and, thus, demonstrating that p37 is able to
dimerize (Fig. 6, A panels). The same approach was employed to
evaluate the dimerization capability of p37 mutants, and the results
showed that, like the WT protein, all of them were able to interact with
themselves (Fig. 6, B-E). For most p37 molecules, the distribution of
fluorescence in these assays was essentially identical to that displayed
by the corresponding GFP-tagged protein, the p37-Kzs self-interaction
being the only exception, with no nucleolar signal. Control experiments
in which the distinct fusion proteins were co-expressed with unfused
sYFP halves (e.g. in Fig. 6F) did not yield significant fluorescence

signals, substantiating the reliability of the fluorescence observations.

BiFC assays were also used to assess potential interactions of
p37 with some AGO proteins, particularly AGO1 and AGO4, two RISC
components whose interaction with other VSRs has been reported
previously (42, 46, 62, 76). Co-expression of sYFPN-p37 WT and
SYFPC-AGOL1 (Fig. 7A) or the reverse combination sYFPC-p37 WT
and sYFPN-AGOL1 (data not shown) led to equivalent results and
supported interaction of the two assayed proteins, with the resulting
reconstituted fluorescence being detected through the cytoplasm and
nucleus of the agroinfiltrated N. benthamiana cells. Similarly, co-
expression of sSYFPN-p37 WT and sYFPC-AGO4 (or sSYFPC-p37 WT
and sYFPN-AGO4; data not shown) indicated that p37 is also able to
associate with AGO4 (Fig. 7G), although, in this case, fluorescence was
mainly detected in the cell nucleus, suggesting that the interaction
essentially takes place in this cellular organelle. Next, we investigated

whether p37 mutants maintained the capability of interacting with
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sYFPN:p37-wt + sYFPC:p37-wt sYFPN:p37-Kz2e + sYFPC:p37-Kas

sYFPN:p37-Was + sYFPC:p37-Wazs sYFPN:p37-3Rsr + sYFPC:p37-3Rsr

- s '

sYFPN:p37-2R15 + sYFPC:p37-2R1s SYFPN-p37-wt + sYFPC

FIGURE 6. In vivo analysis of p37 self-interaction. WT (A) and mutant p37
molecules (B) were tagged at their N terminus with YFP halves (sYFPN and
sYFPC) and transiently co-expressed in N. benthamiana leaves to study self-
interaction through a BiFC assay. The tombusviral p19 was also included in
these co-infiltration experiments to compensate for the lack of suppressor
activity of some p37 molecules. Confocal laser-scanning microscopy was
used for the observation of fluorescence at 3 dpif. For each protein
combination, the micrograph at the left shows a general view of YFP-derived
fluorescence in epidermal cells (inset scale bar, 20 um), and the micrograph
at the right shows a close-up view of individual cells (inset scale bar,8 pum)
with the nucleus (N) marked by an arrow. A negative control combination
(sYFPN-p37 WT + sYFPC) is displayed in F.

AGO1 and AGO4 as the WT protein. The results of the corresponding
BiFC assays showed that all mutants were able to interact with both
AGOL1 (Fig. 7, B-E) and AGO4 (Fig. 7, H-K), although the intensity of
the reconstituted fluorescence was considerably lower in the case of
mutant p37-Wg and AGOL (Fig. 7B). No fluorescence was observed in

control experiments in which the distinct YFPC-tagged proteins were

120


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4317005/figure/F7/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4317005/figure/F7/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4317005/figure/F7/

sYFPC-AGO1 +

sYFPN-p37wt sYFPN-p37-Was sYFPN-p37-2R1s sYFPN-p37-Kzs sYFPN-p37-3Rev7 sYFPN

sYFPC-AGO4 +

sYFPN-p37wt SYFPN-p37-W2s sYFPN-p37-2R1s sYFPN-p37-Kz2s sYFPN-p37-3Re7 sYFPN

FIGURE 7. In vivo analysis of p37 interaction with AGO proteins. WT and mutant p37 molecules and Argonaute proteins (AGO1 and AGO4)
were tagged at their N terminus with YFP halves (sYFPN and sYFPC) and transiently co-expressed in N. benthamiana leaves to study protein-
protein interactions through a BiFC assay. Confocal laser-scanning microscopy was used for the observation of fluorescence at 3 dpif. The
top and bottom micrographs show a general view of YFP-derived fluorescence in epidermal cells expressing sYFPN-AGO1 and sYFPN-
AGO4, respectively, in combination with sYFPC-tagged p37 molecules. Equivalent images were obtained with reverse combinations
(SYFPC-AGOL1 or sYFPC-AGO4 co-expressed with sYFPN-tagged p37 molecules) (data not shown). A negative control combination is
displayed in the top (SYFPC-AGOL1 + sYFPN) and bottom (SYFPC-AGO4 + sYFPN) raw. Inset scale bar, 20 um in all panels.
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co-expressed with unfused YFPN or vice versa (e.g. in Fig. 7, F and L),
thus supporting that the fluorescence signals detected corresponded to

true interactions.

Collectively, the results of the BiFC assays showed, on one
hand, that p37 is able to self-associate. However, such a property is not
sufficient by itself to sustain the suppressor function because
dimerization of mutants p37-Wys and p37-3Rs7 was detected despite the
fact that these p37 molecules do not block RNA silencing. On the other
hand, the obtained data indicated that p37 can interact with AGO1 and
AGO4 proteins. Nevertheless, no clear correlation among this
capability and the silencing inhibition function of the protein could be
established because the observed interactions were fully (p37-3Re7 with
any AGO) or partially (p37-W2s with AGOL) preserved in suppressor-

incompetent p37 molecules.

DISCUSSION

Distinct genera in the family Tombusviridae use different
proteins as VSRs. In this study, the existence of suppressor(s) of RNA
silencing encoded by PLPV, a member of the proposed new
genus Pelarspovirus, has been investigated. As reported for several
species of the related genus Carmovirus (27, 53, 54, 77), none of the
PLPV non-structural proteins exhibited suppressor activity in co-
infiltration assays of N. benthamiana plants, whereas p37, the viral CP,

strongly inhibited RNA silencing of a GFP reporter gene.

The available information on VSRs indicates that such viral

products may inhibit one or more of the silencing machinery actors,
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although the primary or most relevant target of a given VSR is often
unclear. Distinct analyses performed with engineered p37 variants have
allowed the establishment of a direct correlation among the ability of
the protein to bind SRNAs and its competence to inhibit RNA silencing
(summary in Table 2), suggesting that, as proposed for other VSRs
(33, 34, 37, 38, 78), sequestering of SRNAs is a hallmark feature of the
p37 suppressor function. This functional feature most likely precludes
slicing of target RNAs by preventing sSRNA loading into RISC. In
addition, it may hinder amplification of the silencing signal, as
suggested by the negligible detection of SRNAs in samples in which
sense RNA-triggered RNA silencing was inhibited by suppressor-
competent p37 molecules (as by p19) (Fig. 2). The contribution of other
properties, such as nucleolar localization, dimerization, or interaction
with AGOs, to the suppressor activity of p37 might be disparate (Table
2). Sorting to the nucleolus has been considered as a relevant trait in
some VSRs (62, 73, 74), but this supposition has become questionable
after broader evaluations (78-80). The observation that p37, besides
being targeted to the cytoplasm and nucleus, is targeted to the nucleolus
was unexpected. Programs for subcellular localization prediction did
not recognize any conventional nucleolar localization signal (or even
nuclear localization signal) in the p37 molecule (data not shown), and,
to our best knowledge, nucleolar localization has not been reported
previously for any p37 ortholog. In any case, such subcellular
localization seems to be dispensable for suppressor activity, as deduced
from results with mutant p37-2R;s that is able to inhibit RNA silencing
despite being excluded from the nucleolus. On the other hand,
dimerization has been shown to be a requirement for distinct VSRS,
including the well characterized tombusviral p19 (33, 39, 71, 75, 81).
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Table 2. Properties of p37 variants

dsRNA binding Interaction with

RNA
p37 silencing long Nucleolar
variant supression SRNAs dsRNA? localization ~ Dimerization AGOl1 AGO4  Encapsidation

p37wt + + - + + ++ + +
p37-Wag - - n/a - + + + +
p37-2R15 + + n/a . + +++ + i
p37-Kzs + + n/a + + +44 + +
p37-3Re7 - - n/a + + +++ + i

2Not applicable
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Although we have shown here that PLPV p37 is able to interact with
itself, all of the assayed protein mutants retained this capacity, and, thus,
we could not critically assess whether this property is a prerequisite for
the suppressor function. The relevance of dimer formation for the VSR
role of some p37 relatives has been anticipated (27, 46), although, as
for p37, formal demonstration has yet to be achieved. Finally, we
cannot rule out the possibility that the detected interactions of p37 with
AGO1 and AGO4 contribute to its suppressor function. However, such
interactions by themselves seem to be insufficient to sustain the VSR
activity of p37 because the interaction with AGO4 was maintained by
all the assayed p37 variants, and the interaction with AGOL, although
notably diminished regarding p37-W.s, was retained at WT levels in the
case of the loss-of-function form p37-3R¢;. The great importance of the
SRNA binding capability over other protein properties is in agreement
with recent reports on other VSRs, such as cucumber mosaic virus 2b,
which, like p37, exhibits nucleolar localization, self-interaction, and
interaction with AGO1 and AGO4 proteins (42, 62, 75, 78, 82).

Distinct studies with variant experimental systems led to
different models for the mechanism of silencing suppression of TCV
p38, a VSR structurally and phylogenetically related to PLPV p37. For
instance, TCV p38 has been postulated to exert its action through
binding and sequestering of sRNAs (38), inhibition of sSRNA
methylation (83), interference with DCL4 (16, 38), or induction of
stress and defense pathways (84). In a recent study, the N-terminal and
C-terminal GW motifs of TCV p38 have been implicated in interaction
with AGO1 which, in turn, has been proposed to dictate the suppressor
activity of the protein (46). Mutation of the unique, conserved N-

terminal GW motif of PLPV p37 notably reduced (suggesting that it is
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a bona fide GW protein) but did not completely abolish its interaction
with AGO1 despite the fact that the engineered amino acid replacement
was equivalent to one reported to abrogate TCV p38-AGOL1 interaction.
These discrepancies probably reflect distinct characteristics of the
corresponding proteins. Nevertheless, they could also be due to the fact
that the interaction of TCV p38 with AGO1 was tested in vitro using an
AGOL1 antibody to direct immunoprecipitation of peptides containing
either of the two GW motifs of the VSR, whereas we have used an in
vivo, BiFC assay with the entire PLPV p37 protein. Although both
approaches have limitations, the former one might be more prone to
inaccuracies because it obviates the influence of the protein
conformation and protein compartmentalization in the tested molecular
interaction. In any case, the dsRNA binding capability of TCV p38
molecules bearing mutations in the GW motifs was not analyzed, and
an effect of the mutations on this capacity of the protein, similar to that
observed for PLPV p37, could not be discarded. Indeed, we have
performed EMSAs with the TCV p38-GW mutant forms and have
corroborated that such mutants have lost the ability to bind to both small
and long dsRNAs (Fig. 8). The lack of SRNA binding capability could
actually provide an alternative or complementary explanation to the
recovery of infectivity of TCV carrying p38-GW mutations in dcl2—
dcl4plants (46). The knockdown of the two main anti-TCV DCLs (16)
in these plants precludes the generation of virus-derived sRNAs
(vsRNAs), and, thus, hijacking of vsRNAs by the VSR to prevent viral
RNA degradation would be dispensable. Similarly, the TCV p38-GW
mutants could show infection recovery in agol-27 plants (46) because
the absence of AGOL effector protein would make the vsRNAS useless

for antiviral defense. Whether the loss of SRNA binding capability
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FIGURE 8. Analysis of the ability of TCV p38 to bind dsRNAs. N. benthamiana
leaves were agroinfiltrated with an empty vector (negative control) or with
constructs for the expression of TCV p38 either in its WT version or with
mutations in the N-terminal (p38-Wa2s) or C-terminal (p38-Was3) GW motif,
as described previously (46). The agroinfiltrated tissue was collected at 3 dpif
to prepare crude protein extracts. A, EMSA performed using 32P-labeled
synthetic 21-nt SRNA (19-nt duplex region and 2-nt 3' overhangs) and no
extract (@) or extracts from leaves agroinfiltrated with an empty vector (-) or
expressing TCV p38 variants. The positions of free SRNAs and of p38-sRNAs
complexes are indicated on the right. B, EMSA performed with a 32P-labeled
long (250 bp) dsSRNA and extracts from leaves agroinfiltrated with an empty
vector (-) or expressing TCV p38 variants. C, Northern blot analyses to
evaluate the effect of TCV p38 molecules on the accumulation of hairpin
transcripts and hairpin-derived sRNAs. N. benthamiana leaves were
agroinfiltrated with GFP-IR (-) or with GFP-IR together with WT and mutant
TCV p38 forms. Samples were taken at 4 dpif.
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provoked by mutation of GW motif(s) contributes, to any extent, to

impairment of the suppressor function of p38 has yet to be explored.

In the context of PLPV infection, the need to counteract RNA
silencing for effective viral multiplication and dispersion was
underlined by viruses bearing mutations that abolished the p37
suppressor activity not being viable. Remarkably, some of the
engineered mutations successfully uncoupled the VSR function of p37
from its particle assembly function, and such genetic uncoupling has
allowed us to find out that both are strictly required for PLPV systemic
spread in N. benthamiana. The requirement of assembled virions for
long distance movement seems to be variable in distinct Tombusviridae
and hosts (69, 85-90). A recent report on the TCV-A.
thaliana pathosystem has demonstrated the key importance of virus
particles for egress of the TCV genome from the vasculature of
systemic leaves (70). Although this question has not been specifically
tackled in this work, a similar scenario seems likely for PLPV in N.

benthamiana.

The expression of VSRs during viral infections often results in
severe damage of the host. Indeed, many VSRs were initially identified
as viral pathogenicity determinants (55, 91). The molecular bases of
such an effect might be diverse and seem mostly to be related with viral
accumulation enhancement and/or interference with silencing pathways
affecting regulation of host gene expression (55, 92, 93). Strikingly,
PLPV usually causes asymptomatic infections in their natural hosts
(Pelargonium spp.) as well as in experimental hosts, such as N.
benthamiana or Nicotiana clevelandii (58, 94). Moreover, PLPV titers

are considerably low in infected tissue (65), which could suggest that
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either the virus lacks an efficient VSR or the expression/activity of such
a VSR is modulated during infection. We have shown that PLPV p37
behaves as a strong VSR, at least in transient expression assays. Thus,
it seems more plausible that the virus has evolved strategies to minimize
the impact that its infection may have on the host because such an
impact may adversely affect virus reproduction and/or transmission.
One of these strategies may be related to the production of a single,
tricistronic sgRNA for the expression of internal and 3'-proximal genes.
As we have previously reported (51), the translation of p7, p9.7, and
p37 proteins from the sole PLPV sgRNA is accomplished through leaky
scanning processes that are facilitated by specific genomic traits (weak
context of the AUG initiation codon of the MP1 gene, non-AUG
initiation codon of the MP2 gene, and lack of AUG codons in any frame
between the initiation codons and the MP1 and CP gene). However, the
expression of the 3'-terminal gene, which encodes p37, is probably
more inefficient from the tricistronic mMRNA than, for instance, the
monocistronic sgRNA that typically directs translation of CP in
carmoviruses. Down-regulation of p37 expression through this
mechanism might contribute to alleviate potential side effects caused

by the VSR on host expression.

In conclusion, we have shown here that the PLPV p37 protein
inhibits RNA silencing and that this GW motif-containing VSR
probably exerts its action mainly through sequestration of SRNAs. The
obtained data also caution against potential misinterpretations of results
due to overlap of sequence signals related to distinct protein properties.
This is well illustrated by the GW motif mutation in p37 that
concurrently affects its nucleolar localization, its efficient interaction

with AGO1, and its sSRNA binding capability. These concomitant
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effects could have been overlooked in other GW motif-containing
suppressors, as we have exemplified with the orthologous p38 protein
of TCV. Some other interesting questions derived from the results
remain to be investigated. One of them refers to the biological meaning
of the nuclear/nucleolar localization of p37, a protein whose known
functions (RNA silencing suppression and encapsidation) are expected
to be executed essentially in the cellular cytosol. None of these
functions is apparently affected by defective nucleolar localization, as
indicated by the suppressor-incompetent, virion assembly-competent
mutant p37-W,s or the suppressor-competent, virion assembly-
incompetent mutant p37-2R:s. Such subcellular targeting could be
related to still uncovered functions of p37. On the other hand, we have
found that distinct p37 variants exhibit similar interactions with AGO1
or AGO4, irrespective of their suppressor capability. This observation
raises doubts about the significance of such interactions for the
suppressor function of p37, although the involvement of other AGO
proteins (not assayed in the present study) in anti-PLPV defense cannot
be ruled out. Further studies are being designed in an attempt to shed

new light on these outstanding issues.
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ABSTRACT

Despite replication of plus strand RNA viruses takes place in
the cytoplasm of host cells, different proteins encoded by these
infectious agents have been shown to localize in the nucleus, with high
accumulation at the nucleolus. In most cases, the molecular
determinants and/or biological significance of such subcellular
localization remain elusive. Recently, we reported that protein p37
encoded by Pelargonium line pattern virus (family Tombusviridae) acts
in both RNA packaging and RNA silencing suppression. Consistently
with these functions, p37 was detected in the cytoplasm of plant cells
though it was also present in the nucleus and, particularly, in the
nucleolus. Here, we have aimed to gain further insights into factors
influencing p37 nucleolar localization and into its potential relevance
for viral infection. Besides mapping the protein region containing the
nucleolar localization signal, we have found that p37 interacts with
distinct members of the importin alpha family -main cellular
transporters for nucleo-cytoplasmic traffic of proteins-, and that these
interactions are crucial for nucleolar targeting of p37. Impairment of
p37 nucleolar localization through down-regulation of importin alpha
expression resulted in a reduction of viral accumulation, suggesting that
sorting of the protein to the major subnuclear compartment is

advantageous for the infection process.

150



CAPITULO 2

INTRODUCTION

Viruses, as obligate intracellular parasites, must employ many
cellular resources to establish productive infections. Despite the
replication of plus strand (+) RNA viruses (either from plants or
animals) occurs in the cytoplasm of host cells, distinct proteins encoded
by these infectious agents have been reported to enter the nucleus
showing, some of them, high accumulation at the nucleolus (Hiscox
2007; Salvetti and Greco 2014; Taliansky et al., 2010). In most cases,
the biological meaning of such subcellular localization remains
obscure. Moreover, information on the structural determinants and/or
host factors that are involved in the nuclear/nucleolar targeting of the

corresponding protein is frequently scarce.

Current knowledge indicates that nucleo-cytoplasmatic
trafficking of most proteins is an active process that takes place through
the nuclear pore complex (NPC) and usually follows the classical
import pathway. In this pathway, proteins destined for transport to the
nucleus contain a so-called nuclear localization signal (NLS) within
their primary sequence that is recognized by heterodimeric nuclear-
cytoplasmic shuttling receptor consisting of importin alpha and
importin beta. Importin alpha component plays a central role as adaptor
molecule mediating interaction between the cargo and importin beta
which, in turn, facilitates passage of the cargo-importin alpha transient
complex through the central transporter of NPC (MacPherson et al.,
2015). Once inside the nucleus, some proteins remain in the
nucleoplasm whereas others associate to subnuclear bodies being the
nucleolus the most prominent one with a typical size that can reach up

to 8 um. Nucleolus has a well-known role in rRNA transcription,
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processing and ribosome biogenesis but in the last years it has been
involved in a growing number of additional functions including cell
cycle regulation, gene silencing, senescence, stress responses, and
biogenesis of multiple kinds of ribonucleoprotein (RNP) particles
(Boisvert et al., 2007; Olson and Dundr 2015; Shaw 2015). The
localization of proteins to the nucleolus has not been shown to involve
active transport mechanisms and is typically dictated by interaction
with nucleolar core components, yet in most of the cases depends on
the presence of nucleolar localization signal(s) (NoLSs) (Carmo-
Fonseca et al., 2000; Emmott and Hiscox, 2009; Martin et al., 2015).

Pelargonium line pattern virus (PLPV) is a (+) RNA virus
which belongs to a new genus —Pelarspovirus- within the broad family
Tombusviridae (Castafio and Hernandez 2005; Castafio et al., 2009;
Scheets et al., 2015). Its monopartite genome encodes five proteins,
one of which, with a molecular weight of 37 kDa (p37), has been
reported to act as both coat protein (CP) and viral RNA silencing
suppressor (VSR) (Pérez-Cafiaméas and Hernandez 2015). Analysis of
the subcellular distribution of a green fluorescent protein (GFP)-tagged
p37 transiently expressed in Nicotiana benthamiana leaves showed that
p37 localizes in the cytoplasm of plant cells (Pérez-Cafiaméas and
Hernandez 2015). However, though no NLS (nor NoLS) could be
predicted in the protein by in silico approaches, GFP-tagged p37 was
also found inside the nucleus, with preponderant accumulation at the
nucleolus. The biological implications of the nuclear/nucleolar
targeting of p37 are so far uncertain as, apparently, it does not
significantly influence either of the two identified functions of the
protein, encapsidation and RNA silencing suppression (Pérez-Cafiamas

and Hernandez 2015). Such targeting could thus be related with
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unknown roles of the protein during the infection process or,
alternatively, with some host defence mechanism aimed to reduce VSR
impact on host endogenous pathways and/or to restrict viral infection
by precluding encapsidation and antiviral silencing inhibition. Indeed,
recent results suggest that the VSR activity of PLPV must be tightly
regulated during infection as the virus is a very efficient target of RNA

silencing (Pérez-Caflamas et al., 2017).

Here we have intended to get further insights into the molecular
determinants for nuclear/nucleolar localization of PLPV p37. Firstly,
we have studied the subcellular distribution of untagged p37 in the
context of a real viral infection. Secondly, we have attempted to delimit
the boundaries of the structural motif directing p37 to nucleolus.
Thirdly, we have explored, through bimolecular fluorescence
complementation (BiFC) and RNA interference (RNAI) assays, the
potential involvement of importins alpha in nuclear/nucleolar targeting
of p37. As such participation has been confirmed, we have tackled
whether down-regulation of importins alpha, leading to impairment of
the nuclear/nucleolar targeting of p37, has any effect on virus
accumulation. On the basis of the obtained results, presumptive roles of

the subcellular partitioning of PLPV p37 are further discussed.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

N. benthamiana plants were grown from seeds in the
greenhouse, under a 16 h photoperiod and temperatures of 24 °C and 20

°C during day and night, respectively.
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DNA constructs

For PLPV inoculation, a pMOG800-based binary construct
containing an infectious cDNA flanked by the Cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S promoter and the terminator sequence of the Solanum
tuberosum proteinase inhibitor 11 gene (PoPit), was used (Castario et al.,
2009).

For protein subcellular localization assays, a pMOG800-based
binary construct containing an expression cassette with the p37 gene
either unfused or fused in frame to the 5 end of the GFP gene and
flanked by the CaMV 35S promoter and the PoPit, has been described
previously (Pérez-Cafiamas and Hernandez 2015). Selected regions of
the p37 gene were PCR amplified with KAPA HiFi DNA polymerase
(Kapa Biosystems) and suitable oligonucleotide primers to generate,
following standard cloning procedures, similar pMOG800-based
constructs for expression of truncated versions of p37 fused to the GFP.
Binary constructs for expression of fibrillarin fused to mRFP (used as
nucleolar marker) or of the tombusvirus p19 (used for VSR function in
some experiments), have been described somewhere else (Kim et al.,
2007; Martinez-Turifio and Hernandez 2009).

For BiFC assays, pROK2-sYFPN and pROK2-sYFPC-based
plasmids directing expression of the p37 fused to the N- and C-terminal
halves of the sYFP (aa 1 to 154 and 155 to 238, respectively) have been
reported previously (Pérez-Cafiamas and Hernandez 2015). Similar
pROK2-based constructs were generated for representative members of
the importin alpha family. Specifically, sequences from the five
importins alpha depicted in colours in Fig. 3A (representative of
subclades la, Ib, and Ic and clades Il and Ill, respectively) were
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retrieved from the Sol Genomics  Network  database

(http://solgenomics.net/) to design specific oligonucleotide primers that

were used to amplify the corresponding full-length genes through RT-
PCR using SuperScript 111 One-Step RT-PCR System (Thermo Fisher
Scientific) and total RNA extracts from N. benthamiana as templates.
The primers included appropriate restriction sites to facilitate cloning
of the amplified cDNA into pROK2-sYFPN and pROK2-sYFPC

plasmids.

For co-immunoprecipitation assays, the importins alpha
representatives of subclade la and clade 111 were PCR amplified from
the corresponding BiFC constructs using KAPA HiFi PCR kit (Kapa
Biosystems) and specific oligonucleotide primers derived from the 5
and 3" gene termini. The reverse primers contained 5 -extra nucleotides
encoding six His in order to fuse a His tag to the C-terminus of the gene
products. In addition, forward and reverse primers harboured proper
restriction sites to help cloning of the amplified genes into pMOG800

vector under the control of CaMV 35S promoter and PoPit terminator.

For RNAI assays, cDNA fragments were RT-PCR amplified
from conserved regions of the importin alpha genes belonging to each
phylogenetic clade/subclade (la, Ib, Ic, Il and I11). Five cDNAs were
generated using specific oligonucleotides bearing proper restriction
sites at their 5"-end which expedited their insertion into pHANNIBAL
vector (Wesley et al., 2001). After digestion with the corresponding
restriction enzymes, each DNA fragment was inserted in sense and
antisense  orientation  flanking, respectively, the pyruvate
dehydrogenase kinase intron present in pHANNIBAL vector. The
resulting hairpin expression cassettes, that included a CaMV 35S
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promoter and an A. tumefaciens octopine synthase gene terminator,
were cut out by Notl digestion and inserted into the unique Notl site of
binary plasmid pCLEAN-G181 (Thole et al., 2007). The empty
pHANNIBAL Notl cassette was also inserted into pCLEAN-G181 to
produce a control plasmid pChpEMPTY.

All constructs were routinely sequenced with an ABI PRISM
DNA sequencer 377 (Perkin-Elmer) to corroborate the validity of the
selected recombinant plasmids. The primers used to generate the

distinct recombinant constructs are listed in Supplementary Table 1.

Agrobacterium-mediated transient gene expression and

virus inoculation

Binary plasmid constructs were transformed into A.
tumefaciens strain C58C1 CH32 by the freeze/thaw shock method.
Cultures of A. tumefaciens harbouring the different Ti plasmids were
infiltrated at an ODeso Of 0.5 on the abaxial side of N. benthamiana
leaves (5 weeks old) using a 20 ml needleless syringe. When co-
infiltrating distinct bacterial cultures, equal amounts of such cultures
were mixed before infiltration (final ODsgo Of the mixed culture = 0.5).
In the case of RNAI experiments, leaves were firstly infiltrated with
importin alpha hairpin constructs (individually or combined) or the
empty control construct and, 5 d.p.if., the same leaves were
agroinfiltrated with pMOG-derived construct for expression of either
GFP-tagged or untagged p37 or for PLPV inoculation (ODsgo= 10™).
The infiltrated plants were kept under greenhouse conditions and leaf

samples were taken at distinct times after infiltration.
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Confocal microcopy

In BiFC and subcellular localization assays, GFP, mRFP or
reconstituted sYFP fluorophores of tagged proteins were monitored in
epidermal cells of N. benthamiana-infiltrated tissue at 72 h post-
infiltration using a Leica TCS SL confocal microscope with an HCX
PL APO x40/1.25-0.75 oil CS objective. GFP and sYFP fluorescence
was recorded by excitation with 488 nm argon laser line with emission
being collected through band-pass filter from 505 to 550 nm. In the case
of mRFP, excitation was performed by means of a 543-nm green-neon

laser line, and fluorescence emission was collected at 610 to 630 nm.

RNA extraction and Northern blot analysis

Total RNA preparations from N. benthamiana leaves were
obtained by phenol extraction and lithium precipitation (Verwoerd et
al., 1989). For Northern blot analysis, 4 ug total RNA was denatured
by glyoxal-dimethyl sulfoxide treatment, electrophoresed in 1%
agarose gels and blotted to nylon membranes (Hybond N+; GE
Healthcare). After UV-crosslinking, membranes were incubated at 70
°C, in the presence of 50% formamide, with a *?P-radioactive RNA
probe for detection of PLPV RNAs. Such probe was generated by in
vitro transcription of a pBluescript KS(+)-based construct containing
the PLPV p37 gene (nt 2621-3637 of PLPV genome). After
hybridization, membranes were washed at room temperature for three
times (10 min each) in 2xSSC plus 0.1% SDS, and once at 55 °C in
0.1xSSC plus 0.1% SDS.
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Semi-quantitative and RT-qPCR

Total RNA preparations with a RIN (RNA integrity number,
Agilent) equal to or greater than 7 were treated with Turbo DNase
(ThermoFisher). Assessment of down-regulation of importin alpha
gene expression in RNAI assays through semiquantitative RT-PCR was
performed as follows. One g of treated total RNA per each sample was
subjected to RT-PCR amplification with SuperScript 111 One-Step RT-
PCR System and a pair of specific primers that yielded a cDNA
embracing a region of the importin alpha gene(s) different to that cloned
into the corresponding hairpin construct(s) (Supplementary Table ).
The number of cycles for PCR amplification ranged from 20 to 30 and
simultaneous amplification of an actin gene fragment was performed as
internal control. RT-gPCR was employed in some RNAI assays to
compare viral titers and to confirm silencing of importin alpha. To this
aim, total RNA preparations, treated as indicated above, were reverse
transcribed (1 pg per reaction) with PrimeScript RT reagent kit
(Perfect Real Time, Takara) using either an oligo-dT primer (to
generate  cDNAs for subsequent PCR amplification of protein
phosphatase 2A -PP2A- gene, employed as internal control, and
importin alpha 1 gene) or, since PLPV RNAs lack a poly(A) tail at the
3’end, a combination of an oligo-dT primer and a PLPV specific primer
(to generate cDNAs for subsequent PCR amplification of PP2A gene
and of a virus genome fragment, respectively). Design of primers for
PCR was performed with Primer-Express 2.0 software (Applied
Biosystems) using the following criteria: melting temperature ranging
from 50°C to 60°C, PCR amplicon lengths of 100 to 200 bp, length of
primer sequences of 19 to 25 nucleotides, and guanine-cytosine content

of 40% to 60% (Supplementary Table I). Master mix for gPCR was
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prepared with 5x PyroTagq EvaGreen gPCR Mix Plus (ROX) (Cultek
Molecular Bioline). Three biological replicates (with three technical
replicates each) were performed for every type of sample. The PCR
reactions were run and analyzed using the ABI PRISM 7700 Sequence
detection system (Applied Biosystems Inc., Life Technologies Corp.)
and evaluation of the relative expression level of each gene was carried
out with the relative expression software tool (REST) designed by

Qiagen (Hilden, Germany).

Subcellular fractionation and Western blot analysis.

Subcellular fractionation of the leaf extracts was carried out as
described previously for Solanaceae (Sikorskaite et al., 2013). Briefly,
5 g leaf material was grinded with liquid nitrogen and the resulting leaf
powder was thoroughly mixed with 5 volumes of NIB buffer (10 mM
MES-KOH -pH 5.4-, 10 mM NacCl, 10 mM KCI, 2.5 mM EDTA, 250
mM sucrose, 0.1 mM spermine, 0.5 mM spermidine, 1 mM DTT). The
homogenate was filtered through three layers of Miracloth and the
recovered solution (initial extract, IE) was further clarified by addition
of Triton X-100 until a final concentration of 0.5 % in order to
accomplish lysis of contaminating organelles. After incubation for 20
min at 4 °C, the homogenate was centrifuged at 1,000 x g for 10 min,
the supernadant was removed (cytoplasmic fraction, Cit) and the pellet
was gently resuspended in 10 ml NIB buffer. The crude preparation of
nuclei was then loaded on a cushion formed by two layers of 2.5 M
sucrose and 60 % Percoll, respectively. Following centrifugation at
1,000 x g for 10 min, the 60 % Percoll layer, that contained most of the

nuclei, was collected and diluted with 5 volumes of NIB. After addition
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of Triton X-10 to a final concentration of 0.5 %, the sample was
incubated for 10 min at 4 °C, centrifuged at 1,000 x g for 10 min and
the resulting pellet was resuspended in 5 ml of NIB. The nuclei
preparation was then overlayed on a 35% Percoll cushion, and after
centrifugation at 1,000 x g for 10 min, the pellet was washed with NIB
and finally resuspended in nuclei storage buffer NBS (20% glycerol, 20
mM HEPES KOH, pH 7.2, 5 mM MgCI2, 1 mM DTT) (nuclear

fraction, Nuc).

For Western blot analysis, aliquots of the obtained fractions
were subjected to SDS-PAGE, transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Roche) and immunoblotted with antisera against
p37 (AS-0094, DSMZ) at 1:5,000 dilution, antibody against histone 3
(AS10710, Agrisera) at 1:6,000 dilution or antibody against UDP-
glucose pyrophosphorylase (AS05086, Agrisera) at 1:3,000 dilution.
Goat anti-rabbit HRP conjugated (AS09602, Agrisera) at 1:10,000
dilution was used as secondary antibody and immunoreactive bands
were revealed with chemiluminescence ECL Plus kit following
supplier’s recommendations (GE Healthcare). Signals were recorded by
autoradiography and quantified with the aid of a FujiFilm LAS3000

Imager.

Co-immunoprecipitation assays

N. benthamiana leaves agroinfiltrated with proper binary
constructs and collected at 3-5 d.p.if. were ground to a fine powder with
liquid nitrogen and homogenized in 4 ml/g IP buffer (50 mM Tris-HCI
pH 7.4, 100 mM KCI, 100 mM NaCl, 25 mM MgCl,, 1 pg/mi
leupeptin, 1 pug/ml aprotonin, 25 mM PMSF and one tablet of complete
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proteinase inhibidor cocktail [Roche Life Science]). Cell debris were
removed by centrifugation at 12,000 x g for 15 min at 4 °C twice and
clarified lysates were incubated with 4 pg/ml of His-probe antibody (H-
3, Santa Cruz Biotechnology) for 1 h at 4 °C and then with 100 pl/ml of
protein A/G agarose beads (Roche Life Science) for 2 h with mild
rotation. Beads were recovered by centrifugation at 500 x g and washed
six times with IP buffer for 10 min at 4 °C. Proteins were eluted of 2X
protein loading buffer buffer (1.25 M Tris, pH 6.8, 10% SDS, 80%
glycerol, 10% B-mercaptoethanol, and 0.02% bromophenol blue) after
heating at 95 °C for 3 min. Western blot analysis of protein inputs and
immunoprecipitates for detection of p37 was performed as indicated
above. His-tagged importins were detected similarly using the mouse
monoclonal His-probe antibody H-3 at 1:5,000 dilution as primary
antibody and sheep anti-mouse IgG HRP conjugated (NA931, GE
Healthcare) at 1:10,000 dilution as secondary antibody.

Phylogenetic and sequence analyses

The sequences for N. benthamiana importin alpha proteins
were retrieved from the Sol Genomics Network database
(http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl). The Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA7Y) software was used for
aligning sequences using the ClustalW algorithm and preparing the tree
(Kumar et al.,, 2016). Bootstrap values were calculated from 1,000
replicates of the tree. GenBank and Sol Genomics Network accession

numbers are indicated on the phylodendrogram.
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RESULTS

PLPV p37 produced during viral infection shows
cytoplasmic and nuclear/ nucleolar distribution paralleling that

found for transiently expressed GFP-tagged p37

The pattern of subcellular distribution of a protein may be
affected by multiple factors and can undergo substantial alterations in
response to environmental conditions (Gorner et al., 1998; Henke et al.,
2011; Noirot et al., 2014). Moreover, incorporation of a tag into a
protein may have a significant impact in protein’s actual behavior
(Bouia et al., 2001; Brothers et al., 2003; Ledent et al., 1997). As
mentioned above, previous work showed that transiently expressed
GFP-tagged p37 localized in the cytoplasm and the nucleus/nucleolus
of plant cells (Pérez-Cafiaméas and Hernandez 2015). We wondered
whether this intracellular distribution could be extrapolated seamlessly
to the unfused protein and, moreover, to that produced in the course of
a real infection. To answer this question, systemic leaves from PLPV-
infected N. benthamina plants were used as starting material to obtain
cytoplasm- and nuclei-enriched fractions. For comparison purposes, N.
benthamiana leaves were agroinfiltrated with constructs for transient
expression of GFP-tagged or untagged p37, and, three days after
infiltration (d.p.if.), this plant material was used to prepare the same
type of fractions. Western blot analysis of the obtained samples using
an antibody against UDP-glucose pyrophosphorylase (UDP,
cytoplasmic marker) and Histone 3 (H3, nuclear marker) supported the
reliability of the fractionation since the former protein was detectable
in the cytoplasmic fractions but undetectable in the nuclear ones and the

opposite was found for the latter (Fig. 1). Analysis of samples prepared
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from leaves expressing GFP-tagged p37 with a p37-specific antibody
revealed the presence of the fusion protein in both the cytoplasmic and
the nuclear fractions (Fig. 1, left panel), in agreement with the results
of confocal microscopy examinations (Pérez-Cafiamas and Hernandez
2015). Similarly, untagged p37 expressed either transiently through
agroinfiltration or during viral infection was distributed between
cytoplasmic and nuclear fractions (Fig. 1, central and right panels).
These observations further substantiated previous results on the
subcellular localization of the p37 and indicated that neither the tag nor
the context of viral infection has a significant impact on the distribution

of the protein within the cell.

GFP tagged p37 untagged p37 untagged p37
(transiently expressed) (transiently expressed) (during PLPV infection)
IE Cit Nuc IE Cit Nuc IE Cit Nuc
— — —_— - T | P37
— - —— - - — upp
— — - | H3

FIGURE 1. Analysis of p37 localization through subcellular fractionation and
Western blot analysis. Aliquots of input extracts (IE), cytoplasmic fractions
(Cit) and nuclear fractions (Nuc), were subjected to SDS-PAGE followed by
Western blot analysis using either an anti-p37 (upper row), anti-UDP (middle
row) or anti-H3 (lower row) antibody. Extracts were prepared from N.
benthamiana leaves transiently expressing a GFP-tagged p37 (left panel) or
an untagged p37 (central panel), or from systemic leaves (right panel) of
PLPV-infected N. benthamiana. Positions of p37, UDP and H3 are indicated
at the right.
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Nucleolar targeting of p37 is directed by a short stretch

of N-terminal amino acid residues

Though programs for subcellular localization prediction did not
recognize any NoLS (nor NLS) in the p37 molecule, previous
mutational analysis suggested that non-conventional NoLS(s) must be
present at the N-terminus of the protein and identified several amino
acid residues (aa) relevant for the nucleolar localization. Specifically,
alanine replacement of either two arginines at positions 15 and 16,
respectively, or of a tryptophan at position 28 in the GFP-tagged p37,
abolished nucleolar localization of the fusion protein (Pérez-Cafiamas
and Hernandez 2015) (Fig. 2A). In order to corroborate the involvement
of the N-terminal region of p37 in nucleolar targeting and to discard the
contribution of other protein segments to localization in such
subnuclear compartment, the N-terminal (aa 1-77), middle (aa 78-232)
and C-terminal (aa 233-338) domains of p37 were separately fused in
frame to GFP. The resulting recombinant proteins were transiently
expressed, along with monomeric red fluorescent protein (MRFP)-
tagged fibrillarin (used as nucleolar marker; Kim et al., 2007), in N.
benthamiana leaves via agroinfiltration. Assessment of the subcellular
distribution of the GFP-tagged proteins through confocal microscopy
showed that only that embracing the N-terminal domain retained the
nucleolar localization (p37.77:GFP in Fig. 2), confirming that this
domain contains the signal(s) that direct p37 to nucleoli. To further
delimit the p37 region that is required for nucleolar targeting, various
deletions were introduced into the N-terminal domain to create a new
series of GFP fusion proteins. These proteins included, respectively, aa
1-60, 1-45, 1-32 and 13-45 of the p37 molecule (Fig. 2). Inspection of

the subcellular distribution of the engineered proteins showed that the
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FIGURE 2. Subcellular distribution of p37-deletion derivatives with a C-terminal
GFP tag. (A) Schematic representation of PLPV p37 indicating the
boundaries of the N-terminal (Nt), middle (M) and C-terminal (Ct) domains.
Amino acid (aa) sequence of the N-terminal domain is detailed at the bottom;
the aa stretch that has been determined here as sufficient for nucleolar
localization is within a square bracket, basic aa residues are in red and aa
residues that were previously shown to be essential for nucleolar localization
of a GFP-tagged p37 (Pérez-Cafiamas & Hernandez 2015) are underlined. B)
Confocal microscopy images showing the subcellular distribution of GFP-
tagged p37 (p37:GFP) and deletion derivatives (p371-77, p3778-232, P37233-338,
p371-60, P371-45, p371-32, and p3713-45:GFP) transiently expressed in N.
benthamiana cells. The GFP-tagged proteins were expressed along with an
mRFP-tagged fibrillarin (Fib-mRFP, nucleolar marker). Micrographs of the
first column (starting from the left) show a general view of GFP-derived
fluorescence in epidermal cells expressing the distinct proteins. Micrographs
of the second and third columns show close-up view of GFP- and mRFP-
derived fluorescence, respectively, in individual cells and micrographs of the
fourth column show merged images of GFP and mRFP signals in such
individual cells. The nucleus (N) is marked by an arrow in fourth column
panels. The inset scale bar corresponds to 10 um in all panels.

stretch harbouring the most N-terminal 45 aa was sufficient for
nucleolar localization (p37:.45:GFP in Fig. 2B). Additional deletions of
N-terminal (p3713.45:GFP) or C-terminal (p371.3:GFP) amino acids led
to nucleolar exclusion (Fig. 2B). Collectively, the results allowed us to
delimit the NoLS-containing region of p37 to the first N-terminal 45 aa
which, moreover, was consistent with previous outcomes with p37

mutants (Pérez-Cafiaméas and Hernandez 2015).

PLPV p37 interacts with distinct importins alpha

As indicated above, nucleo-cytoplasmatic trafficking of
proteins takes place through the NPC and usually follows the classical
import pathway in which members of importin alpha family play a
central role. In N. benthamiana, this family is composed by fourteen

members that can be grouped in three major phylogenetic clusters (1, 11
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and Ill), the first of which can be further subdivided into three
subclusters (la, Ib, Ic) (Fig. 3A). In order to assess whether p37
importins alpha are able to recognize p37 to mediate its transport to the
nucleus and, in turn, the nucleolus, we explored, through BiFC assays,
potential interactions between p37 and representatives of the distinct
clusters/subclusters of importin alpha family. To this end, constructs for
transient expression of five different importins alpha (belonging to
subclusters la, 1b and Ic, and clusters Il and 111, respectively) fused to
the N- or C-terminal part of the superyellow fluorescent protein (SYFP)
were generated. These constructs were used in proper combinations
with others allowing transient expression of p37 fused to the N- or C-
terminal part of sYFP (Pérez-Cafiamas and Hernandez 2015). N.
benthamiana cells co-expressing sYFPN-p37 and any of the sYFPC-
importin alpha members showed clear sYFP-derived fluorescence
indicating reconstitution of the fluorophore and, thus, demonstrating
that p37 is able to interact with members of the importin alpha family
included into distinct clusters/subclusters (Fig. 3B). Similar results
were obtained with reverse protein combinations, i.e., when sYFPC-
p37 was co-expressed with any of the sYFPN-importin alpha fusion
proteins (data not shown). Moreover, control experiments in which the
distinct fusion proteins were co-expressed with unfused sYFP halves
(example in row F of Fig. 3B) did not result in any significant
fluorescence, reinforcing the validity of detected interactions.
Interestingly, in most cases the fluorescence was essentially localized
in the nucleus and particularly concentrated at the nucleolus suggesting
that the interaction between the two partners, p37 and importin alpha of
any type, mostly occurs and/or is maintained in this subnuclear body.
The only exception corresponded to the importin alpha representative
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of clade 111 for which the interaction with p37 was detected not only in
the nucleus and nucleolus, but also in the cytoplasm (row E in Fig. 3B).
In addition, the latter interaction was apparently weaker than that
observed with the remaining importins alpha included in the study,
though reconstituted fluorescence was clear when compared with the
results of negative controls (images of row E versus that of row F in
Fig. 3B).

Besides the BiFC approach, a co-immunoprecipitation assay
was performed to further corroborate the interaction of p37 with
importin alpha of clade Ill. To this aim, the importin alpha
representative of clade Il and also that of subclade la, used as positive
control, were fused in frame to an histidine (His) tag and transiently
expressed in N. benthamiana leaves along with p37. After protein
extraction, immunoprecipitates were obtained using an antibody against
the His tag. Western blot analysis with the anti-His antibody revealed
the presence of importins alpha of clade Il and subclade la in the
corresponding immunoprecipitates, as expected (Fig. 3C, upper
panels). Remarkably, p37 was also present in those
immunoprecipitates, confirming the interaction between both types of
proteins as showed by the BiFC assays (Fig. 3C, lower panels). No p37
was detected when neither importin alpha was included in the input
extracts supporting the reliability of the immunoprecipitation procedure
(Fig. 3C). Collectively, the results of this section indicated, on one side,
that p37 is able to interact with members of all groups of importin alpha
family, and, on the other, that such interaction takes place mainly at the
nucleus and, especially, at the nucleolus. It is worth mentioning that
mRFP-tagged importin alpha proteins, at least those corresponding to

the representative members of subclades la and Ib (also annotated as
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FIGURE 3. Analysis of potential interaction(s) between p37 and representative
members of importin alpha family through BiFC and co-
immunoprecipitation assays. A) Phylogenetic tree of the fourteen members
of importin alpha family encoded by N. benthamiana. Alignments were made
using ClustalW and the trees was generated by neighbor-joining (N-J) method
using complete deletion treatments with MEGA7. Numbers at branches show
the percentage bootstrap support (if >50 %) for 1,000 replicates. The scales
indicate JTT amino acid distances. Phytophthora infestans importin alpha
was used as outgroup. Numbers represent accessions from the Sol genomics
database and GenBank accession numbers. The layout of the tree was
essentially identical to that obtained by Lukhovitskaya et al., (2016) with
sequences retrieved from Sol Genomics Network though, in the present case,
an updated version of the database has been used for phylogenetic analysis.
Importins alpha employed in this study as representatives of clade I, Il and
111, respectively, are denoted in red, green and blue. B) p37 and importin alpha
molecules were tagged at their N-terminus with sYFP halves (sYFPN and
SYFPC) and transiently co-expressed in N. benthamiana leaves to study
protein-protein interactions through a BIiFC assay. An mRFP-tagged
fibrillarin (Fib-mRFP), employed as nucleolar marker, was also co-expressed.
Confocal laser-scanning microscopy was used for the observation of
fluorescence at 3 d.p.if. For each protein combination, micrographs at the left
show a general view of YFP-derived fluorescence in epidermal cells (inset
scale bar, 10 um). Micrographs of the second and third columns show close-
up view of YFP- and mRFP-derived fluorescence, respectively, in individual
cells and micrographs of the fourth column show merged images of YFP and
mRFP signals in such individual cells (inset scale bar, 10 pum). The nucleus
(N) is marked by an arrow in fourth column panels. A negative control
combination (sYFPN:p37 plus sYFPC) is displayed in row F. Equivalent
images were obtained with the reverse combinations (YFPC:p37 co-
expressed with sYFPN-tagged importins alpha) (data not shown). C) Western
blot analysis of protein preparations. Importin alpha molecules of clade 11
and subclade la were fused at their C-terminus with an His-tag and expressed
in N. benthamiana leaves either alone or in combination with p37. Input
protein extracts (left panel) or immunoprecipitates (IP) (right panel) obtained
with anti-His antibody were subjected to Western blot (Whb) analysis using
either an anti-His antibody (for detection of importins alpha; upper blots) or
an anti-p37 antisera (for detection of p37; lower blots).

importin alpha 1 and 2, respectively; Fig. 3), have been shown to have
a nuclear localization with high accumulation at the nucleolus
(Kanneganti et al., 2007) and, thus, the distribution pattern of the
interaction of p37 with importins alpha reproduces that of the latter

ones.
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Down-regulation of importins-alpha through RNAI

severely impairs nucleolar localization of p37

In the light of the results from BiFC assays, we wondered
whether importins alpha could be one of the key host factors
determining localization of p37 at the nucleolus. To answer this
question, we down-regulated the expression levels of importins alpha
using an RNAI approach. More specifically, we designed five binary
constructs with expression cassettes that, after delivery via
agroinfiltration into plant leaves, would yield hairpin transcripts able to
impair expression of importins alpha included in clades/subclades I,
I, la, Ib and Ic, respectively, through RNA silencing. The gene
segments for RNAI constructs of each importin alpha clade/subclade
were carefully selected from specific gene regions to reasonably ensure
silencing of members belonging to a given phylogenetic
group/subgroup and not to other groups/subgroups. N. benthamiana
leaves co-infiltrated with a mixture of Agrobacterium tumefaciens
strains transformed with each of these constructs showed reduced
accumulation of the distinct importin alpha members as it could be
corroborated by semi-quantitative reverse transcription (RT)-PCR
assays (Fig. 4A). When the RNAI constructs were assayed separately,
reduction in expression levels induced by each RNAI construct was
found to be clade-specific, as desired, though some cross-target
silencing was observed for members of subclades within clade | (e.g.
Fig 4B), most likely dictated by their high sequence conservation.
Despite such cross-reaction, employment of all three subclade
constructs was considered useful in the following assays, on one side,

because they could reinforce silencing of importins alpha of clade |
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FIGURE 4. Effect of silencing of importins alpha on the nucleolar localization of
p37. N. benthamiana leaves were agroinfiltrated with RNAI constructs to
direct silencing of importins alpha included in clades/subclades 11, 111, la, Ib
and/or Ic. Leaves agroinfiltrated with an empty RNAI vector were used as
controls. A) Semiquantitative RT-PCR to corroborate the reduction of
importin alpha transcript levels in leaves agroinfiltrated with a mixture of
RNAI constructs designed to silence importins alpha belonging to all
clades/subclades (lanes “Imp ™) in comparison to leaves agroinfiltrated with
an empty RNAI vector (lanes “Empty). B) Semiquantitative RT-PCR to
assess transcript levels of importins alpha of the different clade/subclades in
leaves agroinfiltrated with the RNAI construct designed to silence importins
alpha belonging to subclade la (lanes “Imp o 1a”) in comparison to leaves
agroinfiltrated with an empty RNAI vector (lanes “Empty”). In both panels,
A and B, Samples for analysis were collected at 5 d.p.if. and the transcript
accumulation levels of importins alpha of the distinct clades/subclades were
evaluated using appropriate pairs of primers. C) At the top, representative
confocal microscopy images showing the intracellular distribution of
transiently GFP-tagged p37 in plant cells in which expression of all importins
alpha was either impaired (RNAi-Imp o) or not impaired (RNAi-Empty).
Fluorescence was visualized 72 h after agroinfiltration of the GFP-tagged p37
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construct. Images corresponding to plant cells depleted for importins alpha of
the different clades/subclades or depleted simultaneously for all of them were
taken to estimate the percentage of cells in which p37 showed a nucleolar
localization. The average number of cells included for counting was of 60 and
the calculated percentages are shown in the table at the bottom.

when combined and, on the other, because they could provide results

that should be comparable each other when used individually.

Analysis of the subcellular distribution of transiently expressed
GFP-tagged p37 in plant cells with reduced expression of importins
alpha of the different clades/subclades showed substantial loss of
nucleolar localization (Fig. 4C). Nucleolar localization of p37 reached
percentages as low as 28 % when all importins alpha were
simultaneously silenced, which contrasted with the total lack of p37
nucleolar exclusion in leaves agroinfiltrated with an empty RNAI vector
used as negative control for importin alpha silencing (Fig. 4C).
Underlining the specificity of the assay, nucleolar localization of
MRFP-tagged fibrillarin was not affected by importin alpha depletion
(Fig. 4C and data not shown), in agreement with previous results
showing that targeting of fibrillarin to the nucleus/nucleolus was
independent of, at least, importins alpha 1 and 2 (Kanneganti et al.,
2007). Collectively, the results strongly supported that importins alpha

play an essential role in the nucleolar targeting of p37.

Impairment of importin alpha expression correlates with

decreased accumulation of PLPV at early stages of infection

As shown above, depletion of importins alpha negatively affected the

nuclear/nucleolar localization of p37. To assess whether such depletion
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had also an impact on the progress of viral infection, the RNAi approach
was once more employed to silence importins alpha. The importin
alpha-silenced leaves, along with mock agroinfiltrated controls, were
inoculated with PLPV. Leaves were collected at 1, 2, 3, and 7 days post-
inoculation (d.p.i.) and subjected to Northern blot analysis to check
PLPV accumulation. The results showed a notable decrease in viral
titers in the importin alpha-silenced leaves with regard the non-silenced
controls at early times of infection (compare signal intensities in lanes
b and c with those of lanes f and g, respectively, in Fig. 5A). Such
decrease was no longer evident at 7 d.p.i., a time point in which the
virus had apparently reached saturating levels in either sample (lanes d
and h in Fig. 5A). Quantitative RT-PCR (RT-gPCR) performed on
samples collected at two time points, 3 and 7 d.p.i., corroborated, on
one side, the efficient importin alpha silencing driven by the RNAI
approach (Fig. 5B, right panel), and, on the other, the significant
reduction of PLPV accumulation in importin alpha-silenced versus
non-silenced leaves at 3 d.p.i. (Fig. 5B, left panel). As could be inferred
by the Northern blot analysis, RT-qPCR data indicated that differences
in viral accumulation were not significant at 7 d.p.i., suggesting that the
virus overcomes the detrimental effect caused by importin alpha down-
regulation at later stages of infection (Fig. 5). We tried to complement
the results of the RNAI approach through a Tobacco rattle virus (TRV)-
based virus induced gene silencing (VIGS) assay (Bachan and Dinesh-
Kumar 2012). However, TRV infection of N. benthamiana plants
initiated with a TRV vector either empty or with importin alpha gene
fragments, precluded subsequent PLPV infection in local and/or
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FIGURE 5. Importin alpha depletion negatively affects in vivo PLPV
accumulation. N. benthamiana leaves were agroinfiltrated with an RNAI
empty construct (mock control) or with mixture of RNAI constructs to direct
silencing of all importins alpha. Five days after infiltration (d.p.if.), the same
leaves were agroinoculated with a full-length cDNA clone of PLPV. Leaf
samples were harvested at different days after virus inoculation (d.p.i.). A)
Northern blot analysis for PLPV detection in samples collected at 1, 2, 3, and
7 d.p.i. from either mock controls (lanes a-d) or importin alpha-silenced
leaves (lanes e-h). The positions of the genomic (g) and subgenomic (sg)
RNAs of PLPV are indicated at the right. Note that the virus was barely
detectable at 1 d.p.i. in either case because its low accumulation levels.
Ethidium bromide staining of rRNAs is shown below the blots as loading
control. Discontinuous lines indicate lanes that were not contiguous in the
original gel. B) RT-gPCR to estimate relative PLPV accumulation (left
panel) and relative levels of importin al transcripts (right panel) at 3 and 7
d.p.i. In B and C, bars depict standard deviations from three independent
biological replicates.
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systemic leaves (data not shown) suggesting that TRV multiplication
outcompetes that of PLPV. Though this prevented us from using a
VIGS assay to assess the potential relevance of importins alpha in the
biological cycle of PLPV, the results of the RNAI approach were clear
and showed that impairment of importin alpha expression adversely
affects PLPV accumulation. As such impairment hampered nucleolar
localization of p37 (Fig. 4), a correlation between the loss of p37

nucleolar targeting and a decrease in PLPV titers could be established.

DISCUSSION

In this work, we have obtained new and relevant insights into
determinants for nucleolar localization of PLPV p37, a viral protein
with a dual role as CP and VSR. In the first place, we have delimited
the NoLS-containing region to the most N-terminal 45 amino acid
residues. Systematic analysis of confirmed NoLSs has revealed a great
sequence diversity which makes NoLSs particularly difficult to predict.
Despite such difficulty, some common traits can be noticed that are also
shared by the p37 NoLS including an N-terminal location and a
considerable enrichment in basic amino acids (Fig. 2) (Martin et al.,
2015; Scott et al., 2010). As stated previously (Pérez-Caflamas and
Hernandez 2015), the NoLS-containing region of p37 is also involved
in other relevant properties of the protein such as the capacity to bind
small RNAs, which is essential for its VSR function. In addition, it
forms very likely part of the so-called RNA binding domain that has
been proposed to directly interact with viral SSRNA for virion formation
in related CPs (Sit and Lommel 2015; Rao et al., 2006). These

observations emphasize once more the high overlap of motifs involved
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in different functional traits of p37, as we stressed in a previous study

(Pérez-Cafiamés and Hernandez 2015).

Besides delineating the NoLS-containing region, we have
obtained results supporting that subcellular localization of p37 is not
affected either by its fusion to a tag or, more importantly, in the context
of a real infection. This is not a trivial issue as cellular
compartmentalization of a protein —either viral or cellular- may undergo
relevant alterations during cell cycle or under different environmental
conditions, all the more is this the case when an active process of viral
infection is ongoing (Drissi et al., 2013; Alexander and Cilia 2016). The
presence of other PLPV proteins besides p37, the complex network of
interactions that can be established between them and host proteins and
the profound effects that a replicating virus may have on host cellular
functions might have resulted in significant discrepancies in the
subcelullar localization of a transiently expressed GFP-tagged protein
and that produced during a genuine viral infection process, and our

results have ruled out that possibility.

We have also shown that p37 is able to interact with different
members of the importin alpha family and, moreover, that such
interaction most likely dictates the nucleolar localization of the viral
product. These observations suggest that the protein has evolved the
mechanisms to ensure its nuclear/nucleolar import regardless changes
in the level of a specific type of importin alpha. Such redundancy in the
nuclear traffic of viral proteins is not unusual and has been reported
previously for proteins encoded by animal, fungi as well as plant viruses
such as the TGB1 of a pomovirus whose nuclear/nuclear localization
was affected by knockdown of two distinct importins alpha (Kanneganti
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et al., 2007; Konig et al., 2010; Lukhovitskaya et al., 2015; Melen et
al., 2003; O’Neill et al., 1995; Smith et al., 1997). In addition, we
cannot completely discard the involvement of other nuclear import
pathways, besides the classical importin alpha/importin beta pathway,
in the nuclear/nucleolar targeting of p37. Indeed, though the presence
of the protein in the nucleolus was strongly reduced by down-regulation
of importins alpha, a non-negligible amount of the protein was still
evident in the nucleoplasm of cells that showed nucleolar exclusion of
p37 (Fig. 4B), suggesting that mechanisms distinct from those
involving importin alpha may contribute somehow to the nuclear

sorting of p37.

The ultimate reasons of the nucleolar (and/or nuclear) targeting
of p37 remains elusive as occurs with other proteins that show this
subcellular localization. Previous work showed that it was not strictly
required for either the encapsidation or the VSR function of PLPV p37
(Pérez-Cafiamas and Hernandez 2015) but here we have shown that
impairment of such localization through importin alpha knowdown
negatively affects viral accumulation. Several scenarios can be
envisioned to explain these observations. Firstly, it is possible that
importin alpha-mediated transport of p37, the most abundantly
produced viral protein during PLPV infection, significantly interferes
with the conventional pathway for cytoplasmic-nuclear shuttling of host
proteins, thus changing cellular homeostasis to favor the infectious
process. Alternatively, p37 confinement in the nucleolus might help to
regulate viral protein ratios, an essential issue for virus survival
(Castafio et al., 2009). This compartmentalization based-regulation
could rely just on the removal of part of p37 molecules from the

cytoplasm to maintain the required protein amounts in this cellular
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compartment -where PLPV replication cycle takes place-, with the
nucleolus functioning as a kind of p37 garbage disposal or even more
actively contributing to p37 turnover. With regard to the latter, it is
interesting to mention that a proteosome-independent pathway for
protein degradation has been reported in the nucleolus of animal cells
(Tao et al., 2013), and the existence of a similar pathway in plant cells
cannot be completely ruled out. Finally, the presence of p37 in the
nucleolus could be related with an unknown function of the protein
aimed to manipulate host nucleolar processes for virus own benefit such
as, for instance, RNA silencing or ribosome biogenesis. The
recruitment of some nucleolar component(s) by p37 that might be
essential for PLPV biological cycle can neither be excluded. In this
connection, one of the few plant viral proteins for which a biological
significance of its nucleolar localization has been advanced is that
encoded by the ORF3 of an umbravirus (Groundnut rosette virus), a
type of plant RNA virus that does not produce a CP and that also
belongs to family Tombusviridae. The umbravirus ORF3-encoded
product is involved in virus long-distance movement and has been
proposed to hijack and relocalize fibrillarin from the nucleolus to the
cytoplasm to participate in formation of viral RNPs. These RNPs
protect viral RNAs and move through the floem, determining the ability
of umbravirus to cause systemic infection (Kim et al., 2007).
Interactions of some additional plant virus proteins (or RNAs) with
fibrillarin and/or with other nucleolar components have been reported
though their precise role during viral infectious cycle is mostly unclear
(Jiang et al., 2009; Rajamaéki et al., 2009; Semashko et al., 2012; Shaw
etal., 2014; Zheng et al., 2015). More investigation is being carried out
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in an attempt to gain further insights into the precise biological meaning

of the nucleolar localization of PLPV p37.
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Dicing versus slicing for antiviral defense in
plants: the case of Pelargonium line pattern

virus ?

ABSTRACT

In plants, RNA silencing functions as a potent antiviral
mechanism. Virus-derived double-stranded RNAs (dsRNAS) trigger
this mechanism, being cleaved by Dicer-like (DCL) enzymes into virus
small RNAs (vsRNAs). These vsRNAs guide sequence—specific RNA
degradation upon their incorporation into an RNA-induced silencing
complex (RISC) that contains a slicer of the Argonaute (AGO) family.
Host RNA dependent-RNA polymerases, particularly RDRS6,
strengthen antiviral silencing by generating more dsRNA templates
from RISC-cleavage products that, in turn, are converted into secondary
vsRNAs by DCLs. Previous work showed that Pelargonium line pattern
virus (PLPV) is a very efficient inducer and target of RNA silencing as
PLPV-infected Nicotiana  benthamiana  plants  accumulate
extraordinarily high amounts of vsRNAs that, strikingly, are
independent of RDR6 activity. Several scenarios may explain these
observations including a major contribution of dicing versus slicing for
defense against PLPV, as the dicing step would not be affected by the
RNA silencing suppressor encoded by the virus, a protein that acts via
VSRNA sequestration. Taking advantage of the availability of lines of
N. benthamiana with DCL or AGO2 functions impaired, here we have

2 To be submitted (Authors: Miryam Pérez-Cafiamas, Elizabeth Hevia, Katerina
Katsarou, Carmen Hernandez).
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tried to get further insights into the components of the silencing
machinery that are involved in anti PLPV-silencing. Results have
shown that DCL4 and, to lesser extent, DCL2 contribute to restrict viral
infection. Interestingly, AGO2 apparently makes even a higher
contribution in the defense against PLPV, extending the number of
viruses that are affected by this particular slicer. The data support that
both dicing and slicing activities participate in the host race against
PLPV.

INTRODUCTION

Viruses must evade the defense mechanisms of the host in order
to establish a productive infection. In plants, one of the main defense
responses against both DNA and RNA viruses is that based on RNA
silencing (Csorba et al., 2009). This response is triggered by double-
stranded (ds) RNAs that, in the case of RNA viruses, may correspond
to viral replication intermediates (generated by the viral RNA
dependent-RNA polymerase, RDR) or to highly-structured regions of
the viral genome (Ding, 2010). These dsSRNAs are recognized by RNase
Il type enzymes, called Dicer- like (DCL), that cleave them into
primary small RNAs (sSRNAs) of 21-24 nt (Ding and Voinnet, 2007;
Llave, 2010). One strand of the small duplex is incorporated into an
RNA silencing induced complex (RISC) whose effector component is
an endonuclease of the Argonaute (AGO) family (Carbonell and
Carrington, 2015; Mallory and Vaucheret, 2010). The sRNA guides
RISC to cognate RNA usually leading to its degradation through AGO-
mediated slicing (Baulcombe, 2005) Host RDRs may participate in the
generation of the initial dsSRNA triggers and are also involved in the

amplification of the silencing process by catalyzing sRNA-primed
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generation of new dsRNAs from RISC-cleaved (or other aberrant)
products that, in turn, are converted into secondary sRNAs by DCLs
(Wassenegger and Krczal, 2006). Besides the involvement of SRNAs in
cell autonomous silencing, these small molecules can move both short
and long distances and thereby also trigger non-cell autonomous local

and systemic silencing (Pyott and Molnar, 2015).

Studies mainly performed with the model organism
Arabidopsis thaliana have shed light on the particular silencing
components that participate in antiviral defence. Among the four DCLs
encoded by this plant species (DCL1-4), three of them, DCL4, DCL2
and DCL3, seem to function in a hierarchical fashion to yield viral
sRNAs (vsRNASs) of 21, 22 and 24 nt, respectively (Blevins et al., 2006;
Deleris et al., 2006; Liu et al., 2009). Concerning AGO and RDR
proteins, A. thaliana encodes ten distinct AGOs and six different RDRs,
with AGO1, AGO2 and RDR®6 being particularly important in the fight
against viruses (Diaz-Pendon et al., 2007; Harvey et al., 2011; Morel et
al.,, 2002; Qu et al., 2008). The identity of the host components
participating in antiviral silencing in other plant species has been
comparatively less well explored (Pumplin and Voinnet, 2013).

In order to survive, viruses have developed strategies to
counteract antiviral silencing, prominent among which is the
production of proteins, called viral suppressors of RNA silencing
(VSRs), that interfere at different stages of the silencing pathway
(Pumplin and Voinnet, 2013). For instance, a common strategy adopted
by many unrelated VSRs consists on SRNA binding which will impair
both RISC loading and amplification of silencing, thus weakening host
defense (Lakatos et al., 2006; Mérai et al., 2006; Vargason et al., 2003;
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Ye et al., 2003). Long dsRNAs may be also targets of VSRs as well as

protein components of the silencing machinery (Csorba et al., 2015).

From a theoretical point of view, dicing would be sufficient to
clear or diminish virus accumulation in infected cells. Upon onset of an
active infection, vsRNAs are both generated and used to target viral
RNAs leading, as mentioned above, to their degradation. However, if
the infection can be adequately controlled, the necessity to sort viral
vSRNAs into RISC might conceivably become less critical. Indeed,
dicing, rather than slicing, has been reported to play a main role in the
latency of some animal viruses in persistently infected cells (Flynt et
al., 2009). In the case of plant viruses, the mere existence of antiviral
RISCs was also a matter of debate for some time (Ding and Voinnet
2007), though the debate has largely been settled once the first
evidences of vsSRNA-RISCs were obtained (Omarov et al., 2007,
Pantaleo et al., 2007). Nevertheless, the possibility of Dicer-mediated
processing of viral dSRNAs being enough to impede multiplication of,
at least, some plant viruses cannot be completely ruled out, particularly
in the case of viruses with lifestyles that present resemblances with

those of persistent viruses (Roossinck, 2010).

Pelargonium line pattern virus (PLPV) is the type member of
the new genus Pelarspovirus in the family Tombusviridae (Scheets et
al., 2015). PLPV possesses a single-stranded positive RNA genome of
about 4 kb that encodes two proteins involved in replication (p27 and
p87), two small movement proteins (p7 and p9.7) and a protein (p37)
that acts as both coat protein (CP) and VSR (Castafio and Hernandez,
2005; Castafio et al., 2009; Pérez-Cafiamas et al., 2015). Recently, we
have shown that Nicotiana benthamiana plants infected by PLPV
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accumulate the highest percentage of vsRNASs reported so far for a plant
virus (90% of vsRNAs with regard total RNAs), which illustrates the
strong defense that the host deploys against the virus. Such strong
antiviral silencing was proposed to be a key factor in determining the
low viral titers that characterize PLPV infections that, moreover, use to
be asymptomatic (Pérez-Cafiamas et al., 2017). It was also suggested
that the elevated amount of vsRNAs could reflect the importance of
dicing versus slicing in anti-PLPV host response, particularly taking
into account that the PLPV-encoded VSR exerts its action mainly
through vsRNA sequestration (Pérez-Cafiaméas and Hernandez, 2015)
which would prevent RISC assembly (and thus slicing). Reinforcing
this possibility, the amount of vsRNAs detected in PLPV-infected N.
benthamiana was independent from RDR6 activity which could be
influenced by the absence of AGO-cleaved RNAs that serve as RDR
substrates. Here we have pursued to assess the relative contribution of
DCL and AGO proteins in anti-PLPV silencing. To this aim, we have
used N. benthamiana plants with DCL or AGO functions impaired
either by downregulation of expression through an RNA silencing (also
called RNA interference, RNAI) approach (DCL1-4) or by protein
inactivation through a CRISPR/Cas9 strategy (AGO2) (Dadami et al.,
2013; Katsarou et al., 2016; Ludman et al., 2017). Results have shown
that DCL4 and, to lesser extent, DCL2 contribute to restrict viral
infection. Interestingly, AGO2 was also found to be a key factor in the
host defense against PLPV, highlighting the importance of slicing in
anti-PLPV silencing on one side, and extending the number of viruses
that are affected by this particular slicer on the other. Taken together,
the data support that both dicing and slicing activities participate in the
host race against PLPV.
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MATERIAL AND METHODS
Plant material and viral inoculation

Different lines of N. benthamiana plants were used for PLPV
inoculation: i) wild- type (wt) N. benthamiana, ii) N. benthamiana
transgenic plants in which the different DCL genes were down-
regulated, either individually or in double or triple combinations, by
expressing hairpin constructs (lines DCL1.13i, DCL2.11i, DCL3.10i,
DCL4.9i, DCL2/4.5i, and DCL3.10 x 2/4.5i, that corresponds to the
heterozygous progeny that results from crossing DCL3.10i as a female
and DCL2/4.5i as a male) (Dadami et al., 2013; Katsarou et al., 2016)
and, iii) N. benthamiana transformant line with a CRISPR/Cas9
modified AGO?2 allele leading to dysfunctional AGO2 protein (Ludman
et al., 2017). All plants were grown until four-to-six leaf stage under
greenhouse conditions (16 h days at 24 °C, 8 h nights at 20 °C) and then

mock or virus-inoculated (see below).

Virus inoculation

N. benthamiana plants were agroinoculated with binary
plasmids containing either a wt PLPV cDNA or a mutated PLPV cDNA
(hereinafter PLPV-mutp37) carrying three nucleotide replacements in
the p37 gene leading to an aminoacid (aa) substitution (W28A). As
described previously (Pérez-Cafiamas and Hernandez, 2015), such aa
substitution affects a GW motif in p37 that is critical for its VSR
function but not for its encapsidation function. In the mentioned
plasmids, that are based on the binary vector pMOG800 (Castafio et al.,
2009), the PLPV cDNA is flanked by the Cauliflower mosaic virus 35S
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promoter and the terminator sequence of the Solanum tuberosum
proteinase inhibitor Il gene. The plasmids were used to transform
Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 CH32 by freeze/thaw shock
method. Cultures of A. tumefaciens harbouring the corresponding
plasmid were infiltrated at an ODggo OF 0.5 on the abaxial side of N.
benthamiana leaves (two leaves per plant) using a 20 ml needleless
syringe. Mock inoculated plants were used as controls. All inoculated
plants were kept under greenhouse conditions. Local leaves were
collected at 7 days post-inoculation (d.p.i.) and systemic leaves at 42
d.p.i. Plant batches for each experiment included 4-6 plants and

experiments were repeated at least three times.

Analysis of viral infection through Northern blot and

tissue printing hybridization

Total RNA preparations from N. benthamiana leaves were
obtained by phenol extraction and lithium precipitation (Verwoerd et
al., 1989). For Northern blot analysis, 4 ug of total RNA were denatured
by glyoxal-dimethyl sulfoxide treatment, electrophoresed in 1 %
agarose gels and blotted to nylon membranes (Hybond N+, GE
Healthcare). For tissue printing hybridization, stems or leaf blades were
directly imprinted onto nylon membranes. After UV-crosslinking,
membranes were incubated with a 2P-radioactive RNA probe for
detection of PLPV RNAs. Such probe was generated by in vitro
transcription of a pBluescript KS(+)-based construct containing the
PLPV p37 gene (nt 2621 to 3637 of PLPV genome). Hybridization
signals were visualized by autoradiography or with a Phosphorimager
(Fujifilm FLA-5100).
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RESULTS

DCL4 and, to lesser extent, DCL2 are the main DCL

players in N. benthamiana anti-PLPV defense

As A. thaliana, N. benthamiana encodes four DCL-type
RNases (Nakasugi et al., 2013). Previous characterization of vsRNASs
in PLPV-infected N. benthamiana plants showed that those of 21 and
22 nt are the most abundant ones in the vsRNA population with
percentages of 41.65% and 32.90%, respectively, while the fraction of
VSRNAs of 24 nt is much lower (0.82%) as well as those of other size
classes (Pérez-Cafiamas et al., 2017). These results suggested a main
involvement of DCL4 and DCL2 in anti-PLPV silencing as reported in
other plant-virus combinations (Deleris et al., 2006; Donaire et al.,
2008; Garcia-Ruiz et al., 2010). In order to confirm, or refute, this
possibility, we used a genetic approach by taking advantage of the
recent creation of a collection of N. benthamiana transgenic lines in
which the different DCL genes were downregulated, either individually
or in combinations, through an RNAI approach (Dadami et al., 2013;
Katsarou et al., 2016). This collection included either single DCL RNAI
lines (henceforth DCLLi, DCL2i, DCL3i or DCL4i) or double
(DCL2/4i) and triple (DCL2/3/4i) DCL RNAIi combinations. As the
presence of an active VSR may mask the effect of silencing components
involved in the host defense against a virus (Garcia-Ruiz et al., 2010;
Ludman et al., 2017), we employed a VSR-deficient PLPV mutant,
PLPV-mutp37, to study the influence of DCL downregulation on the
progression of PLPV infection. This mutant carried the W28A aa
replacement in p37 that impaired its VSR activity but preserved its

packaging function (Pérez-Cafiaméas and Hernandez, 2015). Inoculation
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of wt N. benthamiana plants with this PLPV mutant and analysis of
viral infection by Northern blot hybridization showed that viral
accumulation was barely detectable at 7 d.p.i. in local leaves, in
agreement with previous results (Pérez-Cafiaméas and Hernandez, 2015)
(Fig. 1A, lanes 4-5). Consistently with this deficient local infection,
analysis of the inoculated plants at 42 d.p.i. revealed that the mutant

virus was unable to become systemic (Fig. 1B).

In contrast with the results obtained in wt N. benthamiana
plants, local leaves of several DCL RNA. lines inoculated in parallel
with PLPV-mutp37 exhibited from moderate to elevated virus
accumulation levels. In single DCL RNA. lines, the higher increase was
observed in DCLA4i line whereas a modest increase was recorded in the
DCL2i line (Fig. 1A, lanes 13-14 and 8-9, respectively). PLPV-mutp37
accumulation in DCL1i or DCL3i lines (Fig. 1B, lanes 6-7 and 10-11,
respectively) was very low and comparable to that detected in wt N.
benthamiana (lanes 4-5) (Fig. 1A). The augmentation of PLPV-mutp37
titers was also remarkable in double DCL2/4 and triple DCL2/3/4 RNAI
lines (Fig. 1A, lanes 14-17); indeed, it was frequently higher than that
recorded in DCL4i or DCL2i lines (Fig. 1A and data not shown),
pointing to an additive effect of the DCLs involved in anti-PLPV
silencing. Nevertheless, titers of PLPV-mutp37 in local leaves of single,
double or triple DCL RNA. lines were below those reached by wt PLPV
in local leaves of wt N. benthamiana (Fig. 1A, lanes 2-3), indicating
that downregulation of DCLs may compensate, though not totally, the
absence of VSR activity in the virus. In line with this view, the VSR-
deficient PLPV was not detected in systemic leaves of any of the DCL
RNA. lines, while the wt virus became systemic in all inoculated wt N.

benthamiana plants (Fig. 1B).
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FIGURE 1. Accumulation of a VSR-deficient PLPV mutant in lines of N.
benthamiana with downregulated DCL content. PLPV-mutp37 was
agroinoculated in wt and in single (DCL1-4), double (DCL2/4) and triple
(DCL2/3/4) RNAI lines and local and systemic leaves were harvested at 7
d.p.i and 42 d.p.i, respectively, for further analysis. For comparison purposes,
wt PLPV was inoculated in parallel on wt N. benthamiana plants and local
and systemic leaves were collected at the same times. A) Northern blot
analysis of local leaves of different N. benthamiana lines (as shown above the
lanes) inoculated with either wt PLPV (lanes 2-3) or PLPV-mutp37 (lanes 4-
17). Leaves from mock inoculated plants (lane 1) were used as negative
controls. An antisense 32P-labeled riboprobe covering the p37 gene was used
for hybridization. Positions of the PLPV genomic (g) RNA and of the
subgenomic (sg) RNA that the virus produces for expression of 3"-proximal
genes, are indicated on the right. Duplicate samples are shown for each virus-
plant line combination. Ethidium bromide staining of rRNAs is included
below the blots as loading controls. B) Representative tissue printing
hybridization of systemic leaves from mock (M) and PLPV (wt or mutp37)-
inoculated plants using a PLPV-specific 32P-labeled riboprobe as above.
Results from two plants (a and b) are shown for every virus-plant line
combination but the outcome was identical for other plants of each series.

In order to check whether the effects of DCL downregulation
were also apparent in an infection initiated with a VSR-competent virus,
the same DCL RNA. lines were inoculated with the wt PLPV. Analysis
of local and systemic leaves collected at 7 d.p.i. and 42 d.p.i.,
respectively, did not revealed significant differences in viral titers when
compared with wt N. benthamiana plants (Fig. 2), underlining the
desirability of using a VSR-disabled virus when analysing participation

of silencing factors in the host response against the infectious agent.

Collectively, the results of this section provide genetic evidence
on the major role of DCL4 and, to lesser extent, DCL2 in anti-PLPV

defence.

201



CAPITULO 3

A
Mock PLPVwt infected leaves (local)
Nb(wt) Nb(wt) DCLIi DCL2i DCL3 DCL4i Nb{wt) DCL2/4i DCL2/3/4i
- — gRNA
, TT11] |
i .k
1 2 3 4 5 [ 7 ] 9 10 1 12 13 14 15 16 17
B

Mock PLPVwt infected leaves (systemic)

Nb(wt) Nb(wt) DCL1i DCL2i DCL3i DCL4i Nb{wi) DCL2/4i DCL2/3/4i
— gRNA
-
— sgRNA
| 2 3 4 5 3 7 8 9 [ | 12 13 14 15 16 17

FIGURE 2. Accumulation of wt PLPV in lines of N. benthamiana with
downregulated DCL content. The wt PLPV was agroinoculated in wt and
in single (DCL1-4), double (DCL2/4) and triple (DCL2/3/4) RNAI lines.
Northern blot analysis of local (A) and systemic (B) leaves collected at 7 d.p.i
and 42 d.p.i, respectively, was performed with a PLPV-specific riboprobe.
Positions of the PLPV genomic (g) and subgenomic (sg) RNAs are indicated
at the right of the blots and ethidium bromide staining of rRNAs is included
below the blots as loading controls. Duplicate samples are shown for each
virus-plant line combination. Apparent differences in PLPV titers in systemic
leaves of wt and DCLi lines correlate with distinct RNA loads and/or
correspond to intra-experiment variations.
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AGO2 plays a key role in the race against PLPV in N.

benthamiana

The first definitive evidence on the involvement of an AGO
protein in antiviral defence was obtained with AGOL1 of A. thaliana
(Morel et al., 2002). However, later on, studies with both A. thaliana
and N. benthamiana supported the participation of AGO2 in the
defence against distinct types of viruses (Harvey et al., 2011; Jaubert et
al., 2002; Ludman et al., 2017; Scholthof et al., 2011; Odokonyero et
al., 2015; 2017). Recently, it has been reported the generation of N.
benthamiana lines in which AGO2 was inactivated through a
CRISPR/Cas9 approach (Ludman et al., 2017) and we decided to use
one of these lines, hereafter AGO2-Cr, to evaluate the relevance of this
slicer in anti-PLPV silencing. Hence, PLPV-mutp37 was inoculated
onto N. benthamiana AGO2-Cr plants along with wt N. benthamiana
plants and virus accumulation in local leaves was analysed at 7 d.p.i.
through a Northern blot assay. The results showed very low
accumulation of the VSR-deficient virus in leaves of wt N. benthamina,
as expected (Fig. 3A, lanes 4-5). However, the disabled virus reached
high levels in leaves of N. benthamiana AGO2-Cr (Fig. 3A, lanes 6-7)
that were indeed almost comparable with those usually detected for the
wt virus in wt N. benthamina (Fig. 3A, lanes 2-3). Despite the increment
in the titers of PLPV-mutp37 in the local leaves of N. benthamiana
AGO2-Cr, the virus could not be detected in systemic leaves at 42 d.p.i.
(Fig. 3B), indicating that inactivation of AGO2 is not sufficient to fully
restore the infection capabilities of the VSR-deficient PLPV.
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FIGURE 3. Accumulation of a VSR-deficient PLPV mutant in an AGO2-
inactivated N. benthamiana line. PLPV-mutp37 was agroinoculated in wt
N. benthamiana and in N. benthamiana AGO2-Cr line (with AGO2
inactivated through a CRISPR/Cas9 approach) and local and systemic leaves
were harvested at 7 d.p.i and 42 d.p.i, respectively, for further analysis. For
comparison purposes, wt PLPV was inoculated in parallel on wt N.
benthamiana plants and local and systemic leaves were collected at the same
times. A) Northern blot analysis of local leaves of different N. benthamiana
plants (as shown above the lanes) inoculated with either wt PLPV (lanes 2-3)
or PLPV-mutp37 (lanes 4-7). Leaves from mock inoculated plants (lane 1)
were used as negative controls. Hybridization was performed with a 32P-
labeled PLPV-specific riboprobe for detection of PLPV genomic (g) and
subgenomic (sg) RNAs whose positions are indicated at the right. Duplicate
samples are shown for each virus-plant line combination. Ethidium bromide
staining of rRNAs is included below the blots as loading controls. B)
Representative tissue printing hybridization of systemic leaves from mock
(M) and PLPV-inoculated plants using a PLPV-specific riboprobe as above.
Results from two plants (a and b) are shown for every virus-plant line
combination but the outcome was identical for other plants of each series.

Similarly to the experimental schedule followed in the previous
section, we wanted to check whether the effects of AGO2 inactivation
could also be appreciated in viral infections launched with wt PLPV.
Northern blot analysis did not reveal significant differences in wt PLPV

titers between local leaves of wt N. benthamiana and N. benthamiana
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AGO2-Cr plants (Fig. 4A). However, wt PLPV accumulation levels in
systemic leaves of N. benthamiana AGO2-Cr plants were clearly above
those detected in systemic leaves of wt N. benthamiana (Fig. 4B) and,
thus, effects of AGO2 impairment were evident even with an entirely
functional virus. Collectively, the obtained data unambiguously show
that AGO2 plays a fundamental role in N. benthamiana anti-PLPV
fight.

A B
Local leaves Systemic leaves
Mock PLPVwt Mock PLPVwt
Nb(wt) Nb{wt) AGO2-Cr Nb(wt) Nb(wt) AGO2-Cr

- . — gRNA — gRNA
- W[ seRNA ' — sgRNA
-

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

FIGURE 4. Accumulation of wt PLPV in an AGO2-inactivated N. benthamiana
line. The wt PLPV was agroinoculated in wt N. benthamiana and in N.
benthamiana AGO2-Cr line (with AGO2 inactivated through a CRISPR/Cas9
approach). Northern blot analysis of local (A) and systemic (B) leaves
collected at 7 d.p.i and 42 d.p.i, respectively, was performed with a PLPV-
specific riboprobe. Positions of the PLPV genomic (g) and subgenomic (sg)
RNAs are indicated at the right of the blots and ethidium bromide staining of
rRNAs is included below the blots as loading controls. Duplicate samples are
shown for each virus-plant line combination.
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DISCUSSION

In this work, the importance of dicing and slicing activities in
the N. benthamiana response against PLPV has been evaluated
following a genetic approach. In a previous work, the high proportion
of vsSRNAs detected in PLPV infected plants together with their RDR6-
independent production as well as the balanced presence of plus and
minus vSRNA strands, suggested that most of these SRNA species
corresponded to primary vsRNAs efficiently produced from viral
dsRNA replication intermediates (Pérez-Cafiamés et al., 2017). Such
efficient targeting of viral replication forms could be sufficient by itself
to restrain infection, keeping viral titers at low levels and making the
participation of slicing activities dispensable. However, through the
employment of N. benthamiana lines with DCL or AGO2 functions
impaired, here we have clearly shown that both types of activities,

dicing and slicing, contribute to viral clearance.

The genetic evidence obtained on the relative degree of
involvement of DCL4 and DCL2 in anti-PLPV defence is consistent
with the distribution of vSRNA size classes in PLPV-infected N.
benthamiana plants (Pérez-Caflamas et al., 2017) and is also in
agreement with data obtained in other plant-virus combinations
(Blevins et al., 2006; Deleris et al., 2006; Donaire et al., 2008; Garcia-
Ruiz et al., 2010). No clear evidence for involvement of DCL3 in the
combat against PLPV was achieved though, from previous data, it could
already be anticipated a very minor role for that enzyme (Pérez-
Cafnamés et al., 2017).

The finding of the participation of AGO2 in anti-PLPV
silencing extents the number of viruses that are affected by this
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particular slicer. For some time, studies performed in A. thaliana
pointed to AGOL1 as the main effector in antiviral defence (Morel et al.,
2002; Qu et al., 2008; Wang et al., 2011). However, subsequent studies
with such model plant species revealed that AGO2 also plays an
important role in the plant race against viruses, especially, though not
only, when facing viruses that are not known to target AGO1 (Carbonell
etal., 2012; Garcia-Ruiz et al., 2015; Harvey et al., 2011; Jaubert et al.,
2011; Maet al., 2015; Zhang et al., 2012). Information about this topic
in other plant species is, comparatively, much less known and
essentially restricted to Oryza sativa and N. benthamiana (Carbonell
and Carrington, 2015). In the latter case, evidence for the involvement
of AGOL1 in the response against tomato ringspot virus has been
obtained (Ghoshal and Sanfagon, 2014). In addition, N. benthamiana
AGO2 has been reported to be involved in the fight against distinct
types of viruses (Ludman et al., 2017; Odokonyero et al., 2015; 2017;
Paudel et al., 2018; Scholthof et al., 2011), suggesting that this specific
AGO is a key antiviral factor in this plant species. However, more
studies are needed to evaluate the relative importance of AGO1 and
AGO?2, or of other AGOs, in N. benthamiana antiviral silencing. As in
other hosts, such importance is likely to be virus-dependent. This
dependency may be influenced by the way of action of the
corresponding VSR and, also, by the characteristics of the vsRNAs
present in infected tissue. More specifically, the identity of the 5°-
terminal nucleotide is known to determine, to great extent, SRNA
loading in a particular AGO (Mi et al., 2008; Takeda et al., 2008).
Interestingly, AGO2 has preferred binding affinities by SRNAs with a
5 -terminal A and PLPV sRNAs with such terminal residue were the
most abundant in infected plants (29.96%; Pérez-Cafiamés et al., 2017).
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Nevertheless, they were closely followed by vSRNAs with a 5" -terminal
U (29.76%) that are presumably loaded into AGOL1 and, thus, this AGO
(or even additional AGOs since non-negligible amounts of PLPV
sRNAs with 5 -terminal C or G were found in infected tissue) could
likewise be taking part in the contest against PLPV. It is also worth
noting that PLPV p37 has been shown to interact with AGO1 (Pérez-
Caflaméas and Hernandez, 2015) and, on the assumption that AGO1
function is effectively undermined by this interaction, AGO2 could be
acting as a second defense layer against PLPV, as proposed in other
instances (Harvey et al., 2011). In any case, the participation of AGO1
and/or other AGOs in cooperation with AGO?2 in the N. benthamiana
struggle against PLPV may be critically assessed when plant lines with

other slicers inactivated become available.

In agreement with that observed in other plant-virus
interactions (e.g. Morel et al., 2002; Qu et al., 2008; Ludman et al.,
2017), the effects of the impairment of silencing components on PLPV
infection were particularly obvious when a VVSR-defective virus was
employed. Strikingly, such effects were also apparent in systemic
leaves of N. benthamiana AGO2-Cr plants infected by the wt virus in
contrast with that observed with the distinct DCL RNAI lines. Though
these differences may be due to several reasons, a likely possibility is
that, whereas inactivation of AGO2 through CRISPR/Cas9 is complete,
downregulation of DCL factors through RNA. is only partial and, thus,
the remaining DCL amounts may still contribute to limit infection. In
addition, RNAI may be weakened by the PLPV VSR, raising DCL
levels. The paradox of studying components of RNA silencing by using
RNAI techniques has been already pointed out by some authors
(Scholthof et al., 2011; Ludman et al., 2017), as this approach relies on
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those molecules that are intended to be knocked down. Hence, it is
reasonable to assume that CRISPR/Cas9 approaches are much more
suitable when analyzing the role of RNA silencing components in any

biological process and, especially, in antiviral defence.

The lack of systemic infection by the PLPV-mutp37 in
double/triple DCL RNAIi or AGO2-Cr lines is puzzling, as this virus
mutant accumulates at considerably high levels in local leaves of the
modified plants. The ultimate reasons of this observation are unclear
but they could be related with the need to reach a defined threshold level
for efficient virus exit from the local leaves to the vascular system
and/or a defined concentration of “circulating” virus in the vascular
system to efficiently enter systemic leaves (Gutiérrez et al., 2012). In
these scenarios, minor downward variations in virus titers may preclude
any of these processes. In addition, the silencing components could be
somehow involved in virus systemic movement, as has been recently
suggested for DCL4 (Cordero et al., 2017). Another alternative that
cannot be ruled out concerns the particular mutant virus that has been
employed in this study. As indicated before, that mutant harbors a single
aa replacement in p37 that abolishes its VSR function but preserves its
encapsidation capability. Such mutation also impairs the nucleolar
localization of the protein which, according to our recent results, may
be detrimental for virus accumulation (Pérez-Cafiamas and Hernandez,
2018). More investigation will be required to ascertain which and how
many host factors have to be knocked out for a VSR-disabled PLPV

behave as a fully functional virus.

Finally, there are some examples reported in which the

impairment of silencing components led to an increment in wt virus
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accumulation that, even when being small and/or transient, had drastic
consequences on viral symptoms (Harvey et al., 2011; Ludman et al.,
2017). Conversely, no phenotypic effects were observed in any of the
engineered N. benthamiana lines infected by wt PLPV, despite the
considerable increase in wt virus titers observed in systemic leaves of
AGO2-Cr plants (Fig. 4B). This observation suggests that the virus has
robustly evolved to pass unnoticed, likely because its asymptomatic
condition favours its prevalence. Whether higher augmentations in wt

PLPV titers may result in plant disease remains to be seen.
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EI PLPV (género Pelarspovirus, familia Tombusviridae) es uno
de los agentes virales con mayores porcentajes de incidencia en
especies del género Pelargonium. Estudios previos con este virus han
permitido conocer la organizacion de su genoma, obtener informacion
sobre su variabilidad molecular, disponer de un clon infeccioso,
identificar funciones de sus proteinas y recabar datos acerca de sus
estrategias de transcripcion y traduccion. Puesto que, como otros virus,
el PLPV es inductor y diana de los procesos de silenciamiento por RNA,
en este trabajo se ha analizado la posible actividad VSR de las proteinas
que codifica. Los resultados obtenidos en esta tesis han aportado,
ademas, informacion sobre el mecanismo de accién y sobre ciertas
caracteristicas del supresor del PLPV, y han desvelado otros aspectos
de la interaccion planta-virus relacionados con los procesos de

silenciamiento.

La proteina de cubierta p37 del PLPV: un potente VSR con
un motivo GW cuya actividad se basa fundamentalmente en su

capacidad de unir sSRNA

En este trabajo, el andlisis de la capacidad supresora de las
proteinas codificadas por el PLPV, mediante ensayos de
agroinfiltracion en N. benthamiana y usando un gen delator, nos ha
permitido conocer que la CP del PLPV, la proteina p37, actiia como un
VSR muy potente. Entre los distintos géneros de la familia
Tombusviridae, existe cierta variabilidad en lo que respecta a la proteina
que actia como supresor. En este aspecto, el PLPV, miembro tipo del
nuevo género Pelarspovirus, se asemejaria a los miembros del género

Carmovirus, cuya CP también actia como inhibidor del PTGS
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(Martinez-Turifio and Hernandez, 2009; Meng et al., 2006; Qu et al.,
2003; Thomas et al., 2003). Puesto que los VSR pueden emplear
estrategias distintas para bloquear la ruta de silenciamiento, nos
propusimos identificar el mecanismo por el cual la proteina p37 inhibe
esta ruta. En el Capitulo 1, el disefio de mutantes de p37 y el estudio de
propiedades de cada variante proteica que pudieran ser relevantes para
su funcidn supresora, han permitido conocer que p37, pese a tener un
motivo GW que parece mediar su interaccion con, al menos, AGO1,
emplea el secuestro de SRNA como estrategia principal. De esta forma,
la union a sSRNA impediria su carga en RISC, evitando el corte de los
RNA diana. Ademas, la baja deteccién de sSRNA derivados del gen
delator en plantas donde se habia expresado p37 de forma transitoria,
sugiere que la asociacion a SRNA por parte de este supresor también
podria estar interfiriendo en la ruta de amplificacion del silenciamiento.
El secuestro de SRNA es la estrategia mas recurrente entre VSR
distintos, aungue no compartan similitud de secuencia ni estén
relacionados estructural ni filogenéticamente (Lakatos et al., 2006;
Mérai et al., 2006; Vargason et al., 2003; Ye et al., 2003). Los mutantes
generados también nos han permitido desacoplar la funcién de
supresion y la funcion de encapsidacién de la proteina, y hemos podido
determinar que ambas funciones son esenciales para la infectividad del

virus.

La proteina p37 del PLPV es homdloga a la proteina p38 del
carmovirus TCV, un VSR que habia sido objeto de distintos estudios
en trabajos previos al nuestro. Como se ha indicado en Capitulo 1, en
dichos estudios se habian propuesto diferentes modos de accion para
este supresor (Deleris et al., 2006; Endres et al., 2010; Mérai et al.,

2006; Vogler et al., 2007). Sin embargo, la presencia de dos motivos

222



DISCUSION GENERAL

GW en p38 llevo a pensar que este VSR podria estar interfiriendo con
el ensamblaje de RISC mediante interaccion con AGO, un supuesto que
parecié confirmarse al comprobar que los motivos GW de p38 estaban
involucrados en la interaccion con AGO1 y que su mutacion anulaba,
simultaneamente, dicha interaccién y la funcidon supresora de la
proteina (Azevedo et al., 2010). Los resultados obtenidos en nuestro
trabajo han mostrado que, al igual que ocurre en el caso de p37, la
mutacién de motivos GW en p38 no solo afecta a su interaccion con
AGO1, sino que también elimina la capacidad de la proteina de
secuestrar SRNA. Esto sugeria que esta Gltima capacidad, mas que la
asociacion a AGO, es la que determina la funcion VSR de p38,
cuestionando el modelo propuesto por Azevedo et al. (2010). Estos
mismos autores han re-evaluado dicho modelo en un trabajo reciente
(Iki et al., 2017), llegando, al igual que nosotros, a la conclusion de que
p38 ejerce su accion fundamentalmente a través de la union de sRNA.
Los resultados subrayan la dificultad que entrafia el analisis de
relaciones estructura-funcion en estos y, probablemente, otros VSR
dada su naturaleza multifuncional y el frecuente solapamiento de
sefiales en la secuencia de estos productos virales. El establecimiento
de sus dianas primarias debe pues realizarse con cautela y utilizando
una bateria adecuada de mutantes y de ensayos para evitar

interpretaciones erréneas o inexactas de los resultados.

La presencia de VSR durante las infecciones virales se ha
relacionado en muchos casos con la induccion de sintomas en los
huéspedes (Brigneti et al., 1998; Jay et al., 2011; Kasschau et al., 2003;
Koseki et al., 2005). A pesar de que el PLPV codifica un supresor muy
potente, este virus causa normalmente infecciones asintomaticas, tanto

en sus huéspedes naturales como en huéspedes experimentales (Alonso
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and Borja, 2005; Castafio and Hernandez, 2007). Esto parece indicar
que el virus podria estar empleando alguna estrategia para minimizar el
impacto de su infeccion sobre la planta, ya que efectos muy negativos
sobre la misma podrian afectar a la supervivencia del virus. Una de las
estrategias podria ser la regulacién a la baja de la expresion del VSR,
tal y como se ha discutido en el Capitulo 1, lo que podria contribuir a
reducir los posibles efectos adversos de este supresor sobre la expresion
génica del huésped. Otras estrategias podrian ser la
compartimentalizacion subcelular del VSR o la modulacion de su
actividad mediante interaccion con otras proteinas y/o mediante
modificaciones post-traduccionales. Predicciones in silico muestran
que la proteina p37 podria sufrir modificaciones como fosforilacion, O-
glicosilacién, ubiquitinacién o sulfatacion en algunos de sus residuos
(datos no mostrados), aunque la validez de estas predicciones esta por
confirmar. Serdn necesarias investigaciones adicionales para poder

aportar mas luz a este respecto.

Relacionado con el punto anterior, es interesante sefialar que
en un estudio realizado en el curso de este trabajo en el que se
caracterizaron los SRNA en plantas de N. benthamiana infectadas por
el PLPV, se observé que la infeccion viral induce cambios en la
acumulacion de algunos miRNA (Pérez-Cafiamas et al., 2017). Aunque
la variacion en los niveles de miRNA se ha relacionado, como se ha
indicado en la Introduccion general, con la actividad VSR y con la
induccidn de sintomas en algunas combinaciones virus-huésped (Jay et
al., 2011; Kasschau et al., 2003), en el caso del PLPV estas alteraciones
no presentan consecuencias a nivel fenotipico. En este contexto, cabe
mencionar que, como ya se ha comentado anteriormente, un trabajo

reciente cuestiona que el desarrollo de sintomas durante una infeccion
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viral esté causado por el secuestro de miRNA por parte del VSR
(Kontra et al., 2016). En este trabajo se pudo observar que la cantidad
de miRNA asociados a la proteina pl9 en una infeccion por
tombusvirus es insignificante y dificilmente podria justificar la
aparicion de sintomas. En este mismo trabajo se pudo constatar que en
el curso de una infeccidn, p19 se asocia fundamentalmente con vsRNA.
Aungue el tipo de SRNA que une p37 durante la infeccion por el PLPV
estd por determinar, es muy posible que también corresponda
esencialmente a vsRNA lo que, por una parte, protegera al virus del
silenciamento antiviral y, por otra, bloqueara la posible accion de los
VvSRNA sobre genes enddgenos, minimizando los efectos sobre el
huésped.

Por ultimo, la generacion de clones virales sin la capacidad
supresora de p37 nos ha permitido conocer que la pérdida de la funcién
VSR disminuye muy drasticamente la infectividad del PLPV,
impidiendo su acumulacion a partir de los 3-4 dias de la inoculacién
incluso en hojas inoculadas. En estudios con otros virus en los que se
ha empleado este tipo de mutantes, la disminucion de los titulos virales
no fue tan acusada y el genoma viral era facilmente detectable incluso
a 7 dias post-inoculacion, a pesar de que el silenciamiento por RNA en
esa ventana de tiempo ya se ha activado (Omarov et al., 2006; Qu et al.,
2008). Més aun, algunos virus con la funcién VSR anulada son incluso
capaces de establecer infecciones sistémicas aunque con menor eficacia
que el virus silvestre (Landeo-Rios et al., 2016b; Wang et al., 2010). En
el caso del PLPV, sus infecciones se caracterizan por presentar un bajo
titulo viral lo que podria explicar el marcado efecto que tiene la
anulacién de la capacidad supresora del virus sobre su acumulacion, ya

que dicha acumulacién podria caer por debajo del umbral minimo
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requerido para el progreso de la infeccion (Gutiérrez et al., 2012). Es
interesante mencionar también que, ademéas del PTGS, en plantas
existen otras rutas de degradacion de RNA que, normalmente, se
encargan de reconocer moléculas defectuosas para su eliminacion. Una
de estas rutas, conocida como RNA decay, depende de exonucleasas y
es crucial para el control de la calidad y la cantidad de los mRNA en el
citoplasma (Zhang and Guo, 2017). Esta ruta, al parecer, también puede
actuar como un mecanismo antiviral, procesando los RNA exdgenos
para facilitar su degradacion a través de la ruta de silenciamiento o
degradando los RNA cuando el PTGS esta bloqueado (Moon and
Wilusz, 2013). También se ha descrito que las infecciones virales
aumentan la expresion de las proteinas implicadas en este proceso
degradativo (Li and Wang, 2018). Ademas, al parecer algunos VSR no
solo suprimen el silenciamiento por RNA sino que también son capaces
de inhibir esta ruta adicional de degradacion mediante el secuestro de
factores (Li and Wang, 2018). En este trabajo nos hemos centrado en el
silenciamiento por RNA frente al PLPV. Desconocemos, pues, si laruta
mencionada de degradacién del RNA afecta a la infeccion viral y si p37
ejerce algun efecto sobre la misma. En tal caso, las modificaciones
introducidas en p37 en este trabajo podrian anular también la capacidad
de la proteina para interferir con dicha ruta, contribuyendo a reducir la

eficacia de los virus mutantes.
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La localizacién nucleolar de p37 esta determinada por una
NoLS en la regién N-terminal de la proteina y por su interaccion
con importinas a y tiene, aparentemente, un efecto positivo sobre

la acumulacion del virus

Una de las caracteristicas mas intrigantes de la proteina p37 es
su localizacion nuclear/nucleolar. Esta localizacion nuclear/nucleolar
de p37 era dificilmente previsible, puesto que las dos funciones
conocidas de la proteina, encapsidacién y supresion del silenciamiento,
se espera que sean desarrolladas en el citoplasma. Como se ha
mencionado en el Capitulo 1, otros VSR también muestran una
localizacion nuclear y/o nucleolar y, aunque esta caracteristica se
relacion6 en algunos casos con la funcion supresora, este punto no se
ha podido confirmar de forma inequivoca (Chiba et al., 2013; Gonzélez
etal., 2012; Lucy et al., 2000; Ruiz-Ruiz et al., 2013). En el Capitulo 2,
nos planteamos explorar varios aspectos relacionados con este tema,
especificamente, qué rasgos estructurales de la proteina y qué factores
del huésped estan involucrados en la localizacién nucleolar de p37 y,
mas aln, si dicha localizacion confiere alguna ventaja o, por el

contrario, interfiere con el proceso infeccioso.

Los resultados de este apartado han permitido acotar la
presencia de una NoLS en el extremo N-terminal de la proteina,
concretamente, en un segmento que abarca los 45 primeros
aminodacidos. Entre estos, los aminoacidos basicos se encuentran en
proporcion relativamente elevada (18%), lo que suele ser una
caracteristica de los NoLS (y también de NLS) aungue, a pesar de ello,
programas computacionales disefiados para tal fin no permitieron

identificar in silico ningin NoLS en la molécula de p37. Esto subraya
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la dificultad, ya apuntada por distintos autores, que supone la prediccion
de NoLS por la considerable diversidad de motivos que desempefian
esta funcion (Scott et al., 2010). Ademas, el analisis de la localizacion
subcelular de versiones truncadas de la proteina nos ha permitido
conocer que los tres dominios estructurales de p37 (N-terminal,
intermedio y C-terminal, también conocidos como R, Sy P; Rochon et
al., 2012) localizan en el nucleo, sugiriendo la posibilidad de que
existan diversas NLS en la secuencia de la proteina. Aungue, como se
ha mencionado anteriormente, analisis in silico de la proteina p37 no
revelaron la presencia de ninguna NLS o NoLS en la molécula, los
programas bioinformaticos si que predijeron la presencia de una sefial
de exportacidn nuclear (nuclear export signal, NES) en el dominio S de
la proteina, sugiriendo que la entrada y/o salida de p37 en el
nucleo/nucleolo de la célula podria ser un proceso dinamico y regulado.
Sin embargo, experimentos llevados a cabo en el laboratorio no han
permitido corroborar la funcionalidad de esta NES potencial (Fajardo
Flores, 2014), una cuestion que quiza requeriria una exploracion mas
detallada.

En el presente trabajo también hemos podido determinar que
p37 emplea la clasica ruta de importinas para alcanzar el ndcleo y el
nucleolo. Los resultados indican que p37 interacciona con distintos
miembros de la familia de las importinas a y que esta interaccion
interviene en la localizacién nucleolar de la proteina. Curiosamente, el
silenciamiento de las importinas o en N. benthamiana, aunque redujo
considerablemente la presencia de p37 en el nacleo, no anuld
completamente esta localizacion. Tal y como se ha apuntado en el
Capitulo 2, no podemos descartar que otras rutas de transporte nuclear

estén implicadas en la localizacién de p37. Por otro lado, estudios
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recientes sobre el transporte de macromoléculas al nucleo han mostrado
que el NPC actta como una barrera “blanda” para la difusiéon pasiva
(Timney et al., 2016). Hasta ahora, siempre se habia considerado que la
difusion macromolecular pasiva a través del NPC disminuia
drasticamente a partir del umbral de tamafio de 30-60 kD. Sin embargo,
algunos estudios han mostrado que las proteinas relativamente grandes,
mas grandes del corte establecido, a menudo se reparten por igual entre
el ndcleo y el citoplasma, de forma similar acomo lo hacen las proteinas
mas pequefas (Timney et al., 2016; Wihr et al., 2015). En el modelo
descrito en estos estudios, los dominios fenilalanina-glicina (FG) de las
nucleoporinas ocupan el canal central del NPC pero, debido a su
naturaleza quimica y desordenada, este canal todavia es permeable a las
macromoléculas. Para que estas macromoléculas pasen a través del
NPC, han de ser capaces de desplazar estos dominios, competir por el
volumen disponible y restringir las conformaciones de los dominios
FG. La difusién pasiva es un proceso lento, de modo que, cuando se
requiere rapidez, especificidad y/o altos niveles de transporte, se
necesita la intervencion de los transportes nucleares. Estos
transportadores parecen inhibir la difusiéon pasiva al competir por la
interaccién con las nucleoporinas (Timney et al., 2016). Asi pues, en
ausencia de importinas, no podemos descartar que la localizacion
nuclear de p37 se deba a esta difusién pasiva, que podria actuar al no

ser inhibida por los transportadores.

Parece claro, en base a los resultados obtenidos, que la
interaccion importina a-p37 determina la presencia de esta ultima en
nucleolo. Ademas, hemos detectado que existe una correlacion entre la
pérdida de localizacién nucleolar, a través del silenciamiento de

importinas o, y la acumulacion del virus (al menos en estadios
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tempranos) lo que sugiere que la entrada en nucleolo de la proteina
confiere alguna ventaja durante el ciclo infeccioso. La naturaleza de
esta ventaja estd por desentrafiar pero podria obedecer a razones
diversas, tal como se ha comentado en el Capitulo 2, entra las que se
podrian incluir: a) la retirada de parte de la proteina del citoplasma para
mantener proporciones Optimas de los productos virales en el
compartimento celular donde tiene lugar la replicacion, b) la alteracion
del transporte nucleocitoplasmatico que conduzca a un cambio en la
homeostasis celular que favorezca la multiplicacion viral, c) la
interferencia con funciones del nucleolo, o, d) el reclutamiento de un
componente nucleolar que facilite alguna de las etapas del ciclo
reproductivo. En esta Gltima direccion, se calcula que el nucleolo, en
plantas, puede tener unas 200 proteinas y un nimero indeterminado de
RNA (Hiscox et al., 2010), de modo que la red de interacciones
nucleolares de p37 podria ser muy extensa y sus consecuencias dificiles

de prever.

Algunos estudios recientes con proteinas virales que presentan
localizacion nucleolar han mostrado interacciones con proteinas de este
cuerpo subnuclear y, en algunos casos, se han obtenido datos acerca de
su posible papel en el ciclo infeccioso del virus. Un ejemplo es la
interaccion de proteinas virales con la fibrilarina, una de las proteinas
mas abundantes del nucleolo, para formar complejos que facilitan el
movimiento del virus (Chang et al., 2016; Kim et al., 2007; Li et al.,
2018). Sin embargo, estudios con otros virus han mostrado que la
interaccion con este factor nucleolar no estd relacionada con el
movimiento del virus y se ha sugerido que podria estar interviniendo en
otros procesos como la replicacion viral, la supresion del silenciamento,

la transcripcion del huésped o el procesamiento de los mRNA
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(Rajamaki and Valkonen, 2009; Wang et al., 2012). Resultados
recientes obtenidos en el laboratorio muestran que p37 es capaz de
interaccionar con algunas proteinas nucleolares (datos no mostrados),
pero serdn necesarios estudios adicionales para esclarecer el posible

significado bioldgico de esta observacion.

Recientemente también se ha descrito la interaccion en el
nucleolo de un VSR con una proteina relacionada con la ruta
citoplasmética del RNA decay (Li and Wang, 2018). Como se ha
comentado anteriormente, los RNA virales no solo inducen el PTGS
sino que también son sustratos de esta ruta de degradacion, que parece
tener una funcidn secundaria al silenciamiento por RNA en la defensa
antiviral (Moon and Wilusz, 2013; Zhang and Guo, 2017). Esta ruta
también puede ser bloqueada por VSR mediante el secuestro de
factores. Concretamente, la proteina VPg del TuMV, con funcion VSR,
es capaz de interaccionar con DCP2, una proteina que forma el
complejo encargado de eliminar la estructura 5’ cap de los MRNA para
gue sean posteriormente degradados. Esta interaccion, detectada en el
nucleolo, impide que DCP2 se acumule en el citoplasma, donde forma
un complejo con DCP1 y otras proteinas para ejercer su funcion. Se ha
sugerido que este VSR podria secuestrar DCP2 y mantenerla en el

nucleolo para bloquear la ruta de degradacion (Li and Wang, 2018).

Por otra parte, algunas proteinas virales podrian dirigirse al
nucleolo para secuestrar y/o alterar las estructuras ribosomales que se
forman en este compartimento. De este modo, los virus podian
favorecer la traduccion de sus propias proteinas o inhibir la traduccion
de proteinas del huésped en su propio beneficio. En algunas infecciones

virales, tanto de virus de plantas como de animales, se ha observado un
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aumento de acumulacién de proteinas ribosomales (Rajamaki et al.,
2017; Yang et al., 2007, 2009) y, ademés, también se han descrito
interacciones de factores virales con estas proteinas que podrian ser
relevantes en el ciclo infeccioso de los virus (Kalinina et al., 2018;
Martinez and Dards, 2014; Rajaméki et al., 2017).

Como se ha sefialado anteriormente, el nucleolo también podria
desempefiar una funcion de confinamiento de supresores virales. Esto
podria representar una estrategia viral para modular la actividad de los
VSR y conseguir un balance adecuado para preservar la integridad de
la célula. Un VSR con localizacion citoplasmatica, nuclear y nucleolar
es la proteina 2b del CMV. En un trabajo realizado con esta proteina,
se ha correlacionado el enriquecimiento de 2b en nucleo/nucleolo con
un aumento de la virulencia del virus y con una aparicién temprana de
sintomas (necrosis), a pesar de que esta localizacion compromete la
funcidn supresora de la proteina y no causa un aumento sustancial de
los titulos virales. Por el momento se desconoce el mecanismo por el
cual la localizacion nucleolar afecta a la virulencia del virus, pero se ha
sugerido que la distribucién de 2b entre el citoplasma, ndcleo y nucleolo
podria contribuir a la patogénesis del CMV mediante la interferencia
con la transcripcién de genes del huésped que controlan el desarrollo de
la planta y la muerte celular programada. El balance de proteina entre
el citoplasma y el nacleo/nucleolo podrian permitir al CMV regular el
equilibrio entre el dafio celular y la acumulacion viral para favorecer la
infeccion del virus (Du et al., 2014). Recientemente se han identificado
dos sitios de fosforilacion en la secuencia de 2b que intervienen en el
transporte de la proteina entre en citoplasma y nucleo y permiten regular
la proporcidn de la proteina en los dos compartimentos y modular su

actividad supresora (Nemes et al., 2017).
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Por Gltimo mencionar que, a pesar de la alta acumulacion
observada de p37 en nucleolo, las plantas infectadas por el PLPV son
indistinguibles desde un punto de vista fenotipico de plantas control no
infectadas, lo que sugiere que este cuerpo subnuclear es capaz de
albergar cantidades relevantes de una proteina exdgena sin que se

desarrolle una enfermedad en la planta.

DCL4, DCL2 y AGO?2 intervienen en la defensa de N.

benthamiana frente al PLPV

El empleo de mutantes de N. benthamiana afectados en la
expresion de componentes de la ruta de silenciamiento, nos ha
permitido sacar conclusiones acerca de actividades concretas de esta
ruta que estan involucradas en la defensa de la planta frente al virus. Un
estudio previo en el que se caracterizaron los SRNA derivados del
PLPV en plantas de N. benthamiana infectadas por el virus sugirié que
dichos vsRNA corresponden a SRNA primarios producidos por el corte
de los intermediarios replicativos de dsRNA mediado por las enzimas
DCL (Pérez-Cafiamas et al., 2017). Esto, unido a la acumulacién
inusualmente alta de dichos vsRNA, abria la posibilidad de que la
actividad DCL fuera suficiente, o la mas relevante, en el proceso de
silenciamiento antiviral. Sin embargo, en este trabajo hemos mostrado
que la actividad endonucleasa de AGO, concretamente de AGO2,

desempefia también un papel clave en este proceso.

Como se ha indicado en Capitulo 3, los datos obtenidos sobre
la contribucion relativa de las distintas DCL en la defensa frente al
PLPV, son consistentes con el perfil de tamafios de vsRNA encontrado

en plantas infectadas (Pérez-Caflamas et al., 2017) y con lo descrito en
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otras combinaciones virus-planta (Dadami et al., 2013; Donaire et al.,
2008; Garcia-Ruiz et al., 2010). Es curioso sefalar que los resultados
de este trabajo indican que DCL2 tiene un efecto menor frente al PLPV,
a pesar de que la proporcion de SRNA de 22 nt derivados del virus en
plantas infectadas no esté tan alejada (32.90%) de la de vsRNA de 21
nt (41.65%) (Pérez-Cafamas et al., 2017). Una posible explicacion
podria estar relacionada con la existencia de requisitos distintos en la
defensa antiviral a nivel local y sistémico. En este sentido, se ha descrito
gue mientras que DCL4 es suficiente para el silenciamiento antiviral
del TuMV en hojas inoculadas de A. thaliana, DCL2 y DCL4 son
necesarias para el silenciamiento en tejidos sistémicos (Garcia-Ruiz et
al., 2010). Este asunto también ha sido abordado en un estudio méas
reciente, donde los resultados han mostrado que la accion de DCL2 es
necesaria para generar las sefiales moviles para establecer un PTGS
sistémico, mientras que DCL4 parece inhibirlo (Qin et al., 2017).
Puesto que en la caracterizacion de los SRNA del PLPV se usé material
sistémico y en este trabajo se ha podido constatar el efecto de las DCL
a nivel local, esto podria ser la razén de por qué observamos una baja
contribucion de DCL2 a la respuesta antiviral, a pesar de la considerable
cantidad de vsRNA de 22 nt que se detectaron en plantas de N.

benthamiana infectadas por el virus.

Con respecto a las otras DCL, tanto DCL1 como DCL3 no
parecen tener ningun efecto sobre la infeccion por el PLPV. Aunque se
ha descrito que DCL1 regula negativamente el silenciamiento antiviral
iniciado por DCL4 (Qu et al., 2008), la principal funcion de esta DCL
esta relacionada con la produccion de los miRNA. Ademas, es
complicado sacar conclusiones con respecto al efecto de DCL1, puesto

que la reduccion de la expresion de este gen en la linea transgénica
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empleada es baja (Katsarou et al., 2016), ya que su supresion parece ser
letal en N. benthamiana, tal y como ocurre en A. thaliana (Schauer et
al., 2002). En cuanto a DCL3, esta proteina est& asociada a la ruta de
metilacion del DNA mediada por RNA y al TGS vy, aunque se ha
descrito que podria desempefiar un papel critico en la defensa de las
plantas frente a la infeccion por viroides (Katsarou et al., 2016), DCL3
no parece ser un factor clave en las infecciones causadas por virus de
RNA.

En este trabajo no se han analizado los vsRNA derivados del
PLPV en cada una de las lineas transgénicas de N. benthamiana. Sin
embargo, cabe esperar que la acumulacion de los SRNA derivados de
cada DCL se reduzca en las lineas donde la expresion de dicha DCL
esté alterada, en consonancia con lo observado con otros agentes
virales/subvirales (Donaire et al., 2008; Katsarou et al., 2016). También
es esperable que los sRNA producidos por las DCL no afectadas
aumenten, puesto que al eliminar la accion de una DCL, las enzimas
restantes tendrdn menos competencia para alcanzar y procesar los
sustratos. Experimentos en marcha actualmente en el laboratorio

permitiran confirmar (o refutar) estos supuestos.

El hallazgo de que AGO?2 esta involucrada en la defensa de N.
benthamiana frente a PLPV, extiende el conjunto de virus que estan
afectados por esta endonucleasa particular que, hasta el momento,
incluia a miembros de los géneros Carmo-, Nepo-, Potex-, Poty-,
Tobamo-, Tobra- y Tombusvirus (Ludman et al., 2017; Odokonyero et
al., 2015, 2017; Paudel et al., 2018; Scholthof et al., 2011). Estos
resultados siguen abundando en la importancia de este efector en la

respuesta antiviral de esta especie vegetal. Un estudio reciente llevado
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a cabo en N. benthamiana con la proteina P1 del SPMMYV, un VSR con
tres motivos GW que interacciona con AGOL, ha relacionado la
inhibicion de AGOL1 por parte del supresor con una mayor acumulacién
del mRNA de AGO2. Estudios anteriores ya habian mostrado que
AGOL1 actia como un regulador negativo de AGO2, a través de la
accion del miR403, y que AGOl1l y AGO2 no tienen funciones
solapantes, sino que acttan de forma sinérgica (Mallory and Vaucheret,
2010; Wang et al., 2011). Asi pues, se ha sugerido que P1 podria estar
inhibiendo los complejos de AGO1 cargados con el miR403,
provocando un aumento de AGO2 en las células infectadas que estaria
ejerciendo una funcidn antiviral secundaria frente al SPMMV (Kenesi
et al., 2017). En este trabajo, hemos podido observar un aumento de la
acumulacion del PLPV en plantas AGO2-Cr tanto con el virus silvestre
como con el virus defectivo para el VSR. Puesto que este ultimo debe
ser, en principio, incapaz de interferir con AGO1, nuestros datos
sugieren que AGO2 desempefia una funcién primaria en la lucha frente

a este agente infeccioso.

El empleo de virus defectivos en funcidn supresora permite
establecer, de forma méas evidente, la implicacion de factores del
huésped en silenciamiento antiviral, tal como hemos podido comprobar
en este trabajo y como se ha puesto de manifiesto con otros virus
(Ludman et al., 2017; Morel et al., 2002; Qu et al., 2008). En el caso
del PLPV, resulta curiosa la falta de infeccion sistémica del virus
mutante en las lineas transgénicas que presentan titulos virales
considerablemente altos a nivel local. Aunque en el Capitulo 3 se han
planteado distintos escenarios que podrian explicar esto, otra alternativa
podria ser el VSR del PLPV bloqueara no solo el PTGS, sino también

la ruta del RNA decay a través del secuestro de alguno de sus
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componentes, tal como se ha propuesto para la proteina VVPg del TuMV
(Li and Wang, 2018). Como se ha indicado, esta ultima proteina
secuestra y conduce a un factor de la ruta del RNA decay al nucleolo.
Asumiendo que p37 se pueda comportar de la misma manera, este modo
de actuacion estaria anulado en el mutante viral empleado en nuestros
ensayos cuya p37 no conserva la localizacion nucleolar. La incapacidad
de este producto viral de interferir con la ruta del RNA decay podria

estar afectando a la infeccién sistémica del virus mutante.

En este trabajo se han empleado lineas transgénicas de N.
benthamiana creadas mediante dos estrategias distintas, RNAi y
CRISPR/Cas9. Aunque, como ya se ha discutido en el Capitulo 3, esta
Gltima técnica puede ser particularmente adecuada para analizar la
influencia de componentes de la ruta de silenciamiento sobre las
infecciones virales, no hay que olvidar que puede causar letalidad en
los mutantes generados si se anula la expresion de genes que son
esenciales en alguna etapa del desarrollo. Por ejemplo, como se ha
comentado anteriormente, el bloqueo de DCL1 es letal tanto en A.
thaliana como en N. benthamiana (Katsarou et al., 2016; Schauer et al.,
2002). En este caso, la generacion de un mutante de DCL1 por RNAI
es, sin duda, mas conveniente, aunque la reduccion en el nivel de
expresion no sea muy acusada (Katsarou et al., 2018). La estrategia mas
adecuada para afectar la actividad de un determinado factor dependera,

pues, de las caracteristicas concretas del factor en cuestion.

Para concluir, los resultados obtenidos en este trabajo (y otros
obtenidos en paralelo en el laboratorio donde se ha desarrollado) han
puesto de manifiesto que la CP del PLPV actia como un VSR muy

potente en ensayos de supresion ad hoc. La expresion/actividad de este
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supresor es probablemente modulada en el curso de la infeccion ya que,
pese a la efectividad del VSR, el virus es reconocido de forma muy
eficiente por la maquinaria de silenciamiento del huésped, como revela
la extraordinariamente elevada acumulacion de vsRNA en plantas
infectadas. Esta alta acumulacion sugeria la posibilidad de que el
procesamiento de dsRNA viral por DCL fuera suficiente para limitar la
infeccion por el virus. Sin embargo, los datos recabados han puesto de
manifiesto que no solo DCL, sino que también AGO2 desempefian un
papel en la defensa del huésped (N. benthamiana) frente al PLPV.
Finalmente, los datos de la localizacion nucleolar de p37 y del aparente
efecto de esta localizacion sobre la acumulacion del virus, sugieren que
la proteina puede tener funciones adicionales a las ya descritas de
encapsidacion y VSR, una cuestion que subraya la naturaleza
multifuncional de la mayoria de proteinas virales y que merecera ser

investigada en un futuro.
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1.

La proteina de cubierta, p37, del PLPV acttia como un potente
supresor del silenciamiento inducido por RNA. Aunque p37 es
capaz de interaccionar con las proteinas AGO4 y AGO1, con
esta Ultima a través de un motivo GW, este producto viral
parece desempefiar su funcion como supresor mediante el
secuestro de SRNA, inhibiendo asi la carga de estas moléculas
en RISC.

Las dos funciones conocidas de p37, supresion del
silenciamiento y encapsidacion, son esenciales para que el
PLPV alcance una infeccién sistémica. Esto sugiere que el
virus debe combatir la respuesta antiviral y, también, formar
viriones para promover su movimiento a larga distancia, de
forma similar a lo descrito para distintos miembros de la familia

Tombusviridae.

A pesar de que las funciones identificadas de p37 deben ser
desemperfiadas esencialmente en el citoplasma celular, esta
proteina se localiza en citoplasma y ndcleo, con gran
acumulacién en nucleolo. La sefial que determina la
localizacion nucleolar de p37 se sitda en los primeros 45 aa de
la proteina, una regién rica en aminoacidos basicos y accesible

para ser reconocida por los transportadores.

El transporte de p37 hacia el nicleo y nucleolo se produce a
través de la clasica ruta de importinas. Concretamente, p37
interacciona con distintos miembros de la familia de las

importinas alfa. El silenciamiento de estas importinas en N.
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benthamiana, provoca la pérdida de localizacion nucleolar de

p37 y afecta negativamente a la infectividad del PLPV.

5. DCL4, y en menor medida DCL2, son las principales enzimas
involucradas en la degradacién de dsRNA del PLPV durante la
infeccion en N. benthamiana, en concordancia con los datos

obtenidos en otras interacciones virus-huésped.

6. AGO2 es un factor clave en la respuesta de N. benthamiana
frente al PLPV, lo que subraya la importancia de esta molécula
efectora en defensa antiviral y extiende el nimero de virus
afectados por la misma. Los datos obtenidos apuntan a que esta
Argonauta podria desempefiar una funcién primaria en la lucha

frente a este agente infeccioso.

7. La falta de sintomatologia en las infecciones causadas por el
PLPV, pese al potente supresor viral que codifica y a los
elevados titulos virales que se obtuvieron tras el silenciamiento
de AGO2 en plantas de N. benthamiana, indican que el PLPV
parece haber evolucionado para pasar desapercibido,

favoreciendo asi su prevalencia.
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Los procesos de silenciamiento por RNA constituyen una de las principales
respuestas de la planta frente a acidos nucleicos exégenos, como transgenes,
transposones o virus. Con el fin de evadir esta barrera defensiva del huésped, la
mayoria de los virus de plantas codifican supresores del silenciamiento por RNA
(VSR), cuyos mecanismos de accion son diversos y complejos y, en muchos casos, no
se comprenden del todo.

En este trabajo se ha pretendido ampliar la informacion acerca del funcionamiento
de los VSR y de los factores de la planta involucrados en respuesta antiviral,
utilizando como modelo la interaccidn entre el virus del arabesco del Pelargonium
(Pe]argonium line pattern virus, PLPV; familia Tombusviridae) yla especie vegetal
Nicotiana benthamiana.
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