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RESUMEN

Los viroides son pequenos patdgenos vegetales con capacidad autorreplicativa, constituidos
por una cadena de RNA monocatenaria circular con una elevada estructura secundaria. Los
viroides no tienen capacidad codificante; sin embargo, pueden infectar y causar enfermedades
graves en plantas susceptibles. Los estudios de patogénesis viroidal se han centrado
principalmente en la capacidad de estos patdgenos de inducir silenciamiento génico, pero la
relacion precisa entre estos u otros procesos todavia por descubrir y la sintomatologia viroidal
sigue siendo desconocida.

Recientemente, en nuestro laboratorio hemos observado que las infecciones viroidales causan
estrés ribosomal en plantas de tomate al interferir en el procesamiento de los pre-RNA
ribosdmicos (pre-rRNA) alterando, por tanto, la fisiologia y el metabolismo de la planta. En
este sentido, numerosos estudios implican a las quinasas de actividad antagdnica TOR (Target
of Rapamycin) y SnRK1 (Sucrose non-fermenting-Related protein Kinase 1), que son
reguladores maestros del metabolismo celular, en procesos de patogénesis vegetal como
infecciones virales y bacterianas.

En este Trabajo de Final de Mdaster se ha profundizado en el papel del estrés ribosomal
causado por la patogénesis viroidal, a través del estudio de posibles alteraciones en el patrén
de expresién de la fibrilarina, componente fundamental del complejo U3 snoRNP (U3 small
nucleolar ribonucleoprotein), que es necesario para el procesamiento de los pre-rRNA. De esta
forma, hemos observado que la infeccidon del viroide del tubérculo fusiforme de la patata
(PSTVd) altera la expresion de la fibrilarina en plantas de Nicotiana benthamiana
incrementando transitoriamente la expresion de esta proteina. Ademas, en este trabajo se han
investigado nuevos mecanismos moleculares implicados en la patogénesis viroidal, a través del
estudio de la interaccién del viroide PSTVd con las rutas de sefializacion reguladas por las
quinasas TOR y SnRK1 en plantas de tomate. A través de estos estudios, se ha observado que,
aparentemente, el viroide no altera la actividad ni la regulacion transcripcional mediada por
SnRK1. En cambio, es capaz de inhibir el proceso de autofagia selectiva. Adicionalmente, se ha
comprobado que la inhibicidn de TOR produce una reduccién de la sintomatologia ocasionada
por la infeccién viroidal, recuperandose el flujo autofagico y disminuyendo la acumulaciéon del
viroide en las plantas de tomate.
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ABSTRACT

Viroids are small, self-replicating plant pathogens consisting of a circular single-stranded RNA
strand with a high secondary structure. Viroids have no coding capacity; however, they can
infect and cause severe disease in susceptible plants. Studies of viroid pathogenesis have
mainly focused on the ability of these pathogens to induce gene silencing, but the precise
relationship between these or other yet to be discovered processes and viroid
symptomatology remains unknown.

We have recently observed in our laboratory that viroid infections cause ribosomal stress in
tomato plants by interfering with ribosomal pre-RNA (pre-rRNA) processing thereby altering
plant physiology and metabolism. In this sense, numerous studies implicate the antagonistic
kinases TOR (Target of Rapamycin) and SnRK1 (Sucrose non-fermenting-Related protein Kinase
1), which are master regulators of cellular metabolism, in plant pathogenesis processes such as
viral and bacterial infections.

In this Master's Thesis we have focused on the role of ribosomal stress caused by viroid
pathogenesis, through the study of possible alterations in the expression pattern of fibrillarin,
a major component of the U3 snoRNP (U3 small nucleolar ribonucleoprotein) complex, which
is necessary for the pre-rRNA processing. Thus, we have observed that potato spindle tuber
viroid (PSTVd) infection alters fibrillarin expression in Nicotiana benthamiana plants,
transiently increasing the expression of this protein. In addition, this work has investigated
new molecular mechanisms involved in viroid pathogenesis, through the study of the
interaction of the PSTVd viroid with the signaling pathways regulated by TOR and SnRK1
kinases in tomato plants. Through these studies, it has been observed that the viroid
apparently does not alter the activity nor transcriptional regulation mediated by SnRK1.
Nevertheless, it can inhibit the process of selective autophagy. Importantly, it has been found
that TOR inhibition produces a reduction of the symptomatology caused by viroid infection,
recovering the autophagic flux and reducing the viroid accumulation in tomato plants.

Keywords: viroid; ribosomal stress; autophagy; SnRK1; TOR



RESUM

Els viroids son xicotets patogens vegetals amb capacitat autorreplicativa, constituits per una
cadena de RNA monocatenaria circular amb una elevada estructura secundaria. Els viroids no
tenen capacitat codificant; no obstant aix0, poden infectar i causar malalties greus en plantes
susceptibles. Els estudis de patogenesis viroidal s'han centrat principalment en la capacitat
d'aquests patogens d'induir silenciament genic, perod la relacié precisa entre aquests o altres
processos encara per descobrir i la simptomatologia viroidal continua sent desconeguda.

Recentment, en el nostre laboratori hem observat que les infeccions viroidals causen estrés
ribosomal en plantes de tomaca en interferir en el processament dels pre-RNA ribosomics
(pre-rRNA) alterant, per tant, la fisiologia i el metabolisme de la planta. En aquest sentit,
nombrosos estudis impliquen les cinases d'activitat antagonica TOR (Target of Rapamycin) i
SnRK1 (Sucrose senar-fermenting-Related protein Kinase 1), que sén reguladors mestres del
metabolisme cel-lular, en processos de patogénesi vegetal com a infeccions virals i
bacterianes.

En aquest Treball de Final de Master s'ha aprofundit en el paper de I'estrés ribosomal causat
per la patogenesi viroidal, a través de I'estudi de possibles alteracions en el patré d'expressid
de la fibrilarina, component fonamental del complex U3 snoRNP (U3 small nucleolar
ribonucleoprotein), que és necessari per al processament dels pre-rRNA. D'aquesta manera,
hem observat que la infeccid del viroid del tubercle fusiforme de la creilla (PSTVd) altera
I'expressio de la fibrilarina en plantes de Nicotiana benthamiana produint un increment
transitori de l'expressié d’aquesta proteina. A més, en aquest treball s'han investigat nous
mecanismes moleculars implicats en la patogenesi viroidal, a través de I'estudi de la interaccid
del viroid PSTVd amb les rutes de senyalitzacié regulades per les cinases TOR i SnRK1 en
plantes de tomaca. A través d'aquests estudis, s'ha observat que aparentment el viroid no
altera I'activitat ni la regulacié transcripcional mediada per SnRK1. No obstant aix0, és capag
d'inhibir el procés d'autofagia selectiva. Adicionalment, s’"ha comprovat que la inhibicié de TOR
produeix una reduccid de la simptomatologia ocasionada per la infeccié viroidal, recuperant-se
el flux autofdgic i disminuint I'acumulacid del viroid en les plantes de tomaca.

Paraules clau: viroid; estrés ribosomal; autofagia; SnRK1; TOR
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1 INTRODUCCION

1.1 La respuesta defensiva de las plantas frente a patdgenos

Las plantas son organismos vulnerables que estan expuestos a estreses ambientales tanto
bidticos como abidticos, lo que desencadena una disminucidn de la produccién y calidad de los
cultivos (Verma et al.,, 2013). Al tratarse de organismos sésiles, las plantas han llegado a
desarrollar mecanismos para combatir estos tipos de estrés (Gull et al., 2019). En concreto, el
estrés bidtico en las plantas es provocado por herbivoros, mamiferos, insectos y una gran
variedad de microorganismos (Verma et al., 2013). El estudio de la interaccidn entre planta y
patégeno tiene un gran interés cientifico y econdmico debido a las grandes pérdidas en los
cultivos que ocasionan los agentes patogénicos. Un ejemplo es el estudio de la inmunidad
vegetal mediante la cual las plantas son capaces de defenderse de las estrategias empleadas
por los patégenos para enfermarlas (Gull et al., 2019).

Las plantas cuentan con mecanismos de defensa compuestos por multiples barreras.
Puede considerarse, por un lado, una primera linea de defensa que incluye barreras fisicas y
guimicas ya existentes de manera natural en las plantas (defensa pasiva o general) vy, por el
otro, un conjunto de reacciones y mecanismos que se activan a causa de una invasion
patogénica (resistencia activa) (Verma et al., 2013). La respuesta producida por la planta frente
a un patégeno se da a dos niveles. El primero, conocido como PTI (PAMP Triggered
Inmmunity), comienza con el reconocimiento de los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns) por parte de los receptores no especificos PRRs (Pattern Recognition Receptors)
(Figura 1). Como ejemplos de PAMPs se tiene a proteinas como la flagelina bacteriana o
carbohidratos como la quitina flngica. Algunos mecanismos de defensa frente a los PAMPs
incluyen el refuerzo de la pared celular, la producciéon de proteinas PR de defensa o la
induccion de genes que codifican proteinas para el establecimiento de barreras fisicas para
frenar la propagacién del patégeno (Jones & Dangl, 2006). El segundo nivel de respuesta se
denomina ETI (Effector-Triggered Inmmunity), que es una versidén mas rapida e intensa que la
PTI y se activa por la percepcién de efectores ETS (Effector Triggered Susceptibility), lo que
implica una interaccidn entre factores de avirulencia (Avr) del patdgeno y productos de genes
de resistencia (R) de la planta. Este tipo de interrelacidn se conoce como interaccién gen-a-gen
y puede ser del tipo compatible o incompatible, lo que determinara el desarrollo o no de la
enfermedad, respectivamente (Cui et al., 2015; Jones & Dangl, 2006). La interaccion
incompatible tendra lugar si se produce un reconocimiento entre los factores R y Avr, lo que
provocarda la activacién de la ETI y se llevaran a cabo respuestas defensivas para evitar la
proliferacién del patégeno y como consecuencia dara lugar a muerte celular alrededor de la
zona de infeccidn, conocida como reaccion hipersensible (Hypersensitive Reaction, HR), para
evitar el avance de la infeccion (Greenberg & Yao, 2004). Por otro lado, si se da la ausencia de
cualquiera de los factores R o Avr, se produce una interaccién compatible y, por lo tanto, el
desarrollo de la enfermedad dando lugar a una infeccidon sistémica como la que produce el
viroide de la exocortis de los citricos (CEVd) o el viroide del tubérculo fusiforme de la patata
(PSTVd).
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Figura 1. Modelo en zig-zag ilustrativo del sistema inmunolégico de las plantas. En la Fase |, la planta
detecta los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) a través de PRRs (Pattern Recognition
Receptors) lo que promueve la PTI (PAMP Triggered Inmmunity). En la Fase I, los patégenos que han
superado la primera barrera, liberan efectores que interfieren con la PTI, produciendo una
susceptibilidad desencadenada por los ETS (Effector Triggered Susceptibility). En la Fase lll, el factor de
avirulencia (Avr) es reconocido por el producto de un gen de resistencia (R), y se activa la ETI (Effector
Triggered Inmmunity) que induce la respuesta hipersensible (HR) dando lugar a la muerte celular en
lugar de la infeccidn (adaptaciéon de Jones & Dangl, 2006).

1.2 Los viroides

Los viroides son los patégenos mas simples conocidos en plantas, pero, a pesar de su
simplicidad, cuentan con una gran versatilidad. Su genoma esta compuesto por una pequefia
(250-400 pb) cadena circular de RNA monocatenario no codificante, que no esta protegida por
una envoltura ni esta encapsidada. Los viroides estan formados por un contenido alto de pares
CG, lo que aumenta la fidelidad de la replicacién debido a que éstos proporcionan una mayor
estabilidad que el par AU. Su estructura circular les permite eludir los problemas de la
replicacion lineal del genoma y elimina la necesidad de tags gendmicos para completar su
replicacion. Al no codificar proteinas, su aparicidon podria ser previa a los ribosomas, pero en
todos los casos, su genoma cuenta con suficiente informacidn secuencial y estructural para
poder replicarse en las células del huésped y asi propagarse dentro de la planta para producir
una infeccidon compatible o sistémica que puede causar enfermedades severas en las plantas,
de forma similar a las que causaria una infeccion virica (Ding, 2009; Flores et al., 2014; Navarro
et al,, 2021).

Los viroides cuentan con diferentes caracteristicas bioldgicas, estructurales y bioquimicas
y, en general, se pueden considerar parasitos de la maquinaria transcripcional de los organulos
(nucleo o cloroplastos), a diferencia de la mayoria de los virus de RNA de plantas, que se les
considera como parasitos de la maquinaria traduccional, debido a que se replican en el
citoplasmay que, para infectar al huésped, deben expresar las proteinas que codifica su propio
genoma (Tsagris et al., 2008). Los viroides se clasifican en dos familias, la familia Asunviroidae y
la familia Pospiviroidae. Los miembros de la primera de ellas se replican y acumulan en los
cloroplastos mediante un mecanismo de circulo rodante y, ademads, estdn dotados de
autoescisién mediada por ribozimas de cabeza de martillo, actuando como RNAs cataliticos. Su
ciclo de replicacion es considerado simétrico, porque forma un RNA circular de polaridad



positiva (+) (cadena mas abundante en la planta) y negativa (-). Su replicacién empieza con una
RNA polimerasa dependiente de DNA plastidico forzada a aceptar RNA como molde. De forma
inmediata, se produce la escision de cadenas oligoméricas (+) mediada por ribozimas de
cabeza de martillo y, finalmente, la cadena se circulariza a través una isoforma plastidica de la
tRNA ligasa. Esta familia tiene al viroide del manchado solar del aguacate (Avocado Sunblotch
Viroid, ASBVd) como miembro mas representativo (Di Serio et al., 2018; Flores et al., 2000,
2014).

En cuanto a la familia Pospiviroidae, que es en la que se enfoca este trabajo, cuenta con
casi 30 especies de viroides conocidas que se replican y acumulan en el nucleo v, al contrario
de la anterior familia, no tienen estructuras de autoescision. Presentan una estructura
secundaria en forma de varilla dividida en 5 regiones (Figura 2): el dominio C (Central); el
dominio P (Pathogenic) donde se cree que reside la patogenicidad del viroide y, por tanto,
cualquier mutacién puede alterar la virulencia; el dominio V (Variable) en el que pueden
ocurrir mutaciones sin alterar los procesos de infeccién, y los dominios TLy TR (Terminal Left y
Terminal Right, respectivamente) que forman horquillas debido a que las bases no aparean
entre si. Ademas, estos viroides cuentan con una regién CCR (Central Conserved Region)
caracteristica de la familia, que es la regidn responsable de dirigir la maquinaria del huésped
para que se dé un correcto procesamiento de las cadenas durante la replicacién, por lo que
cualquier mutacidon en esta region puede ser letal para éste. En lo que concierne a su
replicacion se le considera asimétrica, pero cabe recalcar que la cadena (-) se encuentra
localizada en el nucleoplasma y la cadena (+) principalmente en el nucleolo (Ding et al., 2005).
La replicacion de esta familia también sigue el modelo de circulo rodante, de forma similar a la
familia Asunviroidae, comenzando con una RNA polimerasa dependiente de DNA nuclear.
Posteriormente, la escisidn de las cadenas oligoméricas se produce por una RNasa lll que actua
en una horquilla aguas arriba del CCR mientras que, para la circularizacidn, se emplea una DNA
ligasa nuclear. Su miembro mas representativo es el viroide del tubérculo fusiforme de la
patata (Potato Spindle Tuber Viroid, PSTVd) (Di Serio et al., 2021; Ding et al., 2005; Flores et al.,
2014).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura secundaria de PSTVd. TL: dominio terminal
izquierdo; TR: dominio terminal derecho; C: dominio central; P: dominio patogénico; V: dominio
variable; CCR: regidn central conservada; bucle E: elemento de estructura terciaria caracterizado en la
CCR del PSTVd (Carbonell, 2014).

La infeccion sistémica producida por viroides sigue un proceso con pasos comunes:
entrada a organulos (nucleo o cloroplastos), replicacion, exportacion fuera de los organulos,
movimiento intercelular, entrada al tejido vascular, desplazamiento a larga distancia por el
sistema vascular y su posterior salida (Ding et al., 2005). Como se ha indicado anteriormente, a
pesar de ser organismos simples, los viroides son agentes infecciosos responsables de
enfermedades severas en plantas, la mayoria en plantas superiores. Por otro lado, estudios



sistémicos han demostrado que el RNA viroidal se puede encontrar de forma asintomatica en
diversos huéspedes. En general, los viroides son causantes de enfermedades que causan gran
impacto a nivel agronémico vy, por tanto, econdmico. Este es el caso de la enfermedad causada
por el viroide PSTVd (Gémez et al., 2008), el cual es objeto de estudio en este trabajo.

1.2.1 El viroide del tubérculo fusiforme de la patata (PSTVd)

El viroide del tubérculo fusiforme de la patata, cuyo genoma puede constar de 356 a 390
nt, es un patégeno de cuarentena para la patata que esta incluido en la lista de la Unién
Europea. El huésped principal es la patata, pero de entre 156 especies susceptibles, 139
pertenecen a la familia Solanaceae, como el tomate, pimiento y varias especies ornamentales
(Arias, 2014). La infeccién se transmite de forma mecanica, por contacto entre plantas
enfermas o transmisién por el uso de herramientas contaminadas, entre otras vias. La
sintomatologia ocasionada por el PSTVd varia de media a severa, dependiendo de la cepa de
viroide, y puede producir una reduccion en el rendimiento de un cultivar de hasta un 40%.
Algunos de los sintomas visibles que se pueden apreciar son: enroscamiento del apice del tallo
en el sentido de las agujas del reloj, foliolos mds alargados y verdes oscuros y tubérculos
pequeios y elongados. En tomate algunos de los sintomas son, por ejemplo, hojas deformadas
y con clorosis, un acortamiento de los nudos y enanismo (Ling et al., 2013; Owens &
Verhoeven, 2009).

El viroide del tubérculo fusiforme de la patata, ademas de ser el miembro de referencia
de la familia Pospiviroidae, es un buen modelo para el estudio viroide-huésped, ya que ha sido
ampliamente caracterizado. Por ejemplo, el PSTVd ha sido la base de estudio de la estructura
de los viroides, el movimiento sistémico a través del floema y célula a célula a través de
plasmodesmos, y para desarrollar plantas resistentes a los viroides, entre otros (Adkar-
Purushothama et al., 2015, 2017; Zhu et al., 2002). Teniendo en cuenta que el tomate es uno
de los huéspedes naturales de PSTVd, esta planta es una de las mas utilizadas a nivel
experimental debido a su conveniencia, sus caracteristicas de importancia agronémica no
presentes en otras plantas empleadas en laboratorio y el tiempo relativamente corto de
crecimiento y maduracién, de entre 4 a 6 semanas (Verhoeven et al., 2004).

1.3 Los viroides y el estrés ribosomal

Varios estudios han demostrado que los viroides, a pesar de su naturaleza no codificante,
alteran tanto transcripcional como postranscripcionalmente a las células de las plantas. En
concreto, se ha observado que la infeccién viroidal afecta a la expresion de genes que
codifican proteinas ribosomales, asi como también proteinas relacionadas con el metabolismo
y la biogénesis de los ribosomas (Gdra-Sochacka et al., 2019; Lisén et al., 2013) .

Dado el papel esencial de los ribosomas en la traduccion de la informacién genética, un
aspecto crucial para todas las formas de vida es el proceso de biogénesis ribosomal. La
biogénesis ribosomal es un proceso esencial en el que los RNA pre-ribosémicos (pre-rRNAs) se
sintetizan y procesan para formar los ribosomas 80S maduros, compuestos por la subunidad
ribosdmica pequefia 40S y la grande 60S (Kressler et al., 2017; Lafontaine & Tollervey, 2001;
Xie et al., 2017). La biogénesis de los ribosomas tiene lugar en el nucleolo, el cual, se subdivide
en los componentes fibrilar (FC) y denso fibrilar (DFC), donde tiene lugar la transcripcion de los
rDNA, y los primeros pasos del procesamiento de los pre-rRNAs y ensamblaje de las
subunidades ribosdmicas; y un componente granular (CG), donde se producen los pasos finales
del ensamblaje de las subunidades ribosémicas, pequena y grande, a partir de los rRNAs
maduros y proteinas ribosémicas, antes de ser transportados a través del nucleoplasma extra-
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nucleolar hacia el citoplasma (Kalinina et al., 2018). La biogénesis de ribosomas es, en
resumen, un proceso altamente complejo, como demuestra la existencia de los mds de 200
factores de biogénesis de ribosomas (RBFs) que alberga el nucleolo eucariota (Kressler et al.,
2017). Entre estos factores se encuentran los snoRNAs (guide small nucleolar RNAs) que junto
a su interaccion con proteinas forman las llamadas snoRNPs (small nucleolar ribonucleoprotein
particles) que son clave en la modificacion y el procesamiento del pre-rRNA (Weis et al., 2015).
En concreto, el complejo U3 snoRNP, de tipo caja C/D, se ha demostrado esencial para el corte
del pre-rRNA para dar lugar a los rRNA maduros. En levadura, el complejo U3 snoRNP esta
formado por las proteinas core, Snul3p/15.5kD, Nop56p, Nop58p, Noplp (fibrilarina en
plantas y humanos) y Rrp9p, ademas de varias proteinas asociadas que forman el complejo
Mpp10-Imp3-Imp4 (Marmier-Gourrier et al.,, 2011). En plantas, en concreto en Brassica
oleracea, se ha comprobado la existencia de un complejo U3 snoRNP conteniendo a los
ortélogos de Noplp/fibrilarina, Cbf5p y Nop58p. Este complejo es necesario para el corte P del
pre-rRNA para dar lugar al precursor 35S pre-rRNA (Weis et al., 2015).
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Figura 3. Diferentes vistas de la organizacion nucleolar. Se ilustra un tipico nucleolo de una planta. (a)
Posible modelo de la organizaciéon de las unidades de transcripcion de rDNA en el nucleolo. RNP
(Ribonucleoprotein complex). (b) Estructura nucleolar. DFC (Dense Fibrilar Component), FC (Fibrilar
Component) y GC (Granular Component). (c) Organizacion de los sitios de transcripcion y las zonas de
procesamiento de transcripcion. ETS (External transcribed Spacer), 1TS1 (Internal transcribed Spacer 1).
(d) Localizacion de algunas proteinas y pequefios RNAs nucleolares (Shaw, 2015).

Promovidos por investigar los efectos moleculares de la patogénesis viroidal en plantas,
en 2019 nuestro laboratorio descubrié que los viroides ocasionan estrés ribosomal en plantas
de tomate (Cotilli et al. 2019). En concreto, se observé que el viroide de la exocortis de los
citricos (CEVd) provocaba un defecto global en el proceso traduccional a causa, en parte, de su
interferencia en la biogénesis de ribosomas que se produce en el nucleolo. Estas alteraciones
se debian a la interferencia del viroide en el proceso de maduracién del rRNA 18S.
Curiosamente, el complejo U3 snoRNP también se ha demostrado que es necesario para la
maduracién completa del rRNA 18S (Dutca et al., 2011). Ademas, otros estudios muestran que
la cadena (+) del PSTVd, co-localiza subcelularmente con el U3 snoRNA, provocando su
redistribucién asimétrica en plantas infectadas de Nicotiana benthamiana (Qi et al., 2003).
Todas estas observaciones, plantearon en nuestro laboratorio la hipdtesis de que los viroides,
como el CEVd o el PSTVd, podrian estar afectando el procesamiento del pre-rRNA 18S vy, en



consecuencia, la biogénesis ribosomal, a través de la alteracidn del funcionamiento normal del
complejo U3 snoRNP.

1.4 Las quinasas TOR (Target of Rapamycin) y SnRK1 (Sucrose non-
Fermenting Related Kinase1)

Las proteinas Snfl-related protein kinasel (SnRK1; AMPK en mamiferos y Snfl en
levadura) y Target of Rapamycin (TOR) son dos protein-quinasas evolutivamente conservadas
que ejercen funciones celulares centrales pero antagdnicas entre si (Figura 4). Estas proteinas
son reguladores energéticos maestros que reajustan tanto la expresidn génica como el
metabolismo celular dependiendo del estatus energético de la planta (Roustan et al., 2016).

SnRK1 se activa en respuesta a la disminucidon del suministro energético (por ejemplo,
durante el estrés), lo que desencadena, en general, la represion del crecimiento, la activacién
del catabolismo y la inhibicion de los procesos anabdlicos que consumen energia (Baena-
Gonzalez et al., 2007). SnRK1 es un complejo protein-quinasa heterotrimérico compuesto por
una subunidad a-catalitica, y 2 subunidades reguladoras, B y By, que estdn codificadas por
varios genes: en Arabidopsis thaliana son 3 genes para la subunidad a (SnRK1al/a2/a3), 3
para la subunidad B (SnRK181/62/63) y 1 para la subunidad By (SnRK18y) (Crozet et al., 2014),
mientras que en Solanum lycopersicum se han descrito 2 para la subunidad a (S/SnRK1.1/1.2),
4 para la subunidad B (S/Gal83, SISip1, SITaul y SITau2) y 1 para la subunidad y (SISNF4). La
fosforilacién de un residuo de treonina conservado en el T-loop de activacion de la subunidad
catalitica por parte de quinasas aguas arriba es esencial para la actividad de
Snf1/AMPK/SnRK1 (Polge & Thomas, 2007). Una vez activada, SnRK1 induce amplios cambios
en la expresidn génica (transcriptdmicos y traduccionales) y el metabolismo en respuesta al
estrés (Baena-Gonzélez & Hanson, 2017). TOR es una Ser/Thr quinasa conservada que, al
contrario que SnRK1, en condiciones de suficiente aporte energético promueve el crecimiento
y procesos biosintéticos, asi como la biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas
(Mugume et al., 2020). En plantas, el complejo TOR esta formado por la quinasa TOR y las
proteinas reguladoras RAPTOR y LST8, de manera equivalente al complejo TORC1 de
mamiferos.
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Figura 4. SnRK1 y TOR son complejos de proteina quinasa que regulan de forma antagénica el
crecimiento y el desarrollo en respuesta al aporte de energia. Figura adaptada de (Baena-Gonzalez &
Hanson, 2017).



1.5 El eje SnRK1-TOR y su funcion durante el estrés biotico

El estrés, como el causado por el ataque de patdgenos, afecta a los procesos de
asimilacion de carbono y de produccion de ATP resultando en una disminucidn de los niveles
energéticos (Biswal et al., 2011). Por tanto, es ldgica la implicacidon tanto de SnRK1 como de
TOR en la respuesta frente a este tipo de estreses y, de hecho, numerosos estudios reflejan la
importancia de estas quinasas en el balance entre el crecimiento de la planta y la propia
respuesta de defensa frente al patégeno (Margalha et al., 2019). En general, la respuesta
inmune de la planta resulta en una regulacién antagdnica entre SnRK1 (se activa) y TOR (se
reprime) para desencadenar una respuesta defensiva eficiente. Ante el ataque del patégeno,
SnRK1 promueve la resistencia mientras que TOR potencia el crecimiento en detrimento de la
respuesta defensiva, haciendo que aumente la susceptibilidad (Mugume et al., 2020). En
consecuencia, plantas con ganancia de funcién de SnRK1 o pérdida de funciéon TOR tienden a
ser mas resistentes, y viceversa (Margalha et al., 2019).

Hay que destacar que varios patdgenos son capaces de interferir en la accién de estas
proteinas en su propio beneficio, al inhibir a SnRK1 y/o activar a TOR para promover la
infeccidn. Un ejemplo es el descrito por Hao et al., (2003) en el que se encontrd que proteinas
determinantes de la patogenicidad de geminivirus pueden inactivar a SnRK1, lo que conduce a
una mayor susceptibilidad. También, en varios trabajos se ha descrito la interaccion de
efectores virales con TOR. Por ejemplo, la proteina efectora TAV del virus del mosaico de la
coliflor (CAMV) se puede unir y promover la actividad de TOR, ayudando de esta manera al
éxito viral (Schepetilnikov et al., 2011). En este sentido, plantas tratadas con inhibidores
especificos de TOR son mas resistentes a la infeccion por CAMV al no tener la capacidad de
promover la traduccidon policistrénica y de esta manera abolir la replicacion viral
(Schepetilnikov et al., 2011). De manera semejante, la inhibicion producida por AZD8055, otro
inhibidor de TOR dificulta la infeccidn causada por el virus del mosaico de la sandia (WMV). Sin
embargo, la infeccién producida por el virus del mosaico del nabo (TuMV) no se ve afectada
por dicha inhibicién y las plantas siguen siendo susceptibles, lo que sugiere que, dependiendo
del tipo de virus, el requerimiento de la sefalizacion mediada por TOR podria diferir
(Ouibrahim et al., 2015; Schepetilnikov et al., 2011). De manera similar a lo que ocurre en las
interacciones planta-virus, en el caso de infecciones bacterianas las actividades de SnRK1 vy
TOR estan relacionadas con una mayor resistencia y susceptibilidad, respectivamente. Por
ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresién de SnRK1 en arroz confiere mayor
resistencia a la infeccion de Xanthomonas oryzae pva oryzae (Xoo) (Filipe et al., 2018). En un
estudio complementario en Xoo se ha observado que TOR es capaz de suprimir en parte la PTI
al neutralizar la sefializacion de hormonas de defensa como el acido salicilico y el acido
jasmonico. En este caso, la inhibicion de TOR con rapamicina activa genes relacionados con la
defensa (De Vleesschauwer et al., 2018).

1.6 El papel de la autofagia en respuesta al estrés biotico

Uno de los procesos celulares clave para la resistencia y supervivencia de las plantas ante
el ataque de patogenos es la autofagia (Wang et al., 2018). La autofagia es un proceso celular
catabdlico conservado en el que componentes como macromoléculas, organulos dafiados o
agentes toxicos, se degradan en vacuolas liticas para ser eventualmente reutilizados. Este
proceso es importante durante el desarrollo y para el mantenimiento de la homeostasis celular
en condiciones basales, pero también es crucial en condiciones de estrés, momento en el que
se induce fuertemente (Galluzzi et al., 2017; Yang & Bassham, 2015). Basicamente, en la
autofagia se da la formacién de una vesicula de doble membrana, el autofagosoma, el cual se
forma a partir del fagéforo que rodea y engulle al material citoplasmatico a degradar, que es



transportado hacia la vacuola. Para que tenga lugar este proceso, se han caracterizado cerca
de 36 genes ATG (AuTophaGy), los cuales codifican proteinas centrales de autofagia que
parecen estar bien conservadas en la mayoria de organismos multicelulares, entre ellos las
plantas (Avin-Wittenberg et al., 2018). La autofagia se considera necesaria para la
supervivencia de las plantas, particularmente en situaciones de deficiencia de nutrientes o
ante diversas condiciones de estrés (Signorelli et al., 2019). En concreto, la autofagia tiene un
papel importante en la respuesta inmune de las plantas, ya que puede actuar como via de
supervivencia, promoviendo la muerte celular programada en la respuesta hipersensible
inducida por un ataque patogénico para evitar su avance sistémico (Coll et al., 2011). La
autofagia puede ser no selectiva (bulk) o selectiva, cuando para este ultimo caso se pretenden
degradar componentes especificos. En este sentido, la autofagia es inducida por numerosos
PRRs lo que conlleva a la degradacion selectiva de los patdgenos intracelulares. La existencia
de autofagia selectiva aumenta sobremanera la complejidad de los mecanismos de regulacion
concernientes a este proceso, los cuales permanecen por descubrir en la mayoria de los casos
(Stephani & Dagdas, 2020).

Como se ha mencionado anteriormente, tanto el estrés abidtico como el biético provocan
cambios metabdlicos y energéticos, los cuales interactian con los mecanismos de autofagia
para el mantenimiento de la homeostasis celular, en la que es esencial una adecuada
modulacién del flujo energético y de nutrientes para que la planta pueda hacer frente a la
situacién desfavorable. Por tanto, para la regulaciéon de la autofagia también es de gran
importancia la funcion de las quinasas SnRK1 y TOR (Jamsheer K et al., 2021; Mugume et al.,
2020; Wang et al., 2018). SnRK1 es un regulador positivo de la autofagia en condiciones de
ayuno nutricional y, aunque los mecanismos precisos que rodean a esta regulacidon se
desconocen principalmente en plantas, se ha podido demostrar que SnRK1 fosforila a
proteinas importantes para promover el proceso autofagico como ATG1a y ATG6 (Chen et al.,
2017; Soto-Burgos & Bassham, 2017). En cambio, TOR es un regulador negativo de la
autofagia. En condiciones 6ptimas de crecimiento, cuando el aporte de nutrientes y energia es
normal, la autofagia se mantiene en niveles basales bajos que son mantenidos por la accidn de
TOR que fosforila a ATG13 (Puente et al., 2016; Wallot-Hieke et al., 2018).

Todavia no son claras las pruebas que relacionan directamente la regulacién de la
respuesta de defensa al ataque por patdgenos a través de la autofagia y el eje SnRK1-TOR,
pero cada vez existen mas estudios que correlacionan un aumento de la resistencia de las
plantas debido a la inhibicidn de TOR o, al contrario, un aumento de la susceptibilidad a causa
de una disminuciéon de la actividad de SnRK1. Esta correlacién se puede explicar facilmente a
través de la regulacidon autofagica antagénica por parte de SnRK1 y TOR (Jamsheer K et al.,
2021; Mugume et al., 2020; Wang et al., 2018).

Por otra parte, se ha descrito que la inhibicién de la actividad TOR -que disminuye la
produccién de proteinas ribosomales, ralentiza la sintesis proteica y estimula la autofagia- es
capaz de reducir el estrés proteotdxico causado por ribosomopatias o alteraciones en la
biogénesis de ribosomas (Recasens-Alvarez et al., 2021). Por tanto, el estudio de la posible
implicaciéon de las rutas de sefializacién reguladas por TOR y SnRK1 en los procesos de
patogénesis viroidal, que se ha descrito que producen alteraciones en la biogénesis ribosomal
(Cottilli et al., 2019), resulta de gran interés.



2 OBIJETIVOS

Recientemente, hemos observado en nuestro laboratorio que las infecciones viroidales
causan estrés ribosomal en plantas de tomate al interferir en el procesamiento de los pre-
rRNAs alterando, por tanto, la fisiologia y el metabolismo de la planta. Ademas, numerosos
estudios implican a las kinasas de actividad antagdénica TOR y SnRK1 en procesos de
patogénesis vegetal como infecciones virales y bacterianas. En este Trabajo de Final de Master
se pretende profundizar en el papel del estrés ribosomal causado por la infeccién viroidal a
través del estudio de posibles alteraciones en funcionamiento del complejo U3 snoRNP, que es
necesario para el procesamiento de los pre-rRNAs. De la misma forma, se pretende investigar
nuevos mecanismos moleculares implicados en la patogénesis viroidal, mediante el estudio de
la interaccion entre el viroide PSTVd y las rutas de sefializacidn reguladas por las kinasas TOR y
SnRK1 en plantas de tomate. Los objetivos especificos de este trabajo son, por tanto:

l. Estudio del efecto de la infeccidn viroidal en la funcidon del complejo U3 snoRNP
durante la biogénesis ribosomal, mediante el estudio de la expresidon y/o localizacién
de lafibrilarina, una proteina nucleolar componente de dicho complejo.

Il. Estudio de la interaccién entre el viroide PSTVd y el eje SnRK1-TOR en plantas de
tomate.
a. Estudio de la actividad de SnRK1 y TOR en plantas de tomate infectadas por
PSTVd.

b. Estudio del papel de la autofagia en la patogénesis viroidal.

c. Estudio de la inhibicion de TOR en la sintomatologia viroidal y el flujo
autofagico mediado por viroide.

d. Generacién de plantas transgénicas de tomate con niveles alterados de SnRK1
como herramienta para el estudio de sus funciones moleculares y fisioldgicas.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Se emplearon plantas de tomate (Solanum lycopersicum) de la variedad Money Maker y
plantas de Nicotiana benthamiana.

3.1.1 Germinacion

Para la germinacién de las semillas de tomate, se realizé su esterilizacién mediante
lavados en serie para disminuir la tasa de contaminacidn. Las semillas se envolvieron en
membranas Miracloth y se sumergieron en una mezcla de lejia comercial y agua desionizada
estéril (1:1), a la que se afiadid 1 gota del surfactante Tween-20. Este primer lavado se
mantuvo durante 30 min en agitacion constante. A continuacién, se realizaron 3 lavados con
agua desionizada estéril durante 5, 10 y 15 min, para eliminar por completo el agente
desinfectante.

Una vez esterilizadas las semillas, se colocaron en placas Petri con una capa de papel filtro
esterilizado y humedecido con 7 mL de agua desionizada y esterilizada. Se sellé la placa
herméticamente con cinta Micropore y se almacenaron en oscuridad 72 h a una temperatura
de 24 °C en camara de cultivo in vitro para que se produjera la aparicion de la radicula.
Transcurrido el tiempo, se destaparon las placas y se mantuvieron entre 72 y 96 h en la cdmara
de cultivo con condiciones de ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 24 °C. Pasado el
tiempo, las plantulas se transfirieron a tierra.

En el caso de N. benthamiana, las semillas se germinaron en el invernadero directamente
en tierra.

3.1.2 Condiciones de Cultivo en invernadero

Las plantas se sembraron en macetas (12 cm de profundidad x 13 cm de didmetro
interior) con una mezcla de turba y vermiculita (1:1) y se regd cada 2 dias con solucidn
nutritiva Hoagland. Las plantas de tomate crecieron en una cdmara de cultivo a una
temperatura de entre 25 y 30 °C (noche/dia), con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad y con una humedad relativa entre el 50 y 70 % (Belles et al., 2006). En el caso de N.
benthamiana, el crecimiento se realizé en una camara de cultivo a una temperatura de 22+1
OC en condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). En todos los casos se
empled una intensidad luminica de 100-110 umol m2s™.

3.2 Material microbioldgico

En los experimentos de infeccion mediada por viroide, se utilizd una cepa de
Agrobacterium tumefaciens C58 (pGV2260) de la coleccion del laboratorio, que expresa la
secuencia dimérica de cDNA de PSTVd-RG1 (GenBank Acc. No. U23058.1) en el vector binario
pMD201t2. Como control negativo de la infeccién, se utilizé la misma cepa de A. tumefaciens
conteniendo Unicamente el plasmido, segun se refiere en Prol et al., (2021).

10



Para los experimentos de expresion transitoria en N. benthamiana se utilizé A.
tumefaciens C58 (pGV2260). Para la generacion de plantas transgénicas de tomate mediante
agro-transformacion se utilizaron células comerciales de A. tumefaciens ElectroMAX LBA4404
(Invitrogen). Para la manipulacion y propagacién del DNA plasmidico se utilizaron células
electro-competentes de Escherichia coli DH5a.

3.3 Inoculacion del viroide en plantas de tomate o tabaco

Para infectar plantas de tomate y tabaco con viroide se procedié a inocular la cepa de A.
tumefaciens que expresa el dimero de PSTVd descrita en el punto anterior, en plantas de 14y
10 dias, respectivamente. La inoculacidn se realizé6 mediante infiltracion en la cara abaxial de
los cotiledones utilizando jeringas de 1 mL sin aguja. Para ello, el cultivo bacteriano
expresando el viroide se cultivd previamente hasta alcanzar la fase exponencial (a una
densidad dptica a 600 nm (ODgoonm) de 1.0 a 2.0 aproximadamente), se recogieron las células
(15 min a 3000 x g) y se resuspendieron en tampon de infiltraciéon (MES 10 mM, MgCl,10 mM y
acetosiringona 200 puM) de manera que el cultivo quedara a una ODgyponm de 0.1. Las
agrobacterias se incubaron 2 h a temperatura ambiente en agitacién suave previamente a su
inoculacidn. Tras la infiltracién, las plantas se mantuvieron en las condiciones de crecimiento
descritas anteriormente. En los tiempos especificados a lo largo del texto, se recogieron
muestras de tejido foliar para su posterior analisis.

3.4 Expresion transitoria en N. benthamiana

Para los experimentos de expresidn transitoria se utilizaron plantas de N. benthamiana de
aproximadamente 4 semanas de edad, con hojas de un didametro de 3 a 5 cm desde la base
hasta el apice de la hoja. La transformacidn de las plantas con los distintos vectores (Tabla 1),
se realizé via A. tumefaciens (agroinfiltracion) como se describe en Belda-Palazén et al. (2012).
Brevemente, cada una de las agrobacterias conteniendo las construcciones de interés (Tabla
1), se crecid hasta su fase exponencial (ODgoonm de 1.0 a 2.0) y las células se recogieron por
centrifugacion (15 min a 3000 x g). Posteriormente, las células se resuspendieron en tampon
de infiltracion (MES 10 mM, MgCl, 10 mM y 200 uM de acetosiringona) de manera que
alcanzaran la ODgoonm deseada. Posteriormente, se realizaron las mezclas apropiadas entre los
diferentes cultivos de agrobacterias (Tabla 2). Las agrobacterias se incubaron durante 2-3 h a
temperatura ambiente en agitacion suave y se infiltraron con jeringas de 1 mL sin aguja en la
cara abaxial de las hojas. Para los casos especificados a lo largo del texto las infiltraciones se
realizaron en plantas previamente infectadas con PSTVd tras 21 dpi (véase punto anterior). Las
plantas se mantuvieron en las condiciones de crecimiento de dia largo descritas
anteriormente. La expresidn de proteina fluorescente se examind 48 h después de la
infiltracidn a través de microscopia confocal de fluorescencia.

Tabla 1. Cepas de A. tumefaciens utilizadas en este trabajo para expresidon transitoria en N.
benthamiana.

Construccion (vector) Funcion Fuente
Fusion C-terminal de fibrilarina (AT4G25630),
FIB2-RFP (pKT7) . (Herranz et al., 2012)
componente del complejo U3 snoRNP a RFP
Expresion de la proteina p19, supresora del Belda-Palazon et al.,
p19 (pCB301) o . .
silenciamiento via RNAi 2012)
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SISnRK1.1-GFP Fusidon C-terminal de SnRK1.1 Ana Confraria, (IGC,

(pK7FWG2) (Solyc02g067030.3) a GFP Portugal)
SISnRK1.2-GFP Fusién C-terminal de SnRK1.2 Ana Confraria, (IGC,
(pK7FWG2) (Solyc03g115700.3) a GFP Portugal)
amiRSI1 (pK7WG2) Silenciamiento génico de SISnRK1.1y Ana Confraria, (IGC,
SISnRK1.2 Portugal)
amiRSI2 (pK7TWG2) Silenciamiento génico de SISnRK1.1y Ana Confraria, (IGC,
SISnRK1.2 Portugal)
amiRSI3 (pK7WG2) Silenciamiento génico de SISnRK1.1y Ana Confraria, (IGC,
SISnRK1.2 Portugal)

Tabla 2. Composicion de las mezclas de A. tumefaciens infiltradas en hojas de N. benthamiana. Se indica
la ODeoofinal en la mezcla de cada una de las cepas.

Mezclas de A. tumefaciens
FIB2-RFP (ODsoo nm = 0.5) + p19 (ODsoo nm=0.5)
SISnRK1.1-GFP (ODs0o nm = 1) + amiRSI1 (ODsoo nm = 2)
SISNRK1.1-GFP (ODsoonm = 1) + amiRSI2 (ODeoo nm = 2)
SISnRK1.1-GFP (ODs0o nm = 1) + amiRSI3 (ODsoo nm = 2)
SISnRK1.2-GFP (OD6oonm = 1) + amiRSI1 (ODeoo nm = 2)
(
(

SISNRK1.2-GFP (ODsoo nm = 1) + amiRS/2 (ODeoo nm = 2)
SISNRK1.2-GFP (ODsoo nm = 1) + amiRSI3 (ODeoo nm = 2)

3.5 Microscopia confocal de fluorescencia

Para la visualizacion de la fluorescencia en el microscopio confocal, se utilizaron secciones
circulares de 2 cm de didmetro de las hojas agroinfiltradas de N. benthamiana y se colocaron
sobre un portaobjetos con el lado abaxial hacia arriba. Se utilizé un microscopio de escaneo
laser Zeiss LSM 780 con objetivo de inmersidn en agua C-Apochromat 40x/1.20 W Korr FCS
M27. Los pinholes se ajustaron a 1 unidad de aire para cada longitud de onda. Las condiciones
de visualizacidon de las proteinas RFP y GFP se detallan en la Tabla 3. En los casos especificados,
se realizd una compilacién de imdagenes (z-stack) para una seccion total de aproximadamente
25 pm, apilando 50 planos con un intervalo aproximado de 0.44 um entre cada imagen. Las
imagenes se capturaron y procesaron con el software Image) (http://rsb.info.gov/ij/) para
obtener el area y fluorescencia medias cuantificadas en um? y unidades arbitrarias (u.a.)
respectivamente.

Tabla 3. Condiciones de las imagenes confocales para la visualizacidn de las proteinas fluorescentes GFP
y RFP.

Proteina/molécula e, MBS = Deteccion
Excitacion laser (nm) L.
fluorescente dicroico espectral (nm)
GFP Argdn 488 488 510-535
RFP Helio-Nedn 561 488/541 564-610
Clorofila Argdn 488 nm 488 670-700

3.6 Tratamiento con inhibidores de TOR (Torin2 Y AZD8055)

La inhibicidn de TOR se realizé dos compuestos quimicos distintos, Torin2 y AZD8055
(Belda-Palazén et al., 2020). Estos se disolvieron en DMSO a una concentracién de 10 mM y se
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almacenaron a -20 °C hasta su utilizacidn. Los tratamientos con los inhibidores se realizaron en
plantas de tomate a través del riego. Para ello, cada uno de los inhibidores se disolvié en agua
corriente hasta una concentraciéon de 1 uM (200 puL de 10 mM de cada inhibidor en un
volumen final de 2 L). El riego se realizé cada 3 dias directamente en la bandeja en la que se
encontraban las plantas. Como tratamiento control los inhibidores se sustituyeron por el
mismo volumen de DMSO.

3.7 Manipulacién de acidos nucleicos
3.7.1 Extraccion de RNA de plantas

La extraccion de RNA de los tejidos vegetales se realizd utilizando el reactivo Extrazol®
(Trizol Reagent; Blirt S.A). Para ello, se mezclaron 100 mg de tejido vegetal previamente
molido en nitrégeno liquido con la ayuda de un mortero con 1 mL de reactivo. Las muestras se
homogenizaron vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min para la
disociacién de los complejos ribonucleoproteicos. Tras ello, las muestras se centrifugaron a
13000 x g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo al que se
afiadieron 200 pL de cloroformo. Posteriormente las muestras se agitaron e incubaron a
temperatura ambiente durante 2 min, transcurridos los cuales se centrifugd nuevamente a
13000 x g durante 15 min a 4 °C. A continuacidn, se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo
y se anadieron 500 uL de isopropanol, agitando de nuevo e incubando las muestras a
temperatura ambiente durante 10 min. El RNA se sedimentd centrifugando las muestras de
nuevo a 13000 x g durante 10 min a 4 °Cy se elimind el sobrenadante. El precipitado de RNA
se lavé con 1 mL de etanol al 70% y se volvidé a centrifugar 5 min a 7500 x g y 4 °C. El
sobrenadante se eliminé y el etanol residual se dejo evaporar durante unos minutos. El RNA
precipitado se resuspendido en 44 puL de agua Milli-Q estéril tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato).

Para eliminar el DNA gendmico contaminante, se empleé el Kit TURBO DNA-free™
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante (2 U/uL), y
las muestras se incubaron a 37 °C entre 20 y 30 min. Posteriormente, para inactivar y eliminar
la DNAsa, se afiadieron 0.1 volimenes de DNasa Inactivation Reagent y se incubd 2 min, para
finalmente llevar a cabo una centrifugacion (10000 x g, 2 min) y transferir el sobrenadante a
un nuevo tubo.

Para la cuantificacion del RNA total de cada una de las muestras, se empleé un
espectrofotometro ultravioleta-visible Nanodrop™ ONE.

3.7.2 Retrotranscripcion

Se empled el kit comercial PrimeScript™ RT Reagent Kit (Perfect Real Time) de Takara,
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (1 pg de RNA en un volumen final de 10 pL).
Las muestras de cDNA se diluyeron hasta 100 pL con agua libre de nucleasas y se almacenaron
a -20 °C hasta su uso.

3.7.3 Electroforesis de DNA de plantas.

La separacion de fragmentos de DNA se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%. Como marcadores de tamafio se utilizaron Lambda DNA/EcoRI+Hind Il
(Fermentas) y el GeneRuler™ 1 Kb Plus. La electroforesis se desarrolld a 100 V durante
aproximadamente 40 min y el resultado del gel se visualizd por exposicién a luz UV y se
fotografio.
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3.7.4 Reacciones de amplificacion semicuantitativa (RT-PCR) y
cuantitativa (RT-qPCR)

Las amplificaciones por RT-PCR se realizaron en un volumen final de 30 uL y en cada
reaccién se emplearon 2 uL de cDNA, 3 uL de tampdn de reaccidon 10X, 3 puL de dNTPs (2.5
mM), 1 uL de cada cebador (10 uM), 1 pL de Taq DNA polimerasa (2 U/uL). Las condiciones de
reaccioén fueron las siguientes: un primer paso de desnaturalizacién inicial de 2 min a 94 °C; 25
ciclos de 30 s de desnaturalizacién a 94 °C, 30 s de apareamiento a 55 °Cy 1 min de extensién
a 72 °C, seguido de un ultimo paso de extensidon final de 5 min a 72 °C. Los cebadores
empleados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la medida de la expresién génica mediante
RT-PCR semicuantitativa.

Gen Cebador directo (5°-3’) Cebador reverso (5’-3’)

PSTVd | CGTCTCCCTCGATTGCGGAACTAAACTCGTGGT | CGTCTCTCTCAAAGCAGGAACCAACTGCGGTT

Para la RT-qPCR se utilizd el reactivo PyroTaq EvaGreen gPCR Mix Plus (ROX), 0.4 uL de
cDNA y 500 nM de cada cebador en un volumen final de 10 pL. Los andlisis de RT-gPCR se
llevaron a cabo en un equipo 7500 Fast (Life Technologies) y como marcador enddgeno de
referencia se utilizd el gen de la actina. Los célculos de expresidn relativa se realizaron por el
método 22% y se realizaron tres repeticiones técnicas de cada réplica bioldgica de cDNA. Las
secuencias de los oligonucledtidos empleados se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencias de los oligonucledtidos empleados el analisis de la expresion génica mediante RT-
gPCR.

Gen Cebador directo (5°-3’) Cebador reverso (5’-3’)
Actina | CTAGGGTGGGTTCGCAGGAGATGATGC GTCTTTTTGACCCATACCCACCATCACAC
PSTVd | CGTCTCCCTCGATTGCGGAACTAAACTCGTGGT | CGTCTCTCTCAAAGCAGGAACCAACTGCGGTT
DIN6 TCTTCCCACAGAACTCAGCG ATCGGGGTGTCCAAATTCCC
SEN5 | AAGGCATTTGCTCATCCTCCT GTGATTGAGCAAGGAGGTGC
EXP10 | TGGGTGGAGCATGTGGTTAT AAGGGCAAAATTTGGTGGGC

3.8 Manipulacién de proteinas

3.8.1
(SDS-PAGE)

Extraccidon y separacion de proteinas en gel de poliacrilamida

Para la extraccion de proteinas se utilizaron 100 mg de material de partida previamente
pulverizado en nitrégeno liquido, al que se afiadieron 2 volimenes de tampdn de Laemmli 2x
(Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20 %, mercaptoetanol 2 % y 0,001 % de azul de
bromofenol). Tras homogenizar y mantener en hielo las muestras durante 20 min, éstas se
calentaron a 95 °C durante 10 min para provocar la desnaturalizacion de las proteinas.
Finalmente, se centrifugaron durante 15 min a 12000 x g y se conservé el sobrenadante.

Para la separacién de proteinas por SDS-PAGE se utilizé el sistema Mini-Protean® Tetra
handcast systems (Bio-Rad) con geles de poliacrilamida al 10 %. Se llend el tanque con tampdn
de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 0,1 % de SDS, pH 8.3). Se analizaron 10 L de
cada muestra y se cargd una carrera con un marcador de masa molecular (PageRuler™,
Fermentas). La electroforesis se desarrollé a 120 V durante 90 min o hasta que el frente de
electroforesis llegara al fondo del gel.
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3.8.2 Transferencia de proteinas del gel de poliacrilamida SDS-PAGE a
membrana

Para llevar a cabo la transferencia de proteinas separadas por SDS-PAGE a membranas de
PVDF (Immun-Blot® PVDF Membrane For Protein Blotting de Bio-Rad) se activé en primer lugar
la membrana con etanol al 96%, y posteriormente se incubd en tampdn de transferencia
(glicina 192 mM, Tris-HCI 25 mM, 0.1% de SDS, 20% de etanol, pH 8.3). La transferencia se
realizé en condiciones humedas el utilizando el sistema Mini Trans-Blot® Cell Module de Bio-
Rad. La transferencia se desarrollé durante 90 min a 120 V. Para confirmar que la cantidad de
proteinas en cada carrera era equivalente (control de carga), las membranas fueron teiiidas
empleando colorante Ponceau-S preparado al 0.1% en 5% de acido acético.

3.8.3 Deteccion inmunoldgica de proteinas transferidas a membrana

Para la deteccidn inmunoldgica, primero se incubd la membrana con solucion bloqueante
(1X TBS (Tris-Buffered Saline, Tris—HCl 20 mM pH 7.6, NaCl 150 mM) conteniendo 0.05% de
Tween 20 y 5% de leche en polvo desnatada) durante 1 h en una plataforma oscilante.
Seguidamente se incubd la membrana con el anticuerpo primario durante toda la noche
preparado en la misma solucién de bloqueo. A continuacién, se realizaron tres lavados con
abundante TBS-T (1X TBS, 0.05% de Tween 20) cada 10 min y se procedid a la incubacion de la
membrana con el anticuerpo secundario durante 1 h. Después de tres lavados de 10 min con
TBS-T, se procedidé al revelado inmunoldgico, para lo que se utilizd el kit SuperSignal™ West
Femto Maximun Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las bandas de proteinas fueron detectadas utilizando equipo AMERSHAM
ImageQuant 800 y cuantificadas usando el software Imagel.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-GFP (Roche; dilucién 1:1000), anti-NBR1
(Agrisera, AS142805A; dilucién 1:4000), anti-Phospho-RPS6°%° (Dobrenel et al., 2016; dilucién
1:4000) y anti-Phospho-AMPKa'™2 (Cell Signaling, 2531S; dilucién 1:1000). Como anticuerpo
secundario se empled el anticuerpo anti- IgG de conejo conjugada a peroxidasa (Jacksons,
115035146; dilucién 1:10000).

3.9 Transformacion genética de plantas de tomate

Para transformacién genética de plantas de tomate, se utilizé el cultivar Moneymaker.
Primeramente se esterilizaron y germinaron las semillas en medio de germinacion (para 1L: 4.4
g de medio MS, 10 g de sacarosa, 8 g de agar; pH 5.7) hasta obtener plantulas que se utilizaron
para obtener explantes de cotiledén y co-cultivarlos con A. tumefanciens expresando a las
construcciones de interés, segiin el método desarrollado por (Ellul et al., 2003). En una primera
fase, los explantes de cotiledén se pre-cultivaron en medio IK4040 (para 1L: 4,4 g de medio
MS, 4 mg de IAA (acido indolacético), 4 mg de Kinetina, 30 g de sacarosa, 8 g de agar; pH 5.7)
poniendo el envés en contacto con el medio, y se incubaron a 24 °C por 2-3 dias.
Posteriormente se realizd la infeccién con A. tumefaciens poniendo los explantes de cotiledén
en contacto con el cultivo bacteriano para después poner el envés de cada explante en
contacto con el medio 1KZ404010 (medio IK4040 + 1 mg de Zeatina) y 200 uM de
acetosiringona e incubarlos a 24 °C durante 2-3 dias en oscuridad. Tras ello, se realizé un
cultivo sin presidn de seleccion, para lo que se realizé un lavado de los explantes y el envés se
puso en contacto con el medio IKZ404010 con 300 mg/L de cefotaxima y se incubaron a 24 °C
en fotoperiodo de dia largo durante 2-3 dias. Pasado el tiempo, se realizaron subcultivos de los
explantes en medio con presidon de seleccidn, poniendo el envés en contacto con el medio
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IKZ404010 con 300 mg/L de cefotaxima y 100 mg/L de kanamicina. El cultivo de explantes en
medio con presion de seleccidn dio lugar a la aparicién de yemas resistentes a partir las cuales
se realizaran subcultivos sucesivos utilizando el medio con presidn de seleccion. La Figura 3
ilustra de forma esquematica el proceso para realizar la transformacion.

Germinacion y
Esterilizacion
desemillas

Medio de Germinacién
10-15 dias

Cortar cotiledones > Precultivo

Explantes en contacto
conel medio 1K4040
2-3 dias

Infeccién con A.
tumefaciens (LBA 4404) E— Co-cultivo
Incubacién en obscuridad

Explantes en contacto conel
medio 1K4040 + 200 uM AS
2-3 dias
Cultivo sin presién
selectiva

Explantes en contacto conel medio
IK404010 + 300 mg/L Cefotaxima
v 2-3 dias en fotoperiodo

Cultivo con presion

Subcultivo de explantes ——» selectiva

Explantes en contacto conel medio
1K404010 + 300 mg/L Cefotaxima +
100 mg/L kanamicina
1 mes en fotoperiodo

Subcultivo de yemas i
) Y _ > Subcultivos
resistentes Sucesivos

Explantes en contacto conel medio
1K404010 + 300 mg/L Cefotaxima +
100 mg/L kanamicina

Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de transformacion de tomate.

3.10 Analisis Estadistico

El procesamiento de datos se realizé con ayuda del programa MS-Excel. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo usando GraphPad Prism version 8.0.2
(https://www.graphpad.com). Se empled la prueba t de Student para comparaciones entre 2
grupos. Para comparar mas de dos grupos se realizd un analisis de varianza (ANOVA) con una
prueba post-hoc HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey de comparaciones multiples.
Los valores representados son el resultado de la media obtenida a partir de al menos 3 réplicas
bioldgicas independientes + el error estandar de la media (SEM). Salvo que se especifique lo
contrario, en todos los tipos de analisis se considerd un p-value <0.05 como estadisticamente
significativo.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio del efecto del viroide en la biogénesis ribosomal.

Los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio (Cottilli et al., 2019), planteaban
la hipdtesis de que los viroides podrian interferir en la funcién del complejo U3 snoRNP en el
procesamiento del pre-rRNA durante la biogénesis ribosomal que tiene lugar en el nucleolo.
Para contrastar esta hipdtesis, se realizaron experimentos de expresidn transitoria en plantas
de N. benthamiana infectadas con el viroide PSTVd, de la proteina fibrilarina de Arabidopsis
thaliana (FIBRILLARIN 2, AT4G25630) fusionada a la proteina fluorescente roja (FIB-RFP). La
fibrilarina es una proteina nucleolar clave en eucariotas componente del complejo U3 snoRNP
y que dirige la metilacién de 2'-O-ribosa del rRNA (Sdez-Vasquez & Delseny, 2019) y, a través
de estos experimentos, pretendiamos analizar si la infeccion del viroide pudiera estar
alterando la expresidén y/o localizacién de dicha proteina en el nucleolo.

Se ha demostrado que N. benthamiana es huésped sintomatico de PSTVd (Navarro et al.,
2021). En nuestros ensayos observamos que tras 44 dias de su inoculacién, el PSTVd
provocaba una disminucion evidente en el tamafio de la planta (Figura 6a), uno de los
sintomas habituales de la infeccion por viroide (Navarro et al.,, 2021). En nuestros
experimentos de infeccién por PSTVd, expresion transitoria de FIB-RFP en N. benthamiana y
visualizacidn de la fluorescencia en el microscopio confocal, pudimos observar que el viroide
ocasionaba cambios aparentes en cuanto a la morfologia y expresién de dicho marcador
nucleolar, provocando una disminucién significativa tanto del area como de la intensidad de la
fluorescencia perteneciente a la expresién de FIB-RFP con respecto a plantas control, no
infectadas (Figura 6b). La presencia de PSTVd en las plantas en el momento del analisis de la
fluorescencia fue confirmada por RT-PCR (Figura 6¢). Los resultados sugerian que PSTVd podria
estar alterando el procesamiento de los pre-rRNAs a través de su interferencia con el U3
snoRNP.

La fibrilarina esta implicada en el movimiento a larga distancia de los virus de plantas
(Decle-Carrasco et al., 2021) En particular,se ha descrito la interaccién entre la fibrilarina y el
virus semilatente de la Poa (PSLV), perteneciente al género de los Hordeivirus (Semashko et
al.,, 2012). Esta interaccién, en concreto, se produce a través de la proteina de movimiento
hordeiviral TGBp1, que forma particulas de RNP con el propio genoma viral. Asimismo, la
proteina p23 del virus del arabesco del Pelargonium (PLPV) interacciona in vivo con la
fibrilarina, produciendo la sobreexpresién de esta proteina nucleolar un efecto negativo sobre
la acumulacidon de dicho virus (Pérez-Cafiamas et al., 2022). Otros estudios muestran que
PSTVd podria interferir en el complejo U3 snoRNP, al provocar una redistribucién asimétrica
del U3 snoRNA en el nucleolo en plantas infectadas de N. benthamiana (Qi & Ding, 2003). Sin
embrago, la naturaleza no codificante de los viroides indicaria que PSTVd tendria que
interaccionar de forma directa con el complejo U3 snoRNP o, tal vez, indirectamente por
medio de otra proteina de la planta capaz de interaccionar con este complejo. Estos resultados
dan pie al desarrollo de futuros experimentos de interaccién en nuestro laboratorio entre el
viroide vy la fibrilarina y/o diferentes componentes del complejo U3 snoRNP para arrojar luz
sobre los mecanismos moleculares a través de los cuales los viroides afectan a la biogénesis
ribosomal.
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Figura 6. El viroide podria afectar al procesamiento de los pre-rRNA a través de su interferencia con la
fibrilarina del complejo U3 snoRNP. (a) Sintomas representativos de plantas de N. benthamiana
infectadas con PSTVd y su correspondiente planta control a los 44 dias post-infeccion (dpi). (b) Las
fotografias de la izquierda muestran la localizacion subcelular de la fibrilarina fusionada a la proteina
RFP (FIB-RFP) expresada transitoriamente en hojas de N. benthamiana de plantas previamente
infectadas o no con PSTVd durante 20 dias. Cada imagen corresponde a la compilacion de un intervalo
de diferentes planos de enfoque (Z-stack). Barras de escala, 30 um. Las graficas de la derecha muestran
la distribucion de los datos (violin plot) obtenidos de la cuantificacién del drea y la fluorescencia de los
nucleolos usando las imagenes adquiridas por el microscopio confocal de fluorescencia. Los p-valores (P)
indican diferencias estadisticamente significativas, t de Student de 2 colas. n= 250 nucleolos de 9 plantas
en total para cada condicidn. (c) Electroforesis para comprobar la presencia de PSTVd en las plantas de
N. benthamiana agroinfiltradas con FIB-RFP, previamente infectadas o no con PSTVd. Como control
positivo (CP) y negativo (CN) se usd material genético obtenido a partir de hojas de plantas de S.
lycopersicum cv Rutgers (Western Hybrid Seeds, Hamilton City, CA, EE.UU.) obtenidos con las
construcciones de clones infecciosos descritos en el trabajo realizado por Prol et al., (2021).
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4.2 Estudio de la actividad de SnRK1 y TOR en plantas de tomate
infectadas por PSTVd

Cada vez son mas los estudios que implican al eje SnRK1-TOR en procesos de defensa
frente a patdégenos como virus, bacterias y hongos, entre otros (Margalha et al., 2019). Este
hecho planteé la hipétesis de que este importante eje de regulacion pudiera estar también
implicado en el proceso de patogénesis viroidal. En el laboratorio decidimos investigar si la
sefializacion mediada por estas proteinas pudiera estar alterada durante la infeccidon de
plantas de tomate por el viroide PSTVd. Para ello, se evalud la actividad de dichas proteinas en
plantas infectadas por PSTVd, que presentaban epinastia y rugosidad, asi como una
disminucién de crecimiento, en comparacidn con las plantas control (Figura 7a).

SnRK1 es clave para la reprogramacion transcriptomica de las células durante su
adaptacion al estrés energético, por lo que se conocen numerosos genes cuya expresion
diferencial depende de la activacion de SnRK1 en esa particular condicion de estrés (Baena-
Gonzalez et al.,, 2007). Para estudiar si la infeccién del viroide también provocaba una
expresion diferencial de genes marcadores de la actividad SnRK1, se seleccionaron genes
inducidos (DIN6 y SEN5) y reprimidos (EXP10) en condiciones de estrés energético en A.
thaliana para su posterior estudio en S. lycopersicum. En primer lugar, se realizé un anlisis
BLAST con la secuencia de aminodacidos de estas proteinas frente a la base de datos de Sol
Genomics (Tomato Genome proteins, ITAG release 4.0) y se identificaron los ortélogos de
tomate mds préximos en funcidn de la identidad de secuencia (Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion de genes marcadores de SnRK1 en tomate.

Gen Gen en Arabidopsis | Ortdlogo en Tomate | % id.

DIN6 AT3G47340 Solyc06g007180.3.1 | 83,50
SEN5 AT3G15450 Solyc12g013700.1.1 | 65,23
EXP10 AT1G26770 Solyc03g115890.2.1 | 80,43

Para comprobar su funcionalidad, se sometieron plantas de tomate a 8 h de oscuridad
repentina (estrés fotosintético) y se analizd la expresién de los genes DIN6, SEN5 y EXP10
mediante RT-qPCR. Estos analisis demostraron que, de manera equivalente a lo que sucede en
A. thaliana, tanto DIN6 como SEN5 se inducian mientras que EXP10 se reprimia
transcripcionalmente en condiciones de estrés energético (Figura 7b). Este resultado validaba
el analisis de estos genes como marcadores de la actividad de SnRK1 en tomate. Sin embargo,
tras el andlisis RT-gPCR de estos genes en plantas infectadas por PSTVd no se observaron
diferencias significativas entre plantas infectadas y control (Figura 7c).

Otra manera establecida para el estudio de SnRK1/Snfl/AMPK en eucariotas,
principalmente en mamiferos y levadura, es el andlisis de la fosforilacién de un residuo de
treonina conservado en el T-loop de activacién también altamente conservado en estas
proteinas (Steinberg & Carling, 2019). La alta conservacidn de la fosforilacién de este dominio
nos permitié analizar la activacidon/fosforilacion de SnRK1 en tomate mediante anticuerpos de
mamiferos frente a la treonina fosforilada y que han sido previamente validados para su uso
en plantas (Belda-Palazon et al.,, 2020). Tras el anadlisis de la fosforilaciéon del T-loop de
activacion de SnRK1 en plantas de tomate infectadas por PSTVd, pudimos observar que la
patogénesis viroidal no causaba diferencias aparentes en la fosforilacion del T-loop de SnRK1
(Figura 7d). Nuestros resultados parecian indicar que la infeccién por PSTVd no causaba
alteraciones en la actividad de SnRK1.
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Figura 7. La infeccion de PSTVd no altera la seiializacion candnica de SnRK1 en tomate. (a) Comparacion
de los sintomas de la infeccion con PSTVd (enanismo, epinastia, rugosidad) en plantas de tomate a los
28 dpi. (b) Analisis por RT-qPCR de los genes marcadores de la actividad de SnRK1, DIN6, SEN5 y EXP10,
en plantas de tomate sometidas a estrés fotosintético (8 h de oscuridad repentina). Se representan los
niveles de expresion relativa con respecto al gen de actina (2“) correspondientes a la media de 3
réplicas técnicas de un mismo experimento. (c) Andlisis por RT-gPCR de los genes marcadores de la
actividad de SnRK1, DIN6, SEN5 y EXP10, en plantas de tomate infectadas por PSTVd a los 28 dpi. Se
representan las medias de los niveles de expresién relativa con respecto al gen de actina (22¢) de 3
réplicas bioldgicas. Las barras de error representan el error estandar de la media. n. s., diferencias no
significativas, t de Student de 2 colas. (d) Izquierda, andlisis de la fosforilacién del T-loop de activacion
de SnRK1a mediante inmuno-Western Blot con anti-P-AMPK. Derecha, cuantificacion de la fosforilacion
de SnRK1a normalizada con respecto a los niveles de la subunidad grande de la RuBisCO determinados
por tincion de Ponceau. Se representan las medias los niveles de fosforilacidn relativa de 4 réplicas
bioldgicas. Las barras de error representan el error estandar de la media. n. s., diferencias no
significativas, t de Student de 2 colas. (e) Analisis de la fosforilacion de la S240 de RPS6 para monitorizar
la actividad de TOR. A la izquierda se muestra el resultado del analisis inmuno-Western Blot con el
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anticuerpo anti-Phospho-RPS6°%4° disponible en el laboratorio, en el que se comparan extractos
proteicos totales procedentes de A. thaliana y S. lycopersicum. A |la derecha se muestra el alineamiento
de la secuencia de aminodcidos del péptido de RPS6 de A. thaliana (ATAG31700) frente al que se
desarrollaron los anticuerpos, comparado con la correspondiente secuencia de S. lycopersicum
(Solyc12g096300). En rojo se indica el residuo de serina 240 que se fosforila.

Al contrario que en mamiferos y levaduras, la mayoria de los estudios en plantas no
demuestran una correlacion clara entre un aumento en la actividad de SnRK1 y condiciones de
déficit energético (Belda-Palazodn et al., 2020; Margalha et al., 2019). De hecho, recientemente
se ha demostrado que la subunidad catalitica SnRK1a, tiene actividad independiente de las
subunidades reguladoras y que esta activada por defecto (Ramon et al., 2019). Este hecho
podria indicar que, aunque en nuestros ensayos no hayamos observado diferencias aparentes
en el andlisis de marcadores de la actividad de SnRK1, no podemos descartar que la
patogénesis viroidal pudiera producir cambios en la actividad de esta proteina. La obtencién
de plantas transgénicas de tomate con niveles alterados de SnRK1, cuya produccién se ha
iniciado en este trabajo, ayudard a elucidar esta cuestion.

En los ultimos afios se ha establecido a la quinasa TOR como una proteina clave para la
regulacién de la traduccion (Liu & Xiong, 2020). Entre otros procesos, se ha demostrado que la
activacidon de TOR desemboca indirectamente en la fosforilacidn del residuo de serina 240 de
la proteina ribosomal S6 (RPS6), la cual se ha establecido como una sefal marcadora para
monitorizar la actividad de TOR, a través de la utilizacién de anticuerpos especificos capaces de
reconocer esta fosforilacién en A. thaliana (Belda-Palazon et al., 2020, 2022; Dobrenel et al.,
2016). Con el objetivo de evaluar el uso de estos anticuerpos para analizar la actividad de TOR
en plantas de tomate, en primer lugar, realizamos un estudio de la similitud de secuencia entre
el péptido de A. thaliana frente al que se disefiaron los anticuerpos (Dobrenel et al., 2016) y el
correspondiente en la proteina RPS6 ortdloga de tomate. El analisis de secuencia mostraba
una homologia del 64.3% lo que invitaba a pensar que dichos anticuerpos podrian reconocer a
la S240 fosforilada de tomate (Figura 7e, derecha). Sin embargo, los andlisis por inmuno-
Western-Blot realizados en este trabajo demostraron que, mientras que dichos anticuerpos
eran capaces de reconocer con gran sensibilidad la fosforilacién de RPS6 de A. thaliana, no
reconocian a la de tomate (Figura 7e, izquierda). Hasta la fecha, y para nuestro conocimiento,
no se han generado herramientas que ayuden a monitorizar directamente la actividad de TOR
en plantas de tomate, por lo que seria de gran interés la preparacién de anticuerpos que
reconocieran dianas directas fosforiladas por TOR. Esta misma problematica seria también
aplicable para el caso de SnRK1. Por consiguiente, para estudiar la implicaciéon del eje SnRK1-
TOR en patogénesis, tenemos que recurrir al analisis de procesos regulados por estas
proteinas que, al mismo tiempo, sean cruciales para los procesos de defensa vegetal, como lo
es la autofagia (Wang et al., 2018).

4.3 Estudio del papel de la autofagia en la patogénesis viroidal

La autofagia cumple un papel importante en la respuesta inmune de las plantas y tanto
TOR como SnRK1 regulan estrechamente el proceso autofagico, siendo reguladores negativos
y positivos de dicho proceso, respectivamente (Jamsheer K et al., 2021; Mugume et al., 2020;
Wang et al., 2018). Para el estudio del flujo autofagico en plantas de tomate infectadas por
PSTVd se procedio a estudiar los niveles del receptor de carga de autofagia selectiva NBR1, el
cual actia como marcador de dicho proceso. Dado que el propio NBR1 es un sustrato de
autofagia, la acumulacion de esta proteina indica una degradacion reducida y, por tanto, un
flujo autofagico disminuido (Hafrén et al.,, 2018; Svenning et al., 2011). El estudio de la
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acumulacién de NBR1 en A. thaliana se realiza a través del uso de anticuerpos especificos
frente a esta proteina (Svenning et al., 2011). Para confirmar que dichos anticuerpos se podian
utilizar para detectar a la forma ortéloga de tomate, se realizd un anadlisis de identidad de la
secuencia de aminoacidos entre el dominio UBA2 de NBR1 de A. thaliana (AT4G24690), frente
al que se produjeron los anticuerpos, y el correspondiente dominio de la ortéloga de S.
lycopersicum (Solyc03g112230.2). Dicho anlisis revelé un porcentaje de homologia del 75 %
(no mostrado), lo que sugeria que los anticuerpos de A. thaliana podrian reconocer la proteina
ortdloga de tomate. En nuestros ensayos de andlisis de los niveles de NBR1 en plantas de
tomate infectadas por PSTVd, pudimos observar una acumulacidn significativa de NBR1 tras 28
dias después de la infeccion (Figura 8). Estos resultados demostraban que la infeccion viroidal
disminuia el flujo autofdgico en plantas de tomate.
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Figura 8. La infeccion por PSTVd disminuye el flujo autofagico en plantas de tomate. lIzquierda, analisis
inmuno-Western Blot de la proteina marcadora/sustrato de autofagia NBR1 en plantas de tomate
infectadas con PSTVd tras 28 dpi. La imagen de la tincién corresponde a la misma que en la figura 7. Se
utilizé la misma membrana. Derecha, cuantificacion de los niveles de NBR1 normalizados con respecto a
los niveles de la subunidad grande de la RuBisCO (tincion de Ponceau). Se representan las medias de los
niveles de expresion relativa de 4 réplicas bioldgicas. Las barras de error representan el error estandar
de la media. Los p-valores (P) indican diferencias estadisticamente significativas, t de Student de 2 colas.

La autofagia selectiva dependiente de NBR1 cumple una funcidn importante en procesos
de defensa frente a patdégenos como el virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y germinivirus
(Hafrén et al., 2018; Haxim et al., 2017; Svenning et al., 2011). A su vez, este mecanismo puede
ser contrarrestado por los virus afectando al flujo autofagico a través de proteinas virales,
causando la acumulacion de NBR1 (Hafrén et al., 2018). De manera similar, los viroides podrian
evitar la actividad autofagica de defensa de la planta, como refleja la acumulaciéon de NBR1.

4.4 Estudio de la inhibicion de TOR en la sintomatologia viroidal y el
flujo autofagico mediado por viroide.

Ya que la actividad de TOR es necesaria para inhibir el proceso de autofagia, en el
laboratorio se planteé la hipdtesis de que la disminucidn del flujo autofagico ocasionada por el
viroide podria deberse a una activaciéon de TOR (Mugume et al., 2020). De hecho, se ha
demostrado que el estrés bidtico mediado por bacterias, hongos y virus, en la mayoria de los
casos, activa a TOR en plantas. De esta manera, plantas con actividad deficiente de TOR son
mas resistentes a estos patégenos, posiblemente debido a que la inhibicion de TOR podria
causar un aumento de la autofagia y, por tanto, de la inmunidad de la planta frente a estos
patdgenos (Margalha et al., 2019; Mugume et al., 2020).

Para evaluar la susceptibilidad de plantas de tomate infectadas por PSTVd con una
actividad reducida de TOR se realizaron tratamientos con los inhibidores farmacolégicos
AZD8055 y Torin2 y se evalué la sintomatologia tras 28 dias de infeccidon, midiendo la longitud
de cada uno de los nodos y altura total del tallo (Figura 9).
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Figura 9. La inhibicion de TOR contrarresta la infeccion de PSTVd al recuperarse parcialmente el flujo
autofagico en plantas de tomate. (a) Cuantificacion de la altura total y de cada uno de los nodos del
tallo en plantas de tomate infectadas o no con PSTVd y tratadas o no con los inhibidores de TOR
(AZD8055 y Torin2) tras 28 dpi. Se representan las longitudes medias de 2 experimentos compuestos de
6 (experimento 1, izquierda) o 12 (experimento 2, derecha) plantas para cada tratamiento. Las barras de
error representan el error estandar de la media. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05), analisis de la varianza (ANOVA) de una via con una prueba de Tukey de
diferencias honestamente significativas (HSD). Se muestran imagenes representativas de las plantas de
tomate para cada uno de los tratamientos. (b) Paneles superiores, andlisis inmuno-Western Blot de la
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proteina marcadora/sustrato de autofagia selectiva NBR1 en plantas de tomate para cada uno de los
tratamientos descritos anteriormente. Se muestra el resultado individual de 6 réplicas bioldgicas (6
plantas independientes). Tambié, se indican los valores de expresion relativa de NBR1 con respecto a los
niveles de la subunidad grande de la RuBisCO (tincién de Ponceau), referenciados con respecto a la
muestra control (1). Graficas inferiores, analisis por RT-qPCR de los niveles de PSTVd para cada una de
las réplicas y tratamientos. Se representan los niveles de expresion relativa con respecto al gen de
actina (2°2%) correspondientes a la media de 3 réplicas técnicas de un mismo experimento.

Se puede observar que la inhibicion de TOR por medio de estos dos compuestos causaba
un alivio sintomatico de plantas de tomate infectadas por PSTVd en comparacién con plantas
no tratadas (Figura 9a). Si bien la infeccidén por PSTVd causaba una disminucién de la longitud
internodal y altura total de la planta, la inhibicién de TOR en plantas infectadas recuperaba
parcialmente el crecimiento de las plantas. El tratamiento de los inhibidores, a una
concentracién de 1 uM previamente puesta a punto en el laboratorio, no causaba alteraciones
en el crecimiento en plantas no infectadas, lo que validaba nuestra aproximacion.

Para demostrar que la reduccidn de la sintomatologia viroidal ocasionada por la inhibiciéon
de la actividad de TOR, era debida a una recuperacion del flujo autofagico, se procedié a
analizar la acumulacidn de NBR1 en plantas infectadas y tratadas con los inhibidores, en
comparacién con plantas infectadas no tratadas. Como muestra la figura 9b, en las 6 réplicas
bioldgicas analizadas, la inhibicion farmacolégica de TOR ocasionaba una disminucién de la
acumulacién de NBR1 inducida por el viroide PSTVd. Esa recuperacion parcial del flujo
autofagico venia acompafiada de una disminucidn de la cantidad de PSTVd en todos los casos,
en comparacion con plantas no tratadas (Figura 9b). Estos resultados demostraban que el
alivio sintomatico de la infeccidén del viroide en plantas de tomate con una actividad de TOR
reducida se debia a una recuperacion de la actividad autofagica y, por tanto, de la inmunidad
vegetal que podria disminuir la acumulacidn del viroide.

Los mecanismos moleculares a través de los cuales los viroides, sin capacidad codificante,
pueden modificar la actividad de una proteina quinasa como TOR en plantas de tomate
permanecen por descubrir. Este hecho supone un enorme reto para los investigadores
especializados en patogénesis vegetal. Recientemente, se ha demostrado que la inhibicién de
TOR estimula la inmunidad y la resistencia a patdégenos de tomate como Botrytis cinerea,
Alternaria alternata y Xanthomonas euvesicatoria de forma dependiente de acido salicilico, lo
que demuestra la interconexidén entre varios procesos de sefalizacion celular y al mismo
tiempo la gran complejidad de la respuesta de las plantas frente a patégenos (Marash et al.,
2022). Por otra parte, tal y como se ha comentado previamente, la inhibicion de la actividad
TOR reduce el estrés proteotdxico causado por ribosomopatias (Recasens-Alvarez et al., 2021),
entre las que podrian encontrarse las causadas por viroides, que se ha observado se asocian a
los ribosomas produciendo alteraciones en su biogénesis (Cottilli et al., 2019). En levadura, se
ha descrito que la ruta de sefializacién de TOR participa en la biogénesis de ribosomas (Busche
et al., 2021; Powers & Walter, 1999) y que TOR interacciona con los ribosomas, siendo éstos
necesarios para la activacion de la sefializacién de complejo mTORC2 (Xie & Guan, 2011). Una
posible explicacién de nuestros resultados podria ser que el viroide interaccionara con el
ribosoma a través de TOR, permitiendo su activacidn y reduciendo asi el flujo autofagico. De
nuevo, nuestros resultados invitan a la realizacidn de nuevos experimentos de interacciéon
entre el viroide y proteinas vegetales para elucidar los mecanismos moleculares de la
patogénesis viroidal.
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4.5 Generacion de plantas transgénicas de tomate con niveles
alterados de SnRK1

Las funciones moleculares y fisioldgicas de SnRK1 en tomate se desconocen totalmente y
los descubrimientos relativos a SnRK1 en A. thaliana no siempre son aplicables entre
diferentes especies vegetales. Ademds, para nuestro conocimiento, no existen plantas
transgénicas de tomate con niveles alterados de SnRK1. Por tanto, para el estudio de la
funcién de SnRK1 en tomate que nos ayude a investigar, entre otros, el papel de esta quinasa
en la patogénesis viroidal, se ha iniciado en este trabajo la generacion de lineas transgénicas
de tomate de ganancia y pérdida de funcién de SnRK1, en colaboracién con la Dra. Ana
Confraria del Instituto Gulbenkian de Ciéncia (Portugal). En el inicio de mi estancia
investigadora en el IBCMP ya estaban disponibles las construcciones con potencial interés de
ser transformadas en tomate (Tabla 1 de la seccion de Materiales y Métodos). Por un lado, se
disponia de dos construcciones que producian la sobreexpresion de cada una de las
subunidades cataliticas que se conocen en el genoma de tomate, SISnRK1.1 (Solyc02g067030)
y SISnRK1.2 (Solyc03g115700) (Su & Devarenne, 2018), fusionadas en C-terminal a la proteina
fluorescente verde (SISnRK1.1-GFP y SISnRK1.2-GFP). Por otro lado, podiamos emplear tres
construcciones que provocaban el silenciamiento de SnRK1.1 y SnRK1.2 a través la expresidon
de microRNAs artificiales (amiRSI1, amiRSI2 y amiRSI3) frente a SnRK1.1 y SnRK1.2. Estos amiRs
fueron disefiados previamente por la Dra. Confraria a través de la herramienta on-line WMD3
(http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi), calculando unas energias de hibridaciéon
para SnRK1.1y SnRK1.2 del 99.31% y 80.42%, del 95,47% y 95,47%, y del de 82.63% y 78.26%,
para amiRSI1, amiRSI2 y amiRSI3, respectivamente.

Para validar las construcciones enviadas por la Dra. Confraria se realizaron experimentos
de expresion transitoria en N. benthamiana de SISnRK1.1-GFP y SISnRK1.2-GFP, en las que se
evalud tanto la expresién como la localizacidon subcelular de dichas proteinas. Asimismo, se
analizé la capacidad de silenciar la expresion tanto de S/ISnRK1.1-GFP como de SISnRK1.2-GFP
por parte de cada uno de los amiRs. Como muestran las imagenes de microscopia confocal
(Figura 10), SISnRK1.1-GFP presentaba una localizacién citoplasmatica en forma de estructuras
puntuadas que se asemejaban a vesiculas. En cambio, S/SnRK1.2-GFP mostraba una
localizacién citoplasmatica y nuclear, siendo predominante esta ultima (Figura 10a). La co-
infiltracion de estas proteinas junto a cada uno de los amiRs disefiados disminuyd
drasticamente la expresion de éstas, hecho que se confirmé mediante la visualizacién de la
fluorescencia (Figura 10a) y la inmunodeteccion de las bandas inmunogénicas que
correlacionaban perfectamente con el peso molecular esperado para las proteinas de fusion
(Figura 10b). Dado que el silenciamiento producido por amiRSI2 fue ligeramente superior al
resto, se escogid esta construccién para ser transformada en tomate y generar plantas
transgénicas con niveles disminuidos tanto de S/SnRK1.1 como de S/SnRK1.2. También, y
puesto que se ha demostrado que S/SnRK1.2 tiene una actividad quinasa mucho mas baja que
SISnRK1.1, sugiriendo la funcion predominante de esta ultima para la fisiologia de la planta
(90% de la actividad total) (Su & Devarenne, 2018), se escogid a SISnRK1.1 para la generacion
de plantas transgénicas sobreexpresoras mediante su transformacién en plantas de tomate.

Durante este trabajo de final de master se ha completado la transformacién estable de
plantas de tomate con las construcciones SISnRK1.1-GFP y amRSI2, obteniéndose explantes
resistentes para el antibidtico de seleccién (Figura 10c), que seran subcultivados de forma
sucesiva hasta la obtencidn de las plantas transgénicas de interés.
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Figura 10. Validacion in vivo de las construcciones sobreexpresoras (S/SnRK1.1-GFP y SISnRK1.2-GFP) y
silenciadoras de SnRK1.1 y SnRK1.2 (amiRSI1, amiRSI2 y amiRSI3) mediante expresidn transitoria en N.
bethamiana. (a) Fotografias representativas capturadas mediante el microscopio confocal de
fluorescencia de hojas de N. benthamiana expresando transitoriamente las construcciones SISnRK1.1-
GFP o SISnRK1.2-GFP, co-infiltradas o no con las construcciones de silenciamiento amiRSI1, amiRSI2 o
amiRSI3. Cada imagen corresponde a la compilacién de un intervalo de diferentes planos de enfoque (Z-
stack). Barras de escala, 30 um. (b) Andlisis inmuno-Western Blot de los niveles de S/ISnRK1.1-GFP vy
SISnRK1.2-GFP a partir de hojas de N. benthamiana para cada una de las agroinfiltraciones descritas
anteriormente. Como control de carga, se muestran los niveles de la subunidad grande de la Rubisco
(tincidn de Ponceau). (c) Cultivo con presidn selectiva de la transformacién de tomate cv. Moneymaker
con las construcciones SISnRK1.1-GFP y amiRSI2.
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4.6 Una nueva perspectiva de la patogénesis viroidal

Los resultados de este Trabajo Fin de Master nos permiten elaborar un esquema
conceptual que expande el conocimiento de la patogénesis viroidal mds alld de los amplios
estudios realizados sobre variaciones en secuencia, replicacion, interferencia, movimiento,
silenciamiento génico u otros estudios clasicos, profundizando en las anomalias en la
biogénesis de los ribosomas y abriendo nuevas perspectivas acerca de la interferencia de la
replicaciéon del viroide con el eje maestro SnRK1-TOR que controla mecanismos celulares hasta
ahora no considerados en patogénesis viroidal, como son la autofagia defensiva y la
redistribucién de recursos energéticos para hacer frente a la infeccién (Figura 11).
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Figura 11. Nuevos conocimientos sobre patogénesis viroidal: alteracién de la biogénesis de ribosomas e
interferencia con el eje SnRK1-TOR. TOR: target of Rapamycin; SnRK1: Sucrose non-fermenting-Related
protein Kinase 1; FIB: fibrilarina. Creado con BioRender.com.
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5 CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos en este Trabajo de Final de Master, podemos sugerir las
siguientes conclusiones:

1-

La infeccion del viroide PSTVd altera el patron de expresidon de la fibrilarina, factor
esencial del complejo U3 snoRNP. Esto sugiere que el PSTVd podria estar alterando el
procesamiento de los pre-rRNAs a través de su interferencia con el funcionamiento del
U3 snoRNP.

La infeccidon de PSTVd no parece afectar a la actividad de SnRK1 (fosforilacidn del T-
loop de activacion) ni a la regulacidn transcripcional mediada por esta quinasa en
plantas de tomate.

La acumulacion de los niveles del receptor de carga de autofagia selectiva NBR1,
sugieren que la infeccidon de PSTVd inhibe el proceso de autofagia selectiva en tomate.

La inhibicion de TOR alivia la sintomatologia viroidal en tomate, recupera el flujo
autofagico (disminucidn de los niveles de NBR1) y disminuye la acumulacién de PSTVd.

Se han validado las construcciones para producir la sobreexpresion o el silenciamiento
de SnRK1 de tomate y se ha iniciado la generacidn de plantas transgénicas de tomate
para el analisis exhaustivo de la funcién de SnRK1 en la patogénesis viroidal y otras
interacciones planta-patégeno.
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Anexo |

Relacién del TFM “Nuevos conocimientos sobre patogénesis viroidal: Alteracion de la
biogénesis de ribosomas e interferencia con el eje SnRK1-TOR” con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible de la Agenda 2030.

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo ProNc: de
ODS 1. Finde la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Saludy bienestar. X
ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccion y consumo responsables. X
ODS 13. Accidn por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Pagz, justicia e instituciones sdlidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

La biotecnologia vegetal tiene un papel fundamental en el desarrollo de respuestas sostenibles
ante la emergencia agroalimentaria y climdtica. Este Trabajo Final de Master contribuye a la
generacidn de herramientas necesarias para desarrollar y obtener plantas mds productivas y
mejor adaptadas a condiciones adversas como es un ataque patogénico. Esto contribuye en
gran medida a alcanzar los ODS 2, 12 y 13 ya que, del conocimiento de la respuesta defensiva
de las plantas, se pueden implementar nuevas estrategias que permitan obtener plantas mas
resistentes a plagas y enfermedades, reduciendo el uso de los plaguicidas, asi como las
pérdidas de produccidn vy, por lo tanto, a alcanzar una mayor produccion en plantas de interés
agrondmico, lo que estd estrechamente relacionado con abastecer a la poblacion de mas
alimentos.

Por ultimo, también se contribuye al ODS 5, el relacionado con la igualdad de género, ya que el

equipo de investigacion donde se ha realizado este TFM esta liderado por mujeres en un
laboratorio y un instituto que practican de manera activa una politica inclusiva.
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Anexo Il

Los resultados de este trabajo han sido presentados en forma de pdster en el XVI Meeting of
Plant Molecular Biology, Sevilla, 14-16 de septiembre de 2022.
(https://www.bcongresos.com/congresos/rbmp2022/)

XVI MEETING OF PLANT MOLECULAR BIOLOGY
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Viroids cause very severe diseases in numerous plants, resulting in a variety of symptoms that often
resemble those produced by viral infections. We have described that Citrus exocortis viroid (CEVd) causes
ribosomal stress in tomato plants, thus uncovering a new dimension of viroid pathogenesis (Cottilli et al.,
2019). A possible relation between the plant hormone ethylene (ET), symptom development and ribosomal
stress of tomato plants upon CEVd infection has been proposed (Prol et al. 2020).

To understand the role of ET in CEVd pathogenicity, tomato plants were treated with an ET-releasing
compound (2-chloroethylphosponic acid; ethephon) and an inhibitor of ET signalling (1-methylcyclopropene;
1-MCP). Whilst ET levels increased in ethephon-treated plants but not in CEVd-inoculated plants, ribosomal
stress was observed in both. CEVd-inoculated plants displayed more severe symptoms when compared
with non-infected plants. However, symptoms failed to appear in 1-MCP treated plants. Our results indicate
that ET is involved in the development of ribosomal stress in viroid-inoculated plants, since ET signalling
appears necessary for symptom development upon an infection by CEVd in tomato.

The protein kinase target of rapamycin (TOR), a master regulator in the coordination of cell growth, has
also been described to be involved in the regulation of ET signalling (Fu et al. 2021). Interestingly, inhibition
of TOR alleviates the proteotoxic stress caused by ribosomopathies (Recasens-Alvarez et al., 2021). We
hypothesized that TOR inhibition could also alleviate ribosomal stress and therefore, the symptomatology
of tomato plants infected with CEVd. Indeed, treatments with TOR inhibitors AZD8055 and torin2 appear to
reduce the symptomatology caused by CEVd, suggesting the involvement of the TOR signalling pathway in
the development of viroid pathogenesis.

Our results provide new insights into the pathogenesis of the Citrus exocortis viroid, pointing out an
important role of ET and the TOR signalling pathway in this process.
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The volatile hormone ethylene plays an role in virold and Previous work has shown a possible relation between ethylene, symptom development
and ribosomal stress of tomato plants upon viroid infection. The protein kinase target of rapamycin (TOR), a master regulator in the coordination of cell growth, has also been described to be
involved in the ion of ET signaling. To the role of ET and TOR in viroid pathogenicity, treatments with an ethylene i (2-Cl ic acid;

ethephon), an inhibitor of ethylene signaling (1-Methylcyclopropene; 1-MCP), or TOR inhibitors (AZD8055 and torin2) were used to analyze the response of tomato plants to viroids.

Pathogenesis related 1 (PR1) is used as a marker for defense activation upon pathogen infection.
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Figure 3. Sypmtomatology at 19 dpi. (A) of mock (left), CEVd: (middle) and CEVd-inoculated +

MCP-treated (right) plants. (B) Shoot length of Mock, MCP-treated mock, CEVd-inoculated and CEVd-inoculated + MCP-treated plants.
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Figure 4. Symptomatology at 14 dpi. (A) Shoot length and (B) Internode length of Mock, PSTVd-inoculated, Mock and
PSTVd- inoculated + torin2 treated plants , Mock and PSTVd- inoculated + AZD 8055 treated plants.
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PSTVd-inoculated tomato plants at 14 dpi displayed dwarfism, measured as the height of the shoot

and length between nodes (Figure 4A and B).
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