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Abreviaturas

AG: aparato de Golgi

AMV: Alfalfa mosaic virus (Virus del mosaico de la alfalfa)

ARF: ADP-ribosylation factor (factor de ADP ribosilacion)

ARL: ARF-like (proteina tipo ARF)

BiFC: bimolecular fluorescence complementation (complementacién fluorescente bimolecular)
BMV: Brome mosaic virus (Virus del mosaico del bromo)

BS: bundle sheath (célula de la vaina)

BYMV: Bean yellow mosaic virus (Virus de mosaico amarillo de la judia)

BYV: Beet yellow virus (Virus del amarillamiento de la remolacha)

CarMV: Carnation mottle virus (Virus del moteado del clavel)

CC: companion cell (célula acompafante)

CCS: Carmoviruses consensus sequence (secuencia consenso de Carmovirus)

cDNA: complementary DNA (DNA complementario)

CDPK: calcium-dependent protein kinase (protein-kinasa dependiente de calcio)

ChFP: cherry fluorescent protein (proteina de fluorescencia del rojo cerezo)

CMV: Cucumber mosaic virus (Virus del mosaico del pepino)

COP: coat* protein (proteina del coatbmero*)

CP: coat protein (proteina de cubierta o proteina de la capsida)

CPMV: Cowpea mosaic virus (Virus del mosaico del chicharo)

Ct: carboxyl-terminal (extremo carboxilo)

DdRp: DNA dependent RNA polimerase (RNA polimerasa DNA dependiente)

DGB: double gene block (bloque de dos genes)

DGBp: doble gene block protein (proteina del bloque de dos genes)

DI RNA: defective interfering RNA (RNA defectivo de interferencia)

dpi: days post inoculation (dias post inoculacion)

dsRBD: double strand RNA binding domain (dominio de unién a RNA de doble cadena)
dsRNA: doble strand RNA (RNAs doble cadena)

EMSA: electrophoretic mobility shift assay (ensayo de retardo en la movilidad electroforética)

ER: endoplasmic reticulum (reticulo endoplasmatico)



Abreviaturas

ERD2: ER retention defective 2 (defectivo de retencion 2 en RE)
ERES: endoplasmic reticulum export sites (sitios de exportacién del reticulo endoplasmico)

ERGIC: endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartment (compartimiento intermedio
entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi)

FS: frame shift (desplazamiento de pauta de lectura)

GA: Golgi apparatus (aparato de Golgi)

GAP: GTPase activating protein (proteina activadora de GTPasa)

GEF: guanine exhange factor (factor de intercambio de nucle6tidos de guanina)
GFP: green fluorescent protein (proteina de fluorescencia verde)

GFLV: Grape fan leaf virus (Virus del entrenudo corto de la vid)

GRAB: GRIP-related ARF-binding (proteina de union a ARF relacionada con el dominio GRIP)
GRASP: Golgi reassembly stacking protein (proteina de ensamblaje a golgi)

GRV: Groundnut rosette virus (Virus de la roseta del cacahuete)

HCPro: Helper component proteinase (componente ayudante-proteasa)

HCRSYV: Hibiscus chlorotic ringspot virus (Virus de los anillos cloréticos del hibiscus)
HR: hypersensitive response (respuesta hipersensible)

ICTV: international committee on taxonomy of viruses (comité internacional de taxonomia de
virus)

Kq: apparent dissociation constant (constante aparente de disociacién)

LBVaV: Lettuce big-vein associated virus (Virus asociado con las venas grandes de la lechuga)
MAP: microtubule associated protein (proteina asociada a microtibulos)

MBP: maltose binding protein (proteina de unién a maltosa)

MCMV: Maize chlorotic mottle virus (Virus del mosaico clorético del maiz)

ME: mesophyll cell (célula del mesofilo)

MNSV: Melon necrotic spot virus (Virus de las manchas necréticas del meldn)

MP: movement protein (proteina de movimiento)

MPB2C: microtubule-associated plant protein 2C (proteina 2C asociada a microtubulos)
mRFP: monomeric red fluorescent protein (proteina monomérica de fluorescencia roja)
mMRNA: messenger RNA (RNA mensajero)

NLS: nuclear localization signal (sefial de localizacion nuclear)



Abreviaturas

NSF: N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein (proteina de fusién sensible a N-etilmaleimida)
NSP: nuclear shuttle protein (proteina lanzadera nuclear)

Nt: amino-terminal (extremo amino)

ORF: open reading frame (pauta de lectura abierta)

PD: plasmodesmo

PFBV: Pelargonium flower break virus (Virus de la rotura de la flor del pelargonium)

PLRV: Potato leaf roll virus (Virus del enrollamiento de la hoja de la patata)

PME: pectin methyl esterase (pectina metilesterasa)

PoPit: potato proteinase inhibitor terminator (terminador del inhibidor de la proteasa de la
patata)

PTGS: post-transciptional gene silencing (silenciamiento génico postranscripcional)
PVX: Potato virus X (Virus X de la patata)

RCNMV: Red clover necrotic mosaic virus (Virus del mosaico necroético del trébol rojo)
RdDp: RNA dependent DNA polimerase (DNA polimerasa RNA dependiente)

RdRp: RNA dependent RNA polimerase (RNA polimerasa RNA dependiente)

RE: reticulo endoplasmatico

RGP2: reversible glicosilated polipeptide 2 (polipéptido reversible glicosilado 2)

RISC: RNA-induced silencing complex (complejo de silenciamiento inducido por RNA)
RMN: resonancia magnética nuclear

RRM: RNA recognition motif (motivo de reconocimiento de RNA)

RT: read throught (lectura a través del codén de parada)

SAR: systemic acquired resistance (resistencia sistémica adquirida)

SE: sieve element (elementos cribosos)

SEL.: size exclusion limit (limite de exclusion molecular)

sgRNA: subgenomic RNA (RNA subgendmico)

siRNA: small interfering RNA (RNA pequefio de interferencia)

SNAP: soluble NSF attachment protein (proteina soluble de acoplamiento a NSF)

SNARE: soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor (receptor
proteinico de anclaje de factor soluble sensible a N-ethylmalemida).

ssSRNA: single strand RNA (RNA de simple cadena)



Abreviaturas

STtmd: sialyl transferase trasmembrane domain (dominio transmembrana de la sialyl
transferasa)

TBSV: Tomato bushy stunt virus (Virus del enanismo ramificado del tomate)
TCV: Turnip crinkle virus (Virus del arrugamiento del nabo)

TEV: Tobacco etch virus (Virus del grabado del tabaco)

TGB: triple gene block (blogue de tres genes)

TGBp: triple gene block protein (proteina del bloque de tres genes)

TMD: transmembrane domain (dominio transmembrana)

TMV: Tobacco mosaic virus (Virus del mosaico del tabaco)

VIGS: virus-induced gene silencing (silenciamiento génico inducido por virus)
VP: vascular parenchyma (parénquima vascular)

VRC: virus-replication complex (complejo replicativo viral)

VTC: vesicule-tubular clusters (conjunto vesicula-tubular)

WCMV: White clover mosaic virus (Virus del mosaico del trébol blanco)

YFP: yellow fluorescent protein (proteina de fluorescencia amarilla)
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Resumen

Los virus de plantas constituyen, en ocasiones, una seria amenaza para humerosos cultivos.
A pesar de las numerosas investigaciones realizadas, existe un gran desconocimiento de las
rutas y los mecanismos que operan en la invasién viral de los correspondientes huéspedes. El
bloqueo en el movimiento viral constituye uno de los mecanismos de resistencia natural mas
frecuentes a los virus. El progreso en el conocimiento de estas etapas del ciclo viral puede
llevar a estrategias antivirales. En el presente trabajo se ha pretendido caracterizar estructural y
funcionalmente las 5 proteinas codificadas por el genoma del MNSV, haciendo especial
hincapié en caracterizar los factores, tanto virales como celulares, que intervienen en el
transporte intra e intercelular del virus.

Como paso previo y necesario, en el Capitulo 1 de la presente Tesis, se ha obtenido un clon
infeccioso del MNSV, denominado pMNSV(AI), a partir del cual se pueden generar transcritos
in vitro capaces de reproducir la misma sintomatologia que el virus tras la inoculacion mecanica
sobre el huésped natural (melén). Este clon infeccioso constituye una herramienta molecular
indispensable que ha permitido realizar un analisis funcional de los genes virales. Asi, mediante
técnicas de mutagénesis dirigida sobre el clon pMNSV(AI), se ha obtenido una coleccion de
mutantes que impiden la expresion de cada una de las ORFs del genoma del virus. Ademas,
las mismas madificaciones se han efectuado sobre un clon quimérico, pMNSV/(Al)-Acp-GFP, en
el que se ha sustituido la ORF que codifica la CP viral por el gen testigo de la proteina de
fluorescencia verde (GFP). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que las proteinas 29
y 89 estarian implicadas en la replicacion del genoma. Por otro lado, la p7A y la p7B
participarian en el movimiento célula a célula del virus. Por Gltimo, p42 6 CP, ademas de su
papel estructural, es necesaria para la invasion sistémica del virus, siendo capaz de acentuar la
sintomatologia. Asimismo, ensayos de expresion transitoria de cada una de las ORFs del virus
han puesto de manifiesto la capacidad de las proteinas 7B y CP para suprimir el silenciamiento
génico de RNA, favoreciendo esta Ultima el movimiento local del virus.

Una vez determinada la funciéon de las proteinas codificadas por el MNSV se inicié6 un
estudio sobre la estrategia que utiliza este patdgeno en su movimiento intra- e intercelular. En
el Capitulo 2 se abordd un estudio bioguimico y estructural de las MPs del MNSV. Las
proteinas de movimiento de los Carmovirus presentan una serie de caracteristicas comunes a
nivel de estructura secundaria que podrian ser la base de su similitud funcional. La p7A es una
proteina rica en aminoacidos basicos e hidrofilicos que une preferentemente RNA de simple
cadena de forma cooperativa y sin especificidad de secuencia aparente. Sin embargo, a
diferencia de la p7 del Virus del moteado del clavel, en la que la funcién recae sobre el dominio
central estructurado en a-hélice, se ha demostrado que toda la secuencia de p7A esta
implicada en la unién, con una mayor participacion de la regién central en el proceso. Asi, el
péptido sintético correspondiente a la secuencia de la region central de p7A y estructurado en
o-hélice, es capaz de unir RNA aunque con una constante de disociacion (Kd)
significativamente mayor a la de la proteina entera (9mM vs 25,7uM). Por otro lado, la p7B se

comporta como una proteina integral de membrana cuando es expresada en un sistema de
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Resumen

transcripcion/traduccion in vitro en presencia de microsomas caninos derivados del RE.
Posteriormente, se ensay0 in vivo una coleccion de mutantes que afectan a diferentes
propiedades estructurales de las MPs del MNSV. En el caso de la p7A, este estudio ha puesto
de manifiesto que los residuos basicos, especialmente aquellos situados en la region central de
la proteina, estan directamente implicados en el movimiento local del virus, existiendo una
relacion directa entre la presencia o no de dichos residuos y la capacidad de unién a RNA de la
p7A. Por otro lado, la disminucion del perfil hidrofébico de p7B, la desestructuracién de la a-
hélice del fragmento transmembrana, asi como la modificaciéon tanto de los aminodacidos
aromaticos como del balance de cargas a ambos lados de este dominio hidrof6bico, repercuten
negativamente en el movimiento célula a célula del MNSV.

Por dltimo, con la finalidad de obtener informacion sobre la ruta intracelular de este
patégeno, se ha estudiado el patron de localizacién subcelular de las MPs del MNSV. Para
abordar este estudio se han obtenido construcciones recombinantes de la p7A y la p7B con las
proteinas fluorescentes GFP o RFP. Estas se ensayaron in vivo en presencia de marcadores
de organulos celulares. El patron de distribucion subcelular de p7B muestra un dinamismo
espacio-temporal que, dadas sus propiedades hidrofébicas, coincide siempre con
compartimentos membranosos de la célula. Inicialmente, la p7B se localiza en la red cortical
del reticulo endoplasmatico (RE) y la membrana externa del ndcleo. Posteriormente, la proteina
forma parte de particulas moviles que se han identificado como dictiosomas del aparato de
Golgi. Estos se desplazan por el citoplasma de la célula mediante los microfilamentos de
actina/miosina. Por Gltimo, la p7B se localiza en los plasmodesmos (PD). Por otro lado, aunque
la p7A presenta caracteristicas de proteina soluble, ésta forma agregados en el citoplasma de
la célula, asimismo, también es capaz de unirse al aparato de Golgi y a los PD. La ausencia de
otros factores virales no modifica el patron de distribucidn subcelular de p7A, por lo que, dadas
las propiedades de esta proteina, algin factor celular debe estar implicado en el mismo.
Respecto la p7B, el tratamiento con Brefeldina A, un inhibidor de la ruta secretora, impide la
salida de esta proteina al aparato de Golgi, quedando retenida en el RE y no llegando a los PD.
Este resultado muestra que ésta podria ser la ruta utilizada por la misma para alcanzar la
periferia de la célula durante una infeccion. Asimismo, la localizacion subcelular de diferentes
formas mutantes de la p7B en las que se han modificado alguno de los determinantes de
topologia, hidrofobicidad e insercién a membrana de la misma, muestran una clara correlacion
entre movimiento célula a célula del MNSV y su patron de distribucién subcelular. De este
modo, se ha establecido que cuando p7B no se localiza en los dictiosomas del aparato de
Golgi el virus no es capaz de moverse célula a célula. Por Ultimo, el avance de la infeccion viral
se ve drasticamente reducido en presencia de BrA, sugiriendo la implicacion de la ruta de
secrecion en el transporte intra e intercelular del virus. Los datos obtenidos en la presente
Tesis han permitido la propuesta de un modelo de movimiento intracelular para los Carmovirus,
en el que esta implicada la ruta secretora a través del aparato de Golgi. Esta es la primera vez

que este mecanismo se describe para un sistema de movimiento de virus de plantas.
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Resumen

Els virus de plantes constitueixen, de vegades, una seria amenaca per a molts cultius. A
pesar de les nombroses investigacions realitzades, existeix encara un gran desconeixement de
les rutes i els mecanismes que operen en la invasié viral dels corresponents hostes. Es
important destacar que el blogueig en el moviment viral constituix un dels mecanismes de
resisténcia natural més freqlents als virus. El progrés en el coneixement d'aquestes etapes del
cicle viral pot dur a estrategies antivirals. En el present treball s'ha pretés caracteritzar
estructural i funcionalment les 5 proteines codificades pel genoma del MNSV, fent especial
emfasi a caracteritzar els factors, tant virals com cel-lulars, que intervenen en el transport intra i
intercelular del virus.

Com pas previ i necessari, en el Capitol 1 de la present Tesi, s'ha obtingut un clon infecciés
del MNSV, denominat pMNSV/(AI), a partir del qual es poden generar transcrits in vitro capacos
de reproduir la mateixa sintomatologia que el virus després de la inoculaci6 mecanica sobre
I'hoste natural (meld). Aquest clon infeccids constituix una eina molecular indispensable que ha
permés realitzar una analisi funcional dels gens virals. Aixi, mitjancant tecniques de mutagénesi
dirigida sobre el clon pMNSV(AI), s'ha obtingut una col-lecci6 de mutants que impedeixen
I'expressio de cadascuna de les ORFs del genoma del virus. A més, les mateixes modificacions
s'’han efectuat sobre un clon quimeéric, pMNSV(Al)-Acp-GFP, en el qual s'ha substituit la ORF
gue codifica la CP viral pel gen testimoni de la proteina de fluorescencia verda (GFP). Els
resultats obtinguts posen de manifest que les proteines 29 i 89 estarien implicades en la
replicacié del genoma. D'altra banda, la p7A i la p7B participarien en el moviment cél-lula a
cel-lula del virus. Finalment, p42 o CP, a més del seu paper estructural, és necessaria per a la
invasid sistemica del virus, sent capa¢ d'accentuar la sintomatologia. Aixi mateix, assajos
d'expressio transitoria de cadascuna de les ORFs del virus han posat de manifest la capacitat
de les proteines 7B i CP per a suprimir el silenciament genic de RNA, afavorint aquesta Ultima
el moviment local del virus.

Una vegada determinades les funcions de cadascuna de les proteines codificades pel
MNSYV es va iniciar un estudi sobre I'estratégia que utilitza aquest patogen en el seu moviment
intra- i intercelular. Com primera aproximacio, en el Capitol 2 es va abordar un estudi bioguimic
i estructural de les MPs del MNSV. Les proteines de moviment dels Carmovirus presenten una
série de caracteristiques comunes a nivell d'estructura secundaria que podrien ser la base de la
seua similitud funcional. La p7A és una proteina rica en aminoacids basics i hidrofilics que
uneix preferentment RNA de simple cadena de forma cooperativa i sense especificitat de
sequencia aparent. No obstant aix0, a diferéncia de la p7 del virus del motejat del clavell, en la
qual la funcié recau sobre el domini central estructurat en a-helix, s'ha demostrat que tota la
sequeéncia de p7A esta implicada en la unié, amb una major participacio de la regié central en
el procés. Aixi, el peptid sintétic corresponent a la sequiéncia de la regié central de p7A i
estructurat en a-helix, és capa¢ d'unir RNA encara que amb una constant de dissociacié (Kd)
significativament major a la de la proteina sencera (9mM vs 25,7uM). D'altra banda, la p7B es

comporta com una proteina integral de membrana quan és expressada en un sistema de
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Resumen

transcripcio/traduccié in vitro en presencia de microsomes canins derivats del RE.
Posteriorment, es va assajar in vivo una col-leccié de mutants que afecten a diferents propietats
estructurals de les MPs del MNSV. En el cas de la p7A, aquest estudi ha posat de manifest que
els residus basics, especialment aquells situats en la regi6 central de la proteina, estan
directament implicats en el moviment local del virus, existint una relacié directa entre la
presencia o no d'aquests residus i la capacitat d'uni6 a RNA de la p7A. D'altra banda, la
disminucié del perfil hidrofobic de p7B, la desestructuracié6 de la o-hélix del fragment
transmembrana, aixi com la modificacié tant dels aminoacids aromatics com del balang de
carregues a banda i banda d'aquest domini hidrofobic, repercuteixen negativament en el
moviment cel-lula a cél-lula del MNSV.

Finalment, amb I'objectiu d'obtenir informacié sobre la ruta intracel-lular d'aquest patogen,
s'ha estudiat el patré de localitzacié subcelular de les MPs del MNSV. Per a abordar aquest
estudi s'han obtingut construccions recombinants de la p7A i la p7B amb les proteines
fluorescents GFP o RFP. Aquestes es van assajar in vivo en plantes de N. benthamiana i en
preséncia de marcadors d'organuls cel-lulars. El patré de distribucié subcelular de p7B mostra
un dinamisme espai-temporal que, donades les seves propietats hidrofobiques, coincideix
sempre amb compartiments membranosos de la cél-lula. Inicialment, la p7B es localitza en la
xarxa cortical del reticle endoplasmatic (RE) i la membrana externa del nucli. Posteriorment, la
proteina forma part de particules mobils que s'han identificat com dictiosomes de I'aparell de
Golgi. Aquests es desplacen pel citoplasma de la cél-lula mitjancant els microfilaments
d’'actina/miosina. Finalment, la p7B es localitza en els plasmodesmes (PD). D'altra banda,
encara que la p7A presenta caracteristiques de proteina soluble, aquesta forma agregats en el
citoplasma de la cel-lula, aixi mateix, també és capag d'unir-se als dictiosomes de I'aparell de
Golgi i als PD. L'abséncia d'altres factors virals no modifica el patré de distribucié subcelular de
p7A, pel que, donades les propietats d'aquesta proteina, algun factor cel-lular ha d'estar
implicat en el mateix. Respecte a la p7B, el tractament amb Brefeldina A, un inhibidor de la ruta
secretora, impedeix la sortida d'aquesta proteina a l'aparell de Golgi, quedant retinguda en el
RE i no arribant als PD. Aquest resultat mostra que aquesta podria ser la ruta utilitzada per la
mateixa per a arribar a la periféria de la cél-lula durant una infeccio. Aixi mateix, la localitzacio
subcelular de diferents formes mutants de la p7B en les quals s'han modificat algun dels
determinants de topologia, hidrofobicitat i inserci6 a membrana de la mateixa, mostren una
clara correlacié entre moviment céllula a céllula del MNSV i el seu patr6 de distribucié
subcelular. D'aquesta manera, s'ha establert que quan p7B no es localitza en els dictiosomes
de I'aparell de Golgi el virus no és capa¢ de moure's cél-lula a cél-lula. Finalment, I'avanc de la
infeccié viral es veu drasticament reduit en presencia de BrA, suggerint la implicacié de la ruta
de secrecio en el transport intra i intercelular del virus. Les dades obtingudes en la present Tesi
han permeés la proposta d'un model de moviment intracel-lular per als Carmovirus, en el qual
esta implicada la ruta secretora a través de l'aparell de Golgi. Aquesta és la primera vegada

que aquest mecanisme es descriu per a un sistema de moviment de virus de plantes.
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Resumen

Plant viruses constitute a serious threat for numerous crops. In spite of the numerous
researches carried out, it exist still a great ignorance of the routes and the mechanisms that
operate in the viral invasion of the corresponding host. It is important to emphasize that the
blockade in the viral movement constitutes one of the more frequent mechanisms of natural
resistance to virus. So, the progress in the knowledge of these stages of the viral cycle can lead
to antiviral strategies. In the present work, it have been characterized the structure and the
function of the 5 proteins codified by the MNSV genome, doing special support in characterizing
the factors, both viral and cellular, that intervene in the transport intra and intercellular of the
virus.

As previous and necessary step, in the Chapter 1 of the present Thesis, an infectious clone
of the MNSV has been obtained, pMNSV, from which can be generated in vitro transcripts
capable of reproducing the same symptoms that the virus after its mechanical inoculation on the
natural host (melon). This infectious clone constitutes an indispensable molecular tool that has
allowed to carrying a functional analysis of the viral genes. This way, by pMNSV clone
oligonucleotide-directed mutagenesis, it has been obtained mutants that prevent the expression
of each one of the virus genome ORFs. In addition, the same modifications have been effected
on the recombinant clone, pMNSV-Acp-GFP, where the p42 ORF from the full-length clone has
been replaced by the green fluorescence protein (GFP) reporter gene. The results revealed that
the proteins 29 and 89 would be involved in the genome replication. On the other hand, the p7A
and the p7B would take part in the virus cell to cell movement. Finally, the p42 6 CP, besides its
structural role, is necessary for the virus systemic invasion, being capable of accentuating the
symptoms. Likewise, the proteins 7B and CP, among all the MNSV encoded proteins, were able
to delay the RNA silencing in transient expression assays. Finally, the p42 favoured the virus
local movement.

Once determined the functions of each one of the proteins codified by the MNSV, this work
was focus on elucidate the movement strategy followed by the virus. In the Chapter 2, it was
carried out a biochemical and structural study of the MNSV movement proteins. Carmovirus
movement proteins present common characteristics in their secondary structure that might be
the reason of its functional similarity. The 7A is hydrophilic protein that contains numerous basic
residues which binds preferably simple chain RNA in a cooperative form and without apparent
sequence specificity. Nevertheless, unlike the p7 of the Carnation mottle virus that has the
functional motif constricted in the central a-helix, there has been demonstrated that the whole
sequence of p7A is involved in the RNA binding, with a major participation of the central region
in the process. In this way, a synthetic peptide from the p7A a-helix central region bound RNA
with a dissociation constant (Kd) significantly higher than the entire protein (9mM vs 25,7 uM).
On the other hand, in vitro the p7B behaved as an integral membrane protein when it was
expressed in transcription/translation experiments in presence of ER-derived microsomal
membranes. Later, it was assayed a collection of p7A and p7B mutants concerning different

structural properties of this MNSV movement proteins. In case of the p7A, this study revealed
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that the basic residues, specially those placed in the central region of the protein, are directly
involved in the local movement of the virus, existing a direct relationship between the presence
or not of the above mentioned residues and the RNA binding ability. On the other hand, the
decrease in the p7B hydrophobic profile, the unfolding of its transmembrane a-helix, as well as
changes on both the aromatic amino acids and the charge balance on both sides of its
hydrophobic domain affect negatively in the MNSV cell to cell movement.

Finally, with the purpose of obtaining information about the intracelular route followed by the
pathogen, there has been studied the subcellular location of the MNSV MPs. To approach these
studies, there have been obtained recombinant constructs of both p7A and p7B with the
fluorescent proteins GFP or RFP. These constructs have been transiently expressed in N.
benthamiana plants in presence of cellular organelle markers. The subcellular distribution
pattern of p7B shows dynamism in the time and in the space that, given its hydrophobic
properties, coincides always with membranous compartments of the cell. Initially, p7B is located
in the cortical network of the endoplasmic reticulum (ER) and the external membrane of the
nucleus. Later, the protein forms part of mobile particles that have been identified like
dictiosomes of the Golgi apparatus. These particles move within the cell cytoplasm by the
actin/miosin microfilaments. Finally, the p7B is located in the cell plasmodesmata (PD). On the
other hand, although the p7A presents characteristics of soluble protein, it forms attaches in the
cell cytoplasm; likewise, it is capable of joining to the dictiosomes of the Golgi apparatus and to
the PD. Moreover, the absence of other viral factors does not modify the subcellular distribution
pattern of the p7A, by what, given the properties of this protein, some cellular factor must be
involved in the same one. Concerning the p7B, the treatment with Brefeldin A, an inhibitor of the
secretory route, prevents the exit of this protein to Golgi apparatus, remaining retained in the
RE and not coming to the PD. This result shows that this one might be the route used by the
same one to reach the periphery of the cell during an infection. Likewise, the subcellular
location of different p7B mutants with the topology, the hydrophobity and the membrane
insertion of the same one modified, show a clear correlation between the MNSV cell to cell
movement of and the subcellular distribution of this constructs. Thus, it has been found that
when p7B is not located in the dictiosomes of Golgi apparatus the virus is not capable of moving
from cell to cell. Finally, the advance of the viral infection slows down in presence of BrA,
suggesting the implication of the secretory route in the intra and intercellular transport of the
virus. The information obtained in the present Thesis has allowed the formulation of a model for
the intracelular movement of the Carmovirus, in which the secretory route across Golgi
apparatus is directly involved, being the first time that this mechanism is described for the

intracellular movement of a plant virus.
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1. EL CONCEPTO DE VIRUS

La raiz etimoldgica de la palabra virus proviene del latin, “virus-i” y se utilizaba para
definir un cierto tipo de veneno o jugo nocivo para la salud. En la actualidad, los virus se
definen como agentes potencialmente patégenos de animales, plantas, hongos y bacterias,
formados por un acido nucleico acompafiado o no de proteinas y que, a pesar de presentar un
estadio extracelular, carecen de vida libre. Pese a su amplia variedad morfoldgica y estructural,

su pequefo tamano explica el tardio descubrimiento de los mismos.

En 1886, Adolf Mayer habia centrado su investigacion en una enfermedad de plantas de
tabaco, que entonces se cultivaba al oeste de Wageningen (Holanda) a la que le denominé
mosaico (“Mosaikkrankheit”) por las decoloraciones que ocasionaba en sus hojas. A. Mayer
demostré que se trataba de una enfermedad infecciosa ya que podia transmitirse de unas
plantas a otras por simple frotacién de un extracto de la planta afectada en las hojas de plantas
sanas. Tras una serie de investigaciones A. Mayer concluy6 que debia tratarse de una bacteria.
Afios mas tarde, en 1892, el cientifico ruso Dimitri Ivanovsky reanudé la busqueda del agente
causal de esta enfermedad. Ivanovsky, tras homogenizar el tejido enfermo lo pasé por un filiro
de porcelana capaz de retener bacterias u otras entidades suficientemente grandes como para
verse en los microscopios de aquella época. El filtrado no tenia ningun germen visible al
microscopio pero seguia siendo capaz de ocasionar la enfermedad en plantas sanas. Por otro
lado, en 1898 y de forma independiente, el botanico holandés Martinus Beijerinck recibié el
encargo de A. Mayer de trabajar en esta enfermedad cuyo agente causal se resistia a ser
determinado. M. Beijerinck, sin conocer los resultados de D. lvanovsky, también observé que el
jugo de la planta enferma era capaz de transmitir la enfermedad incluso después de pasar a
traves de filtros de porcelana que son capaces de retener todas las bacterias aerobias posibles.
Pero M. Beijerinck fue mas alla y demostrd que la infectividad del jugo extraido de una planta
enferma permanecia constante durante diferentes pases seriales a plantas de tabaco, lo que
descartaba la implicacién de una toxina. Estos y otros experimentos le llevaron a concluir que
el agente infeccioso de la enfermedad estaba constituido por lo que él denominé fluido vivo
infeccioso “contagium vivum fluidum”. Sin embargo, la naturaleza corpuscular de los virus fue
propuesta por el bacteridlogo Friedrich Loeffler trabajando con una enfermedad del ganado
conocida como fiebre aftosa en una investigacion practicamente simultdnea a la de M.
Beijerinck (ver revision en Pallas, 2007). En 1931, el bacteridlogo inglés William Elford logré
determinar el tamafio del virus con el que trabajaba (100 nanometros de diametro) utilizando
membranas de colodién con orificios microscopicos de tamanos inferiores a los poros de los
filtros de porcelana. Asimismo, en la década de los 30 con el desarrollo de la ultracentrifugacion,
el microscopio electrénico y la difraccion de rayos X se logrd purificar y visualizar a estos
agentes. Posteriormente y hasta nuestros dias se han descubierto nhumerosos virus y se ha
llevado a cabo un gran esfuerzo cientifico para determinar las caracteristicas fisicas, quimicas

y biolégicas de los mismos.
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Los virus estan compuestos por material genético (RNA o DNA) y, generalmente, una
cubierta protectora de proteina que en el caso de virus de animales puede encontrarse
combinada con componentes lipidicos o glucidos del huésped que forman una o mas envueltas
adicionales. A la cubierta proteica externa se le llama capsida y a las subunidades que la
componen capsomeros. Normalmente, el genoma viral es una Unica molécula lineal de acido
nucleico de cadena simple o doble. Sin embargo, ciertos virus presentan su material genético

segmentado. Al conjunto de material genético y cubierta se le conoce como virion.

Durante una infeccion, se sintetizan nuevos genomas virales que posteriormente se
transportan a las células vecinas utilizando para ello tanto proteinas codificadas en el genoma
viral como factores de la célula huésped. Los virus carecen del material necesario para la
traduccion de sus proteinas por lo que se pueden considerar como parasitos traduccionales de

la célula.

La naturaleza del acido nucleico viral determinara la secuencia de eventos que dara
lugar a la multiplicacion del virus y la sintesis de sus componentes fundamentales. En los virus
de RNA de simple cadena de polaridad positiva, que constituyen la mayor parte de los virus de
plantas, el RNA gendmico es utilizado directamente como RNA mensajero de las proteinas
virales que se encargaran de replicar el RNA viral y actuar sobre los procesos celulares. A su
vez, la hebra complementaria servira como molde de nuevas hebras positivas, que seran el
material genético de la progenie viral. En el caso de virus RNA de simple cadena de polaridad
negativa, la RNA polimerasa RNA dependiente (RNA dependent RNA polimerase, RdRp)
encargada de copiar las cadenas positivas es encapsidada en el virién, mientras el RNA de
polaridad positiva sintetizado servird de mensajero de las proteinas virales y de molde de
nuevas cadenas de RNA negativas, material genémico de la progenie. Para virus RNA de
doble cadena, la RNA polimerasa RNA dependiente, constituyente de los viriones, sera la
encargada de sintetizar los RNA mensajeros de las proteinas virales y los RNAs de doble
hebra de los viriones. Los retrovirus poseen dos copias de RNA monoténico, que sirven de
molde para generar DNA viral doble hebra, que se integra en el genoma desde donde es
tratado como el resto de genes celulares. La actividad enzimatica que permite este proceso es
una DNA polimerasa RNA dependiente (RNA dependent DNA polimerase, RdDp) codificada
por el virus. Por ultimo, los virus de DNA transcriben y traducen sus genes igual que los
sistemas biologicos celulares, de esta forma se sintetiza el RNA mensajero (MRNA) a partir del
DNA viral mediante el enzima RNA polimerasa DNA dependiente (DNA dependent RNA
polimerase, DdRp) de la célula.

Dado el reducido tamafo de los genomas virales en relacién con aquellos que presentan
los organismos celulares, los virus usan multitud de estrategias para traducir varias proteinas a
partir de la misma secuencia de nucledtidos: desplazamiento y solapamiento de pauta de
lectura abierta (Open reading frame, ORF), codones de parada débiles, organizacion

multipartita del genoma o sintesis de subgendmicos. La sintesis de proteinas virales ocurre a
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través de la maquinaria ribosomal del huésped y en el proceso de maduracion, éstas pueden
ser modificadas postraduccionalmente en el interior celular y/o ser procesadas por proteasas
virales en el caso de sintetizarse como poliproteinas. Por ultimo, el ciclo viral celular termina
con el ensamblaje de los complejos virales apropiados (que incluyen o no a su forma virién)

para su translocacién a una nueva célula huésped.

La clasificacion de los virus esta siendo continuamente actualizada y viene regulada por
el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International committee on taxonomy of viruses,
ICTV). En la misma se hace referencia al material genético que contiene, a la envoltura del
virién, cuando existe, o a las caracteristicas bioldgicas, posicion taxondmica de sus huéspedes,
patologia que producen, modo de transmision, etc. Respecto a la nomenclatura, ésta suele
incluir un nombre comun derivado de los efectos patolégicos y uno formal atendiendo a los
taxones mediante los sufijos; Orden “-virales”, Familia “-viridae”, Género “-virus”. Por su parte,
respecto al taxon de Especie, existe una gran controversia en la asignacién de los criterios para
la clasificacion de los virus en el mismo, y se ha determinado que no es suficiente un unico

criterio para ello.

2. LOS VIRUS COMO PATOGENOS DE PLANTAS: UNA VISION GENERAL

En la actualidad, se han descrito un gran niumero de virus que infectan plantas, llegando
a ser ésta la segunda patologia vegetal en importancia tras los hongos. Los virus causan
importantes pérdidas medioambientales y econdmicas, lo que ha llevado al desarrollo de
numerosas estrategias para su control. Por todo ello, el conocimiento de estos patégenos ha

experimentado un considerable incremento en los ultimos tiempos.

La sintomatologia tipica de los virus de plantas se caracteriza por la aparicion de
manchas en el tejido infectado. Estas pueden ser clordticas, provocadas por la pérdida de
clorofila, o necroéticas, producidas por la muerte de las células infectadas (Figura 1). Ademas, al
margen de la sintomatologia externa, existen toda una serie de sintomas microscépicos que

provocan aberraciones anatdmicas de las células y los tejidos infectados.

Figura 1. (A) Lesiones cloréticas en hoja de Chenopodium quinoa causadas por el Virus de mosaico amarillo de la
judia (Bean yellow mosaic virus, BYMV). (B) Lesiones necréticas en hoja de Nicotiana tabacum provocadas por el Virus
del mosaico del tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV).
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Durante la infeccion viral se desencadenan numerosos procesos de interaccion entre el
virus y la planta cuyo conocimiento, todavia en ciernes, dara lugar al entendimiento de la
patogénesis viral. Esta interaccion planta-virus es extremadamente compleja y se ha estudiado
en profundidad durante mas de medio siglo. Sin embargo, se han dilucidado s6lo parcialmente
en los ultimos anos los mecanismos asociados con la acumulacién y el movimiento viral en la
planta, como asimismo la capacidad de éstas para defenderse de una infeccién viral. Con
respecto a este Ultimo punto, se establece una interaccion compatible entre la planta
hospedadora y el virus (Hammond-Kosack y Jones, 1997) cuando el patégeno logra infectar
practicamente todos los tejidos de la planta, lo que puede ocurrir si las condiciones ambientales
son favorables, si las defensas constitutivas de la planta son inadecuadas asi como si la planta
falla o tarda en detectar al patégeno provocando que las respuestas de defensa inducibles
sean inefectivas. Por el contrario, si la planta reconoce rapidamente la particula viral, se
establece una interaccion incompatible y desfavorable para el virus. En estas condiciones, no
hay una infeccién generalizada y se da el fendmeno de resistencia conocido como respuesta
hipersensible (Hypersensitive response, HR) que limita la replicacion y el movimiento del virus,
circunscribiéndolo al sitio inicial de la infeccion (Hammond-Kosack y Jones, 1997). A nivel
molecular este mecanismo de defensa se basa en la teoria del gen por gen descrita por H. Flor
en 1971. Este modelo se define por la expresion de un gen de resistencia (R) en la planta, el
cual puede unir directa o indirectamente al producto del gen de avirulencia (avr) del patégeno
(Bent, 1996; Ellis et al., 2000). En este contexto, las proteinas R actian como receptor y las
proteinas elicitoras avr como ligando (Ellis et al., 2000). De forma esquematizada, en una
reaccion incompatible, la formacién del complejo receptor-ligando inicia una cascada de
senales de transduccién, que finalmente desencadenan la respuesta HR. La respuesta HR,
también conocida como respuesta primaria, es una reaccién local y se caracteriza por una
muerte celular programada en el sitio de la infeccion (Heath, 2000; Shirasu y Shulze-Lefert,
2003). Ademas, durante el desarrollo de la reaccion HR, se producen especies quimicas
oxidantes (Lamb y Dixon, 1997), se sintetiza callosa y lignina, se aumentan los niveles de acido
salicilico (Malamy et al., 1990) y se producen proteinas relacionadas con la patogénesis
(Conejero et al.,, 1977; Semancik et al., 1977). Asi, la respuesta secundaria es inducida por
moléculas sefial y finalmente se desencadena la resistencia sistémica adquirida (Systemic
acquired resistance, SAR) inducida hormonalmente. Esta ultima se produce en puntos alejados
del punto de entrada del patdégeno y previene a la planta de infecciones secundarias
(Hutcheson, 1998). De este modo, la respuesta de la planta ante el patégeno limita el
movimiento a corta y larga distancia del mismo.

Por otro lado, en la década de los afios 90, se describidé un tipo de defensa que
aparentemente difiere de la respuesta HR y que consiste en la degradacion especifica del RNA
viral en el citoplasma de la célula infectada mediante lo que se conoce en plantas como
silenciamiento génico postranscripcional (Post-transciptional gene silencing, PTGS) y que en

este caso en concreto recibe el nombre de VIGS (Virus-induced gene silencing) (Baulcombe,
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2000; Carrington, 2000). Actualmente, existen crecientes evidencias de que la mayoria, si no
todos, los virus de plantas han adoptado estrategias para escapar de esta capacidad defensiva
de la planta y asegurarse la invasion sistémica. La forma mas habitual, aunque no la Unica, de
contrarrestar este mecanismo defensivo basado en el silenciamiento de RNA es la expresion
de factores proteicos de origen viral que actuan suprimiendo el VIGS a diferentes niveles
(revisado en Roth et al., 2004). Como ejemplos de estos supresores virales, se han descrito la
proteina 2b del Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), la p25 del Virus X
de la patata (Potato virus X, PVX), la P1-HcPro del Virus del grabado del tabaco (Tobacco etch
potyvirus, TEV) o la p19 del Virus del enanismo ramificado del tomate (Tomato bushy stunt
virus, TBSV), entre otros. Estos ejemplos pertenecen a virus no relacionados filogenéticamente,
lo que hace pensar que la capacidad de supresion del silenciamiento génico de RNA es una
propiedad generalizada de los virus (revisado por Dunoyer y Voinnet, 2005; Qu y Morris, 2005;
Brodersen y Voinnet, 2006).

En plantas se han descrito varias rutas de silenciamiento génico enddgeno, aparte de las
implicadas en defensa, que tienen un importante papel en la regulaciéon transcripcional.
Asimismo, la mecanica del proceso de silenciamiento de RNA puede dividirse en dos etapas: la
iniciacion y el mantenimiento. En la iniciacion, las células huésped detectan la presencia
anormal de RNAs doble hebra (doble strand RNA, dsRNA) cuyo origen es diverso (Hamilton y
Baulcombe, 1999) y utilizan una ribonucleasa especifica de dobles cadenas para digerir el
dsRNA, generando pequefias moléculas de RNAs de 21 a 26 nucleétidos conocidos como
pequefos RNAs de interferencia (small interfering RNA, siRNA). La enzima encargada de esta
actividad se llama Dicer (Bernstein et al., 2001). Se asume que las formas replicativas virales
dan lugar a los dsRNA que disparan la activacién de Dicer, aunque es probable que también
actuen como diana regiones estructuradas de los genomas de RNA. Los siRNA generados por
Dicer son reclutados por el complejo proteico RISC (RNA-induced silencing complex), lo que
activa la digestién especifica de secuencias homologas al RNA asociado. En la etapa de
mantenimiento, el silenciamiento de RNA homodlogos perdura en ausencia de la activacion
inicial por parte de las formas replicativas virales. Ello es debido a la amplificaciéon de la sefial,
proceso en que una RARp del huésped sintetiza nuevos dsRNA utilizando los siRNA como
cebador y secuencias homologas del RNA celular como molde. Asimismo, la induccién local del
silenciamiento en plantas genera sefiales que se transportaran al resto de tejidos de la planta
provocando un silenciamiento practicamente generalizado en todas las partes de la planta

(revisado en Hamilton y Baulcombe, 1999; Mlotshwa et al., 2002).

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de virus de plantas contienen
genomas de RNA y frecuentemente de polaridad positiva. En este escenario, la actividad RdRp
necesaria para la replicaciéon es codificada por la informacién genética del virus. La purificacién
de RdRp de tejidos infectados por virus, tanto de animales como de plantas, asi como el
analisis de las correspondientes ORF ha llevado a determinar la existencia de motivos

estructurales conservados e implicados en la funcion de las mismas como el triplete GDD
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(Hayes et al., 1994; Li et al., 1998; Dohi et al., 2002) o motivos definidos con actividad RNA
helicasa (Kadare y Haenni, 1997) asi como la capacidad de unién de estas proteinas a RNA
(Huang et al., 2001; Choi et al., 2004). Por otro lado, elementos en cis del genoma controlan la
replicacion viral (Siegel et al., 1997; Nagy y Simon, 1998a; Nagy y Simon, 1998b; Panavas et
al., 2002a; Panavas et al., 2002b). Por ultimo, y de forma paralela, se ha descrito la implicacion
de las RdRps en procesos de defensa de la planta ante la infeccion viral (Xie et al., 2001; Yu et
al., 2003; Petersen y Albrechtsen, 2005).

Después de evadir inicialmente los mecanismos de defensa del huésped y conseguir
replicarse, el virus ha de moverse a otras partes de la planta. El movimiento del virus en la
planta viene dirigido mayoritariamente por una o varias proteinas codificadas en el genoma,
conocidas como proteinas de movimiento (Movement protein, MP). Estas proteinas, no
presentan motivos de secuencia conservados entre familias virales: sin embargo, existe
homologia entre miembros de una misma familia. Las MPs virales pueden agruparse en cuanto
a su numero en: (i) uno, para miembros de la superfamilia de las 30K que engloba a 18
géneros de virus de plantas tan caracteristicos como Bromovirus, Alfamovirus o llarvirus, entre
otros, y tiene como representante la MP del Virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
virus, TMV); (ii) dos, en Carmovirus o Geminivirus (Doble gene block protein, DGBp); (iii) tres,
para Potexvirus (Triple gene block protein, TGBp); (iv) cinco, para los Closterovirus. A pesar de
la ausencia de similaridad de secuencia y numero de las MPs virales, éstas presentan
caracteristicas funcionales comunes. La mayoria son capaces de unir a acidos nucleicos, asi
como de interaccionar con los plasmodesmos celulares y en algunos casos, actuar
aumentando el tamafio de exclusiéon de los mismos. Por ultimo, una interesante caracteristica
de estas proteinas es la capacidad de beneficiarse del sistema celular de transporte de

macromoléculas para desarrollar su funcién de movimiento.

Ademas de su papel estructural, se han descrito diversas funciones para las proteinas de
cubierta virales (Coat protein, CP) o proteina de la capsida. Las CPs estan implicadas en
muchos de los procesos del ciclo viral, entre los que podemos destacar la participacion en: (i)
replicacion viral (Mahajan et al., 1996; Qiut y Scholthof, 2001; Aparicio et al., 2003; Asurmendi
et al., 2004; Bol, 2005; Malik et al., 2005); (ii) movimiento (Taliansky y Garcia-Arenal, 1995;
Ryabov et al., 1999; Sareila et al., 2004; Omarov y Scholthof, 2005; Rao y Cooper, 2006); (iii)
determinacioén del hospedador, sintomatologia o modo de transmisién (Rao y Grantham, 1996;
Wang y Simon, 1999; Soto et al., 2005); (iv) como supresor del silenciamiento génico
postranscripcional (Brigneti et al., 1998; Qu y Morris, 2003; Yaegashi et al., 2007).

En la actualidad, existen varios frentes de investigacién abiertos, estrechamente
interconectados, entre los que cabe destacar; el control por el virus de los mecanismos que

desencadenan el silenciamiento génico postranscripcional, la replicacion y el movimiento viral.
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3. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS VIRUS DE PLANTAS

Segun los criterios de la ICTV (Fauquet et al., 2005), hasta la fecha, los virus de plantas

se han clasificado en 20 familias y 88 géneros (Tabla 1).

FAMILIA

(+) RNA simple hebra

Potyviridae

Sequiviridae

Comoviridae

Luteoviridae

Tymoviridae

Tombusviridae

Bromoviridae

Closteroviridae

Flexiviridae

Unassigned genera

GENERO

Potyvirus
Rymovirus
Macluravirus
Tritimovirus
Ipomovirus
Bymovirus

Sequivirus
Waikavirus

Comovirus
Fabavirus
Nepovirus

Luteovirus
Polerovirus
Enamovirus

Tymovirus
Marafivirus
Maculavirus

Tombusvirus
Carmovirus
Necrovirus
Machlomovirus
Dianthovirus
Avenavirus
Aureusvirus
Panicovirus

Bromovirus
Alfamovirus
Cucumovirus
llarvirus
Oleavirus

Closterovirus
Crinivirus
Ampelovirus

Carlavirus
Potexvirus
Capillovirus
Trichovirus
Foveavirus
Allexivirus
Vitivirus
Mandarivirus

Tobamovirus
Tobravirus
Hordeivirus
Furovirus
Pomovirus
Pecluvirus
Benyvirus
Sobemovirus
Idaeovirus
Ourmiavirus
Umbravirus
Sadwavirus
Cheravirus

ESPECIE

Potato virus Y

Ryegrass mosaic virus
Maclura mosaic virus

Wheat streak mosaic virus
Sweet potato mild mottle virus
Barley yellow mosaic virus

Parsnip yellow fleck virus
Rice tungro spherical virus

Cowpea mosaic virus
Broad bean wilt virus 1
Tobacco ringspot virus

Barley yellow drarf virus-PAV
Potato leafroll virus
Pea enation mosaic virus-1

Turnip yellow mosaic virus
Maize rayado fino virus
Grapevine fleck virus

Tomato busy stunt virus
Carnation mottle virus
Tobacco necrosis virus A
Maize chlorotic mottle virus
Carnation ringspot virus
Oat chlorotic stunt virus
Photos latent virus
Panicum mosaic virus

Brome mosaic virus
Alfalfa mosaic virus
Cucumber mosaic virus
Tobacco streak virus
Olive latent virus 2

Beet yellow virus
Lettuce infectious yellows virus
Grapevine leafroll-associated virus 3

Carnation latent virus
Potato virus X

Apple stem grooving virus
Apple chlorotic leaf spot
Apple stem pitting virus
Shallot virus X

Grapevine virus A

Indian citrus ring spot virus

Tobacco mosaic virus
Tobacco rattle virus

Barley stripe mosaic virus
Soil-borne wheat mosaic virus
Potato mop-top virus

Peanut clump virus

Beet necrotic yellow vein virus
Southern bean mosaic virus
Raspberry bushy dwarf virus
Ourmia melon virus

Carrot mottle virus

Satsuma dwarf virus

Cherry rasp leaf virus
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() RNA simple hebra
Rhabdoviridae

Bunyaviridae

Unassigned genera

RNA doble hebra
Reoviridae

Partitiviridae

Unassigned genera

DNA simple hebra
Geminiviridae

Nanoviridae

DNA doble hebra
Caulimoviridae

Pseudoviridae

Metaviridae

Cytorhabdovirus
Nucleorhabdovirus

Tospovirus

Ophiovirus
Tenuivirus
Varicosavirus

Phytoreovirus
Fijivirus
Oryzavirus

Alphacryptovirus
Betacryptovirus

Endornavirus

Mastrevirus
Curtovirus
Topocuvirus
Begomovirus

Nanovirus
Babuvirus

Caulimovirus
Soymovirus
Cavemovirus
Petuvirus
Badnavirus
Tungrovirus

Pseudovirus
Silevirus

Matavirus

Lettuce necrotic yellows virus
Potato yellow dwarf virus

Tomato spotted wilt virus

Citrus psorosis virus
Rice stripe virus
Lettuce big-vein associated virus

Wound tumor virus
Fiji disease virus
Rice ragged stunt virus

White clover cryptic virus 1
White clover cryptic virus 2

Vicia faba endornavirus

Maize streak virus

Beet curly top virus

Tomato pseudo-curly top virus
Bean golden mosaic virus

Subterranean clover stunt virus
Banana bunchy top virus

Cauliflower mosaic virus
Soybean chlorotic mottle virus
Cassava vein mosaic virus
Petunia vein clearing virus
Commelia yellow mottle virus
Rice tungro bacilliform virus

Saccharomyces cerevisiae Tyl virus
Glicine max SIRE1 virus

Saccharomyces cerevisiae Ty3 virus

Tabla 1. Familias, géneros y especies tipo de los virus patégenos de plantas. La
clasificacion se ha realizado en base al material genético que presentan, segun los criterios de

laICTV.

Como se vera mas adelante esta Tesis ha abordado diferentes aspectos del movimiento
intracelular de los virus asi como los requerimientos estructurales de las MPs implicadas en la
translocacion intercelular. Para ello se ha utilizado un virus patégeno de plantas, de genoma de
RNA, simple hebra y polaridad positiva: el Virus de las manchas necréticas del meldn (Melon
necrotic spot virus, MNSV). EI MNSV se clasifica taxondmicamente dentro de la familia

Tombusviridae, género Carmovirus.
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4. LA FAMILIA Tombusviridae

La familia Tombusviridae estd compuesta por 8 géneros; Tombusvirus, Aureusvirus,
Avenavirus, Machomovirus, Necrovirus, Panicovirus, Dianthovirus y Carmovirus. A este ultimo
petenece el MNSV. Los genomas de los miembros de la familia Tombusviridae se componen
de moléculas unicas de RNA de simple cadena con polaridad positiva, a excepcién del género
Dianthovirus, cuyos miembros presentan genomas divididos. El tamafo del genoma oscila
entre 3,7-4,7 kb, dependiendo del género, presenta extremos 3" no poliadenilados y, aunque la
mayoria no las tiene, se han descrito estructuras de tipo CAP en los extremos 5 del Virus del
moteado del clavel (Carnation mottle virus, CarMV), el Virus del mosaico necrético del trébol
rojo (Red clover necrotic mosaic virus, RCNMV) y el Virus del mosaico clorético del maiz
(Maize chlorotic mottle virus, MCMV). Ademas, en algunos géneros se han detectado RNAs
defectivos de interferencia (Defective Interfering RNAs, DI RNA) y RNAs o virus satélites

asociados (revisado White y Nagy, 2004).

En lo referente a la organizacién gendmica existen caracteres que se han mantenido
muy conservados entre los miembros de la familia. La mayoria presenta en su genoma hasta
cinco pautas de lectura abierta (Open reading frame, ORF) excepto los géneros Dianthovirus y
Avenavirus, que presentan cuatro. Ademas, los géneros Panicovirus y Machlomovirus tienen
mecanismos de desplazamiento de pauta de lectura (Frame shift, FS) y lectura a través del
codon de parada (Read throught, RT) en sus ORFs 4 y 3, respectivamente, que podrian dar
lugar a proteinas de mayor tamafo. En general, a excepcion del MCMV, tras un extremo 5" no
codificante se halla el gen de la RdRp viral. Esta ORF, presenta un codén de parada débil
interno cuya activacion da lugar a una proteina mas pequefa, a excepcién de los Dianthovirus
que utilizan un mecanismo de FS para obtener la misma. Ambas proteinas (la RdRp completa 'y
la parcial) se han detectado durante una infeccion viral y son imprescindibles para la replicacion.
Del andlisis de la secuencia de estas RdRps virales se dedujo que estan altamente
conservadas y cabe destacar el motivo GDD junto con el de unién a RNA (helicasa), comun
con otras RdRp de otras familias virales. El resto de ORFs del genoma de la familia
Tombusviridae codifican las proteinas de movimiento (MP) y de la capsida (CP). Mientras que
las ORF 1y 2 se traducen a partir del RNA genémico (gRNA), las demas lo hacen a partir de
RNAs subgenémicos virales (sgRNA) derivados del gRNA.

Como caracteristica general de la familia Tombusviridae es interesante destacar la
formacién de viriones con simetria icosahédrica (T=3) y compuestos por 180 copias de una
misma proteina, la proteina de la capsida o CP. De acuerdo con las caracteristicas
filogenéticas de la CP, los miembros de esta familia pueden dividirse en dos grandes grupos. Al
primero pertenecen los géneros Aureusvirus, Avenavirus, Carmovirus, Dianthovirus y
Tombusvirus. Sus viriones son particulas redondeadas de superficie rugosa y un diametro de
aproximadamente 32-35 nm, compuestos por subunidades con tres dominios estructurales

distintos: (i) R, es el dominio interno N terminal, posee la mayor densidad de residuos con
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carga positiva y es el encargado de interaccionar con el RNA; (ii) S, forma una estructura en
barril B que constituye el esqueleto de la capside y conecta con un brazo amino terminal al
dominio R y (iii) P, es el dominio C-terminal protuberante, caracteristica que le confiere la
apariencia granular o rugosa al virion. Al segundo pertenecen los géneros Machlomovirus,
Necrovirus y Panicovirus que se caracterizan por carecer del extremo protuberante P, por lo
que sus viriones presentan una superficie de aspecto no rugoso. Respecto a las proteinas de
movimiento (MP) podemos diferenciar hasta tres grupos filogenéticos dentro de la familia: (i) los
Avenavirus, Carmovirus, Machlomovirus, Necrovirus y Panicovirus presentan dos proteinas de
movimiento de masa molecular de 7-9 y 8-9 kDa; (ii) los Tombusvirus y Aureusvirus poseen
una proteina de movimiento con masa molecular de 22-27 kDa junto con una adicional de 14-
19 KDa implicada en el aumento de la severidad de los sintomas vy (iii) el género Diantovirus,
con una unica proteina de masa molecular de 35 kDa (Giesman-Cookmeyer et al., 1995;
Solovyev et al., 1997; Li et al., 1998; Canizares et al., 2001; Huppert et al., 2002).

La replicacion de los miembros de esta familia ocurre en el citoplasma celular y
posiblemente en vesiculas membranosas asociadas con el reticulo endopldsmico o algunos
organulos (peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos). Asimismo, el ensamblaje del virion tiene
lugar en el citoplasma aunque también se han descrito casos en los que se da en la
mitocondria y el nucleo. Los viriones formados se acumulan en el citoplasma o en vacuolas

citoplasmaticas.

En lo que concierne a las virosis provocadas por miembros de la familia Tombusviridae,
éstas presentan una amplia distribucién mundial, siendo especialmente incidentes en zonas de
climas templados. Respecto a la gama de hospedadores afectan tanto plantas mono como
dicotiledéneas y la sintomatologia ocasionada presenta determinados rasgos comunes
destacando el moteado, el arrugamiento, la necrosis y la deformacion de las hojas de las
plantas afectadas. Sin embargo, algunas especies pueden ser no sintomaticas en
determinados hospedadores. Todas las especies de esta familia pueden transmitirse por
inoculacién mecanica, mientras que algunas por contacto o a través de semillas. Ademas,
algunos hongos del genero Olpidium y ciertas especies de escarabajos pueden ser vectores
para la transmision de algunos miembros de esta familia. Por udltimo, se ha descrito la
presencia de estos virus en suelos y aguas de modo que la mayoria pueden ser transmitidos

desde estos medios con dependencia o no del vector.

5. EL GENERO Carmovirus

Los viriones del género Carmovirus estan formados en un 86% por proteina,
principalmente la CP, y un 14% de acido nucleico, mayoritariamente RNA de simple cadena y
polaridad positiva, con un tamafo de 3879 a 4450 nucleotidos. Generalmente, sélo el RNA
genodmico se encapsida, aunque algunas especies también empaquetan RNAs defectivos

interferentes o RNAs satélites. Respecto a los extremos no traducibles del genoma de
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Carmovirus, pueden existir modificaciones tipo CAP en el 5°, mientras que el 3" terminal
adquiere una estructura semejante a la de los RNA celulares; colas poli(A), como ocurre en los
RNAs mensajeros (MRNA), o estructuras terciarias terminales similares a los RNAs de

transferencia (tRNA).

El Virus del moteado del clavel (Carnation mottle virus, CarMV) es la especie tipo para
este género, por tanto, las caracteristicas de su organizacion genémica son comunes para
otros miembros del grupo (Figura 2). EI CarMV codifica en su genoma cinco ORFs. En el
extremo 5” del genoma se halla una regién no traducible de 69 nucledétidos. Tras el primer AUG
hay un coddn de parada débil cuya lectura a través da lugar a una proteina de 86 kDa. Sin
embargo, una proteina de 28 kDa se traduce por la activacion del mismo. En la regién central
del genoma se encuentran las ORF de dos pequenas proteinas de 7 y 9 kDa. Por ultimo, en el
extremo 3’ se halla la ORF que codifica para una proteina de 38 kDa, correspondiente en todos
los Carmovirus con la proteina de cubierta, seguida de una regién no traducible de 290
nucledtidos. Las regiones 3" y 5" no traducibles presentan una alta homologia. De las regiones
traducibles, es la RdRp y particularmente el dominio situado alrededor del motivo GDD donde
se hallan las secuencias mas conservadas. La parte mas variable del genoma es la ORF de la
CP, ademas, dentro de ésta, el dominio P es el menos conservado. Interesantemente, existe
una covariacion entre los residuos que ocupan las posiciones 164 (localizada en el dominio S)
y 331 (situada dentro del dominio P) de la CP del CarMV, lo que sugiere la presencia de
interacciones entre estas dos regiones de la proteina implicadas en la estructura terciaria
(Canfizares et al., 2001). Asimismo, se ha descrito otra covariacién entre cinco aminoacidos
especificos de la secuencia de la CP de otro Carmovirus, el Virus de la rotura de la flor del
pelargonium (Pelargonium flower break virus, PFBV) en un proceso de adaptacion sujeto a

pases seriados en el huésped experimental Chenopodium quinoa (Rico et al., 2006).

_—
SRFd gRNA
v — R Ol ot OS5 (4,003 1)
ORF 3
_— —
28 kDa
88 kDa
| sgRNA1
5 — 3 (1,689 nt)
__
7@ 9 kDa
~ SsgRNA2
5 = — 3 (1,472nt)

Figura 2. Representacién de la organizacién y expresion del genoma del Virus del moteado del clavel (CarMV).
Los rectangulos representan las pautas de lectura abiertas (ORF) y las lineas inferiores el producto de su traduccion.
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Sendos estudios realizados con el CarMV y el Virus del arrugamiento del nabo (Turnip
crinkle virus, TCV) han puesto de manifiesto caracteristicas comunes con otros Carmovirus. En
primer lugar, en todos los casos, la traduccion de las proteinas de movimiento y de la capsida
tiene lugar a través de RNA subgendémicos (Harbison et al., 1984; Harbison et al., 1985). Por
ejemplo, en el TCV, mientras que el sgRNA de 1,45 kb sirve para la sintesis de la proteina de
la capsida (p38) (Carrington et al., 1987), el de 1,7 kb actia como RNA bicistrénico en la
traduccién de las proteinas de movimiento p8 y p9 (Hacker et al., 1992). Los extremo 5° de los
sgRNA1 y sgRNA2 del CarMV se halla a 1689 y 1472 nucleédtidos, respectivamente, del
extremo 3" del genoma (Carrington y Morris, 1986). Para el TCV, el extremo 5 del sgRNA2 se
ha mapeado a 1446 nucledtidos del 3" del gRNA (Carrington et al., 1987).

El papel desempefiado por las proteinas virales en replicacién, encapsidacion y
movimiento de Carmovirus ha sido bien estudiado en experimentos de mutagénesis dirigida
para el TCV (Heaton et al., 1991; Hacker et al., 1992). En estos trabajos se pone de manifiesto
que los productos de la ORF1 y 2 del TCV (p28 y p88) son requeridos para la replicacion del
virus. Sin embargo, mutantes para las ORF 3 y 4 (p8 y p9) son capaces de replicar pero no de
infectar a las plantas, lo que sugiere su papel en el movimiento célula a célula. Por ultimo,
mutantes en la ORF 5 (CP) son capaces de replicar y, en algunos casos, moverse célula a
célula pero no a larga distancia.

Debido a que los genomas de Carmovirus se componen de RNAs de polaridad positiva y
simple hebra, tras entrar el virus en la célula debe traducir las ORFs de las RdRp virales. Una
vez sintetizadas, éstas llevaran a cabo la sintesis de las cadenas de RNA de polaridad negativa
a partir del extremo 3 de las de polaridad positiva (Wang y Wong, 2004). En el reconocimiento
de este sitio de iniciacion por la RdRp participan elementos en cis del genoma tanto de
estructura primaria como secundaria (Morozov et al., 1995; Siegel et al., 1997; Nagy et al.,
1998a; Nagy et al., 1998b; Panavas et al., 2002a; Panavas et al., 2002b). Asi, el extremo 3 del
gRNA de polaridad positiva, se pliega en una serie de horquillas y de elementos promotores
que son reconocidos por la RdRp en el comienzo de la sintesis (White y Nagy, 2004). En los
Carmovirus, el promotor minimo incluye los 19 ultimos nucleétidos del extremo 3" del RNA
genomico de polaridad positiva y se conoce como elemento Pr. Ademas, estudios realizados
con el TCV, han puesto de manifiesto que este elemento se corresponde con la horquilla 3°
terminal flanqueada por la secuencia CUGCCC (Stupina y Simon, 1997; Carpenter y Simon,
1998). Este elemento estructural estd muy conservado en los Carmovirus e incluso entre
aislados de una misma especie (Canizares et al., 2001). Por otro lado, el extremo 3" de la
cadena de polaridad positiva puede estar a su vez implicado en el control de la traduccion (Qu
y Morris, 2000). Ademas, en el TCV y el RNA satelite C asociado (SatC) se han descrito los
elementos conocidos como “enhancer”. Estos son estructuras secundarias en horquilla del
gRNA que pueden actuar estimulando la replicacién y la transcripcién de estos virus de RNA
(Nagy et al., 1999; Nagy et al., 2001; Sun y Simon, 2006).
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Respecto a la sintesis de los RNAs de polaridad positiva, estudios realizados con el SatC
asociado al TCV han puesto de manifiesto la presencia de varias regiones promotoras: (i) una
secuencia consenso de Carmovirus (Carmoviruses consensus sequence, CCS), C,3 A/U A/U
A/U; (i) un segmento de 11 nt localizado en 3" que abarca la CCS; (iii) un elemento 5° proximal
especifico de secuencia y (iv) un motivo horquilla-1 formado por 30 nt (Guan et al., 1997; Guan
et al., 2000a; Guan et al., 2000b).

Como consecuencia del proceso de replicaciéon, se forman RNAs de doble cadena
compuestos por la cadena positiva y la negativa y con tamafos relativos a los RNAs genémicos
y subgenodmicos. El significado de estas formas replicativas doble cadena no esta claro pero
recientemente se ha postulado la implicacion de las mismas en la sintesis desigual de cadenas
positivas frente negativas (Panavas et al., 2006).

Para la sintesis de los RNAs subgendmicos se han propuesto al menos tres mecanismos
alternativos (Koev y Miller, 2000): (i) a partir del extremo 3" de la cadena positiva del gRNA
mediante una terminacién prematura de la transcripcién de las cadenas negativas antes de
completar el tamafio gendmico, lo que a su vez servira de molde para las cadenas positivas; (ii)
la iniciacion interna de la RpRd, a partir del gRNA de polaridad negativa y (iii) una sintesis
discontinua. En el TCV y el Virus de los anillos cloréticos del hibiscus (Hibiscus chlorotic
ringspot virus, HCRSV) se ha demostrado la actividad promotora de regiones que preceden el
codén de inicio de la traduccion en los sgRNA (Wang y Simon, 1997; Li y Wong, 2006). Por
otro lado, el mapeo de las regiones 5" de los sgRNA ha puesto de manifiesto la capacidad de
las mismas de plegarse adoptando estructuras secundarias tipo horquilla. Mas aun, éstas
presentan homologia de secuencia con regiones 5° de los gRNA y se mantienen conservadas
entre los Carmovirus (Li y Wong, 2006). Las caracteristicas anteriores son comunes con otros
virus de plantas de polaridad positiva y apuntarian al modelo de iniciacion interna para la
sintesis de RNAs subgendmicos. Es probable que la regulacién de la sintesis de las proteinas
virales esté determinada por la modulacion de la expresion de sus respectivos sgRNA. En este
sentido, podrian tener importancia las diferencias en la afinidad de la RdRp por los promotores
de cada uno de ellos. En este sentido, se ha observado que los RNAs de los subgenomicos del
CarMV se acumulan diferencialmente en el tiempo en plantas de Chenopodium quinoa (Garcia-
Castillo et al., 2003).

Por su parte, en lo que concierne a las MP, estudios in vitro con CarMV han mostrado
algunas propiedades de las mismas. Se ha demostrado que p7, la proteina mas pequena de
las dos que intervienen en el movimiento célula a célula, es capaz de unir RNA de forma
cooperativa e inespecifica de secuencia (Marcos et al., 1999). Ademas, el motivo implicado en
la union corresponde con la region central de la proteina (residuos 17-35) y presenta una
estructura secundaria en a-helice muy conservada entre los Carmovirus (Vilar et al., 2001). Por
ultimo, se ha demostrado que dicha estructura condiciona la capacidad de unién a RNA de p7 y

modula, mediante un mecanismo adaptativo, la interaccion RNA-proteina (Vilar et al., 2005).
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Por otro lado, p9 presenta dos dominios hidrofébicos separados por un bucle que se insertan
en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) dejando los extremos N y C terminales de la
proteina expuestos al lado citoplasmatico (Vilar et al., 2002). Como consecuencia del conjunto
de caracteristicas halladas para las proteinas de movimiento de CarMV se ha propuesto un
modelo de movimiento en el que p7 es la parte soluble encargada de unir el RNA viral y llevarlo
hacia p9, anclada a la membrana del RE (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001; Vilar et al.,
2002). El complejo de RNA y proteinas de movimiento difundiria por el RE hasta llegar a los
plasmodesmos celulares para moverse a la célula vecina.

En lo que respecta a la CP, se ha comprobado que, ademas de ser la encargada de la
formacién de los viriones, estd implicada en otras funciones. Por ejemplo, la del TCV actua en
la modulacion de la sintomatologia o en la acumulacion viral (Kong et al., 1997; Wang y Simon,
2000) asi como en la supresién del silenciamiento génico postranscripcional (Post-
transcriptional gene silencing, PTGS) (Qu y Morris, 2003). Ademas, esta proteina es necesaria

para que se dé la invasion sistémica del virus (Hacker et al., 1992).

6. EL VIRUS DE LAS MANCHAS NECROTICAS DEL MELON, MNSV

El virus de las manchas necréticas del melén (Melon necrotic spot virus, MNSV) es el
agente causal de la enfermedad del cribado del meldn. Este virus es un miembro del género
Carmovirus, perteneciente a la familia Tombusviridae (Tabla 1). Esta formado por particulas
isométricas de unos 30 nm de diametro, constituidas aproximadamente por 180 subunidades
proteicas. El genoma del MNSV esta compuesto por una molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva de 4.3 kb. Por comparacion con otras secuencias de nucleétidos de virus
relacionados se ha postulado que en el genoma del MNSV se encuentran codificadas al menos
cinco proteinas flanqueadas por dos regiones no traducibles (Figura 3) (Riviere y Rochon,
1990). La 5'UTR presenta un tamafio de 87 a 95 nt, dependiendo del aislado, y se desconoce
si contiene alguna estructura tipo “cap” en su extremo. La 3'-UTR tiene un tamafo de 280 nt y
no esta poliadenilada pero contiene estructuras secundarias, similares a las descritas para
otros Carmovirus, que podrian ser esenciales para la replicacién y/o traduccién. En esta region
se encuentran los elementos estructurales responsables de la superacién de la resistencia al
virus debida al gen nsv de melon (Diaz et al., 2004). Los aislados como el MNSV-264, capaces
de infectar plantas de meldn portadoras del gen nsv, presentan una secuencia nucleotidica de

la region 3'UTR muy diferente a los que no la superan (Diaz et al., 2004).

La ORF mas préxima al extremo 5° es una proteina de 29 kDa (p29) que finaliza con un
codén ambar. Continuando la lectura por dicho codén se obtiene una proteina de 89 kDa (p89)
que contiene el motivo GDD y el dominio caracteristico de las RdRp, por lo que probablemente
esta proteina esté implicada en la replicacion del virus. Las dos ORFs situadas en la parte
central del genoma constituyen las proteinas p7A y p7B, de 7 kDa cada una. Dichas proteinas
podrian facilitar el movimiento a corta distancia por comparacién con otras proteinas de

Carmovirus implicadas en esta funcion (Hacker et al., 1992; Marcos et al., 1999). Por ultimo, la
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ORF del extremo 3" representa la proteina de cubierta. Esta proteina, de 42 kDa, esta
implicada en la encapsidacion del virus y probablemente en el movimiento a larga distancia
dentro de la planta. Ademas, puede desempefar un papel importante en la transmision del

virus por el vector (Riviere et al., 1989; Ohshima et al., 2000).

Asimismo, la deteccién de dos RNAs subgendmicos de 1.9 kb (sgRNA1) y 1.6 kb
(sgRNA2) que comparten el mismo extremo 3’ del gRNA ha permitido proponer una estrategia
similar a la de otros Carmovirus para la expresion del genoma del MNSV. Basicamente, el
gRNA actuaria como mensajero para la sintesis de las proteinas p29 y p89. Las proteinas p7A
y p7B se producirian a partir del sgRNA1 mientras que la proteina de cubierta se obtendria a
partir del sgRNA2 (Riviere et al., 1989).

—_

T gRNA
R — o (@300m)

ORF 3

—
29 kDa
89 kDa
BrFd sgRNA1
. 5
5 -om (1.900 nt)
— .
7E 7 kDa
~ SgRNA2
5 - ORF 5 — 3 (1.600 nt)

42 kDa

Figura 3. Representacion de la organizacion y expresién del genoma del Virus de las manchas necroéticas del
melon (MNSV). Los rectangulos representan las pautas de lectura abierta (ORF) y las lineas inferiores el producto de
su traduccion.

El MNSV es principalmente trasmitido por un hongo del suelo denominado Olpidium
bornovanus (Satiyanci) Karting que pertenece a la clase de los Quitridiomicetes dentro del
orden Quitridiales. La capacidad infectiva de un suelo que ha albergado plantas que han
desarrollado la enfermedad puede durar varios afios debido a la formaciéon de esporas de
resistencia que pueden permanecer largos periodos de tiempo sin perder su viabilidad. La
transmision del MNSV por parte de O. bornovanus tiene lugar mediante un proceso que se ha
denominado adquisicién in vitro (Campbell et al., 1996). Cuando el virus y el hongo se
encuentran en el agua o en la solucién del suelo se produce la adsorcion de las particulas
viricas a la membrana de la zoospora. En esta union parecen estar implicadas determinadas
regiones de la proteina de cubierta (Kakani et al., 2001) y las glicoproteinas de la membrana de
las zoosporas (Kakani et al., 2003). Durante la fase de penetracion de la zoospora en la célula
vegetal se produce la infecciéon del virus en la planta. Tras la formacién de la espora de

resistencia del hongo, el virus queda unido a la parte exterior de la pared de la espora y al
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germinar ésta se produce de nuevo la absorcién del virus a las zoosporas liberadas. Ademas,
algunos aislados del MNSV presentes en Japon y California pueden ser trasmitidos por
coledpteros del género Diabrotica. Sin embargo, en nuestra zona de cultivo este medio de
transmision no es importante, al no estar presente el vector. EIl MNSV también se transmite por
semilla, aunque tiene que ser facilitada por el vector O. bornovanus. Asi, la frecuencia de
transmision aumenta de un 2% hasta un 50% con la presencia del hongo en experimentos
realizados utilizando semillas contaminadas con el virus, el cual se localiza principalmente en la
cubierta externa de la semilla (Campbell et al., 1996). Ademas, el MNSV se puede transmitir
facilmente de manera mecanica, por lo que se recomienda mantener limpios los utensilios

utilizados para la poda de plantas.

La enfermedad del cribado del melon afecta a especies de gran importancia horticola.
Fue descrita por primera vez en Japoén sobre plantas de melén (Cucumis melo) cultivadas en
invernadero, aunque posteriormente se ha extendido por el resto del mundo afectando también
a pepino (Cucumis sativus) y sandia (Citrullus lanatus). Asi, durante la primera mitad de la
década de los 80, la incidencia de la enfermedad fue superior al 60% en cultivos hidroponicos
de pepino en Holanda y Reino Unido (Bos et al., 1984; Tomlinson y Thomas, 1986). También
cabe destacar las pérdidas provocadas en cultivos protegidos de meldén en California y Grecia.

En Espafa, esta enfermedad se conoce desde 1984, apareciendo por primera vez en
Almeria sobre cultivos de melén en invernadero (Luis-Arteaga, 1986). Posteriormente, se ha
ido extendiendo a otras zonas productoras como Murcia, Alicante, Valencia, Islas Baleares y
Canarias (Juarez et al., 1993; Luis-Arteaga, 1994). En cultivos de sandia, la enfermedad
parece estar controlada por el uso de plantas injertadas sobre Cucurbita fuccifolia, una especie
resistente. En pepino no parece ser un problema importante (Luis-Arteaga, 1994). Es
importante destacar que aunque la enfermedad siempre se ha descrito afectando a cultivos

protegidos también puede danar a cultivos al aire libre.

Aunque los sintomas dependen de las condiciones ambientales, la sintomatologia mas
caracteristica en plantas de melén es la aparicién en hojas jovenes de lesiones redondas de
color marrén y de 1-2 mm de diametro, que suelen evolucionar a necrosis dando lugar a un
aspecto de “cribado”. En hojas adultas pueden aparecer lesiones necréticas que se extienden
por los nervios. En tallos y sobre todo en el cuello de la planta aparecen estrias pardas con
aspecto de acorchadas. Normalmente aparece una reduccion en el crecimiento del fruto y en
ocasiones lesiones necréticas. El sintoma mas relevante, al que se le atribuye el nombre de
colapso o muerte subita del meldn, es la marchitez y muerte rapida de la planta, sobre todo en
condiciones de estrés hidrico y plena produccién (Figura 4).

El diagnéstico visual en campo de los sintomas puede no identificar la enfermedad, ya
que éstos dependen de las condiciones ambientales y pueden llevar a la confusion con otras
patologias que se manifiestan de forma similar. Por tanto, es necesario el uso de técnicas de

diagnéstico que ofrezcan seguridad para una deteccién precisa y temprana de la infeccién. En
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un principio se utilizaba la inoculacién de cotiledones de plantas de melén de la variedad Galia
por su gran sensibilidad al MNSV. Sin embargo, este método presenta algunos inconvenientes
derivados de su extrema lentitud y falta de fiabilidad, al presentar falsos negativos debido a que
la respuesta depende de las condiciones ambientales y del manejo de la técnica. Ademas, los
bioensayos no permiten el analisis de un gran numero de plantas. Por el contrario, los métodos
serolégicos, como el test ELISA, presentan mayor rapidez y seguridad que el anterior.
Asimismo, su automatizacion facilita el examen de muchas muestras simultaneamente. Sin
embargo, se ha observado variabilidad en el comportamiento serolégico y biolégico de aislados
de plantas procedentes de diferentes zonas de produccion. Otra técnica mas reciente, capaz
de diferenciar esta variabilidad del virus, consiste en la hibridacién molecular con ribosondas
marcadas con digoxigenina siendo una estrategia rapida, mas sensible que la utilizacion de
anticuerpos e igualmente adaptable a un analisis masivo de muestras (Pallas et al., 1998).
Recientemente se ha puesto a punto un método para la deteccién en agua y planta del MNSV

mediante hibridacién molecular no isotépica (Gosalvez-Bernal et al., 2003).

Figura 4. Planta y fruto de melén infectados por el MNSV, sintomatologia caracteristica. Sintomas en hoja con
lesiones redondeadas cloréticas que derivaran en necroéticas, necrosis de la nervadura y marchitamiento y secado de
las hojas. Fruto con manchas necréticas en su superficie (adaptado de Luis-Arteaga, 1994).

Durante el desarrollo de la presente memoria se van a tratar problemas relacionados con
el ciclo de infeccion del virus que requieren conocer necesariamente algunos aspectos de la
fisiologia y biologia de la célula vegetal. En los apartados siguientes se revisaran, por tanto, los

relacionados mas directamente.

7. LA CELULA VEGETAL: CONCEPTOS BASICOS

Una serie de caracteristicas diferencian a las células vegetales de las animales (Figura
5), entre ellas cabe destacar la presencia de: (i) los cloroplastos, organulos rodeados por dos
membranas que atrapan la energia electromagnética derivada de la luz solar y la convierten en
energia quimica mediante la fotosintesis, utilizandola después para sintetizar azicares a partir
del CO2 atmosférico; (ii) las vacuolas, que constituyen el depdsito de agua y de varias
sustancias quimicas tanto de desecho como de almacenamiento. La presion ejercida por el
agua de la vacuola se denomina presion de turgencia y contribuye a mantener la rigidez de la
célula, por lo que el citoplasma y nucleo de una célula vegetal adulta se presentan adosados a

las paredes celulares. La pérdida del agua resulta en un fenémeno denominado plasmolisis por
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el cual la membrana plasmatica se separa de la pared y condensa el citoplasma en el centro
del lumen celular y (iii) la pared celular, le confiere la forma a la célula, cubriéndola a modo de
exoesqueleto, y le da la textura a cada tejido. Es el componente que le otorga proteccion y

sostén a la planta.

A continuacion se revisa de manera breve algunos elementos caracteristicos de las
células vegetales como son la pared celular y los plasmodesmos y otros que, no siendo
especificos de éstas, merecen dicha revision dado el tipo de estudios de la presente Tesis,

como es el caso del citoesqueleto.

7.1 La pared celular. Su principal componente estructural es la celulosa, entre un 20-40%,
caracteristica que le convierte en el compuesto organico mas abundante en la tierra. La
celulosa esta formada por mondémeros de glucosa unidos de manera lineal, en paralelo y
enlazados por puentes de hidrégeno, formando microfibrillas de 10 a 25 nm de espesor. La
unién entre las unidades de glucosa se da por enlaces 1-4 B, lo que le hace muy dificil de
hidrolizar. Las microfibrillas se combinan mediante las hemicelulosas y la pectina formando una
estructura llamada macrofibrillas, con hasta medio millén de moléculas de celulosa. Entre las
sustancias que se incrustan en la pared se encuentra la lignina, la cutina y la suberina,
impermeabilizando las paredes celulares.

La pared celular, segun la ordenacion de las fibrillas de celulosa y la proporcion de sus
constituyentes, puede clasificarse en primaria y secundaria. La pared primaria se encuentra en
células jovenes y areas en activo crecimiento, por ser relativamente fina y flexible debido, en
parte, a la presencia de sustancias pépticas y la disposicién desordenada de las microfibrillas
de celulosa. La pared secundaria aparece sobre las paredes primarias, hacia el interior de la
célula, y se forma cuando la célula ha detenido su crecimiento y elongacién. Se encuentra en
células asociadas al sostén y a la conduccion. El protoplasma de estas células generalmente

muere a la madurez.
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7.2 Los plasmodesmos. Otra caracteristica de las células vegetales es la presencia de
puentes citoplasmaticos que atraviesan la pared celular denominados plasmodesmos (Figura
6). Estos microcanales son utilizados como comunicaciones intercelulares que permiten la
circulacion de moléculas entre citoplasmas de células vecinas. Los plasmodesmos atraviesan
las dos paredes adyacentes por perforaciones acopladas que se denominan poros cuando solo
hay pared primaria, y punteaduras, si ademas se ha desarrollado la pared secundaria.
Normalmente presentan un diametro de 40 nm y estan formados por dos tipos de membranas,
la plasmatica y la del RE. La membrana plasmatica, continua entre células adyacentes, define
la parte exterior del poro mientras que su eje axial es recorrido por una estructura cilindrica,
conocida como desmotubulo, formada por la membrana del RE junto con determinados
factores proteicos. La region entre la membrana externa y el desmotubulo es la lamina
citoplasmatica y esta segmentada en canales transportadores. Entre las proteinas que se
encuentran en los plasmodesmos cabe destacar: (i) las conexinas, también presentes en las
uniones gap de las membranas plasmaticas de las células animales; (ii) las protein-kinasas
dependientes de calcio (Calcium-dependent protein kinase, CDPK), probablemente
involucradas en la regulacion de la permeabilidad; (iii) las proteinas del citoesqueleto, miosina y
actina, responsables del dinamismo del plasmodesmo, localizandose esta ultima dispuesta en
espiral alrededor del desmotubulo donde puede actuar regulando el tamafio diametral del
mismo conocido como limite de exclusién molecular (size exclusion limit, SEL); (iv) las
proteinas de unién a calcio y centrinas o proteinas tipo centrinas, desempefnando el calcio un
papel importante en la regulacion del transporte intracelular; (v) las dendrinas, que modifican el
plasmodesmo en respuesta a estrés y (vi) la pectina metilesterasa (Pectin methyl esterase,
PME), proteinas que se localizan en microdominios del RE proximos a los plasmodesmos cuya
actividad enzimatica es responsable de la desesterificacion de algunas proteinas de secrecion.
Claramente, los plasmodesmos no semejan las uniones gap de las membranas de células
animales, sino que son estructuras casi tan complejas y selectivas como los poros presentes

en las membranas nucleares (Zambryski, 1995; Waigmann et al., 1998).

Plasmalena
-membrana plasmatica

-proteinas
Desmotubulo Lamina
-ER citoplasmatica
-proteinas

Figura 6. Representacién esquematica del plasmodesmo de una célula vegetal. EI desmotubulo (en gris),
atraviesa la cavidad central del plasmodesmo, rodeado de un espacio intermedio, o lamina citoplasmatica, compuesto
por proteinas (en verde) y elementos radiales (en rosa) que regulan las dimensiones del canal para controlar el
transporte de macromoléculas a través del mismo. La envoltura externa la forman la membrana citoplasmatica y
proteinas.
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7.3 El Citoesqueleto. La célula eucariota presenta en su interior un entramado de microtubulos
y microfilamentos conocido como citoesqueleto. Entre sus funciones descritas esta la de actuar
como soporte interno, la de anclar estructuras celulares y la de intervenir en procesos de
division y movimiento celular. El citoesqueleto desempefia un importante papel en el transporte
intracelular, promoviendo el movimiento de vesiculas y organulos. Este ultimo aspecto es el

que nos va a interesar para el desarrollo de la presente memoria.

Los microfilamentos estan compuestos por moléculas de actina y miosina y su diametro
oscila entre 5-7 nm. La actina es una proteina globular que se encuentra tanto en la forma
polimerizada como en la no polimerizada. La actina polimerizada puede estar, a su vez,
asociada a otras proteinas, ya sean estructurales o reguladoras, como la miosina que provoca

la contraccion de los microfilamentos al permitir que la actina se desplace sobre ella.

Los microtubulos son estructuras tubulares de 25 nm de diametro que se originan en los
centros organizadores de microtubulos y que se extienden a lo largo de todo el citoplasma.
Estos se hallan en las células eucariotas y estan formados por la polimerizacién de un dimero
de dos proteinas globulares, la a-tubulina y la B-tubulina, que pueden polimerizar y
despolimerizar segun las necesidades de la célula. De este modo, intervienen en diversos
procesos celulares que involucran el desplazamiento de vesiculas de secrecion, el movimiento
de organulos, el transporte intracelular de sustancias, asi como en la division celular (mitosis y
meiosis). Ademas, constituyen la estructura interna de los cilios y los flagelos. Los microtubulos
son mas flexibles pero mas duros que la actina.

Volviendo sobre los aspectos caracteristicos de las plantas cabe mencionar que el
crecimiento de un vegetal involucra tanto divisibn como agrandamiento celular. Las células
originadas en el meristemo sufren un proceso de diferenciacién para transformarse en
diferentes tipos celulares que experimentaran una serie de cambios progresivos hasta
convertirse en una célula especializada. Después del crecimiento del embrién en la semilla, la
formacién de nuevas células queda casi restringida al meristemo: tejidos permanentemente
jévenes, cuyas células se dividen por mitosis. Por tanto, el cuerpo de los vegetales esta
constituido por dos tipos de tejidos: meristemo o tejidos embrionarios (derivados del embrion) y
tejidos adultos.

Por ultimo, al considerar los niveles de organizacion de un vegetal podemos identificar:
Vegetal--> Organos --> Sistemas de tejidos --> tejidos --> células. Los sistemas de tejidos son
grupos de tejidos que presentan continuidad en todo el vegetal y son tres: (i) el sistema
fundamental: formado por parénquima, tejido de relleno, y colénquima/esclerénquima como
tejidos de sostén; (ii) el sistema epidérmico: constituido por la epidermis, cubierta protectora y
mas tarde, por la peridermis en el cuerpo secundario y (iii) el sistema vascular: compuesto por

xilema y floema.
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8. TRANSPORTE INTRACELULAR DE MACROMOLECULAS

8.1 Ruta secretora y endocitica: conceptos basicos. Las células eucariéticas superiores han
desarrollado un sistema de membranas enddgeno que les permite tanto captar las
macromoléculas del exterior como liberarlas del interior celular. Este trafico de macromoléculas
estd muy organizado en ambos sentidos constituyendo: (i) la via secretora que va hacia el
exterior, basicamente, desde el reticulo endoplasmico (RE) pasando por el aparato de Golgi
(AG) a la superficie celular, con una ruta lateral que va a los lisosomas/vacuolas (revisado en
Hanton et al., 2005; Matheson et al., 2006) y (ii) la via endocitica que va hacia el interior,
desde la membrana plasmatica a los endosomas y lisosomas/vacuolas (revisado en Aniento y
Robinson, 2005; Robinson et al., 2007). Ambas rutas no son totalmente independientes puesto

que llegan a interconectarse a diferentes niveles (Figura 7).
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Figura 7. Las rutas secretora y endocitica. El
-SUPERFICIE CELUES - esquema representa el trafico de macromoléculas
sintetizadas en el interior de la célula. Las flechas

coloreadas marcan tanto la ruta secretora como
endocitica.

Funcionalmente, el sistema de endomembranas de plantas es similar al de levaduras o
animales e incluye la sintesis y transporte de moléculas de la ruta secretora a sus destinos
finales. Sin embargo, estructuralmente, el de plantas presenta una serie de peculiaridades que
necesitan ser descritas: (i) no existe un compartimiento intermedio entre RE-AG (Neumann et
al., 2003), conocido en mamiferos como ERGIC (Endoplasmic reticulum-golgi intermediate
compartment); (ii) el aparato de Golgi forma numerosas vesiculas dispuestas por el citosol y
capaces de moverse a gran velocidad a través de la red de los microfilamentos de actina-
miosina con independencia del citoesqueleto (Boevink et al., 1998; Nebenfuhr et al., 1999;

Brandizzi et al., 2002); (iii) estas vesiculas del aparato de Golgi podrian interaccionar
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directamente con el reticulo endoplasmico para el intercambio de moléculas cargo en los
dominios denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Export Sites) (Yang et al., 2005) y (iv)
las plantas presentan uno o mas compartimentos, de gran tamafno y con diferentes funciones,
llamados vacuolas, destacando su funciéon en la degradacion de proteinas acometida por la
vacuola litica y la de almacenamiento (Hanton et al., 2006). Por su parte, en mamiferos, no
existen las vacuolas y la degradacién proteica es desarrollada en los lisosomas, no existentes
en plantas, que aparecen en forma de pequefias y numerosas vesiculas distribuidas por toda la
célula.

Asi, el aparato de Golgi actta como la mayor estacion de intercambio de
macromoléculas en células vegetales (revisado en Jurgens, 2004), estando involucrado en el
trafico desde el RE a los diferentes tipos de vacuolas o a la membrana plasmética (ver Figura
8). Ademas, recientemente se ha descrito la implicacion del AG en el transporte de proteinas a
organulos no convencionales de la ruta secretora, como el cloroplasto y los peroxisomas. Sin
embargo, en estos casos, la ruta de importacion de proteinas directamente desde el citosol es
mayoritaria y esta mejor caracterizada (Baker y Sparkes, 2005; Gutensohn et al., 2006). El
aparato de Golgi esta formado por una serie de cisternas limitadas por una membrana y de
forma aplanada que se conocen como dictiosomas de Golgi. El numero de los mismos por
célula varia enormemente segun el tipo celular: algunas células animales tienen un gran
dictiosoma, mientras que en las células vegetales cada vesicula se corresponde con uno de
ellos. Por tanto, en este caso los dictiosomas se presentan a cientos y con un tamafio muy
pequeio (revisado en Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2005). Ademas, una multitud de vesiculas
de tamafo mas reducido se hallan asociadas a los dictiosomas. Estas son vesiculas de
transporte de proteinas que se desplazan hacia, entre y desde las cisternas de un mismo
dictiosoma. Asi pues, el aparato de Golgi presenta una estructura polarizada donde las
proteinas entran por la red del cis Golgi en vesiculas de transporte que provienen del RE
(revisado en Hanton et al., 2005; Hanton et al., 2006; Matheson et al., 2006) y salen en
vesiculas diferentes por la red del trans Golgi hacia la superficie u otros organulos (revisado
en Hanton et al., 2007). Estas dos redes son importantes en la clasificacion de las proteinas:
las que entran en la red cis pueden seguir a través del aparato de Golgi o volver al RE
(transporte anterégrado o retrégrado, respectivamente); las que salen de la red del trans Golgi
son clasificadas segun su destino sea los lisosomas/vacuolas, las vesiculas de secrecion o la
superficie celular (revisado en Hawes y Satiat-Jeunemaitre, 2005; Hanton et al., 2007). Mas
aun, durante el paso a través del aparato de Golgi, las moléculas transportadas pueden sufrir
modificaciones covalentes ordenadas, como la glucosilacién (revisado en Scheiffele y Fullekrug,
2000).

Las proteinas sintetizadas de novo entran en la ruta biosintética-secretora cuando
atraviesan la membrana del RE desde el citosol o el RE rugoso. Las vesiculas destinadas al
aparato de Golgi emergen desde las regiones especializadas del RE llamadas ERES (revisado

en Hanton et al., 2005; Matheson et al., 2006) cuya membrana no tiene ribosomas adheridos y
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se encuentra a menudo entre el RE rugoso y el aparato de Golgi. Estas vesiculas pueden
transportar cualquier proteina que esté correctamente plegada desde el RE al aparato de Golgi
(Phillipson et al., 2001). La salida de proteinas solubles desde este organulo parece no estar
determinada por ningun receptor especifico. Sin embargo, para algunas proteinas de
membrana se ha puesto de manifiesto que interacciones entre componentes de la cubierta de
las vesiculas y éstas determinan su transporte especifico. En este sentido, se han descrito
motivos dibasicos y diacidicos como sefiales de salida selectiva de proteinas de membrana
desde el RE (Giraundo y Marconi, 2003; Hanton et al., 2005), Por otro lado, se ha demostrado
que proteinas de union a membrana y solubles destinadas al RE pueden mantener su
localizacion mediante un transporte ciclico entre éste y la red del cis Golgi (Denecke et al.,
1990; Denecke et al., 1992; Saint-Jore et al., 2002; revisado en Hanton et al., 2005). En este
caso, el transporte retrogrado desde el aparato de Golgi al RE de proteinas solubles tiene lugar
a través la sefial H/KDEL del dominio C terminal, reconocida por el receptor defectivo de
retencion en RE 2 (ER retention defective 2, ERD2) (Denecke et al., 1992). Las proteinas
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transmembrana son seleccionadas para el transporte al RE por un motivo de dos lisinas en el
extremo C terminal citosdlico, a través del cual interaccionan con el factor ARF1 y otros

componentes de las vesiculas del coatémero COPI (ver mas adelante) (Contreras et al., 2004a).
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En principio, se asume que las proteinas transmembrana son exportadas del RE por un
mecanismo similar al de las proteinas solubles, siguiendo un flujo pasivo. En este caso, su
destino viene dictado por la longitud de su dominio hidrofébico y el aumento en el espesor de
las membranas que constituyen el RE, el AG y la membrana plasmatica (Andreeva et al., 2000;
Phillipson et al., 2001; Brandizzi et al., 2002; daSilva et al., 2004). Sin embargo, como se ha
mencionado antes, pueden existir determinadas sefiales en el domino citosdlico de las
proteinas transmembranas que modifiquen el destino dictado por el fragmento hidrofébico
(Hanton et al., 2005).

Después del paso por la red del trans Golgi, las proteinas pueden ser transportadas a las
vacuolas o a la membrana plasmatica (revisado en Hanton et al., 2007). Si no poseen sefiales
especificas las proteinas son transportadas directamente a la superficie de la célula, sin
especificar un dominio concreto de la misma, mediante una ruta por defecto no selectiva y
constitutiva (revisado en Hanton et al., 2007). Sin embargo, las proteinas destinadas a las
vacuolas son seleccionadas mediante secuencias especificas para su empaquetamiento en
vesiculas de transporte recubiertas de clatrina (ver mas adelante). Asimismo, las vesiculas de
secrecion liberan las proteinas que transportan al exterior celular, normalmente, en respuesta a
una sefal extracelular (Happel et al., 2004). Cabe destacar que se ha descrito la existencia de
rutas de transporte de proteinas directamente desde el RE hacia vesiculas de lisis y de
almacenamiento, o a peroxisomas (Matheson et al., 2006), sin mediar el aparato de Golgi,
hecho que podria explicar que el mismo, a pesar de su importancia en la ruta secretora, no es

vital para la célula al menos en periodos de inhibicién cortos.

8.2 Mecanismos moleculares del transporte vesicular. La célula posee al menos 10
compartimentos limitados por membrana, quimicamente distintos e interconectados mediante
el transporte vesicular. Los marcadores que guian la direccién de las mismas estan expuestos
en la superficie citosdlica de las membranas de las vesiculas que aseguran que sélo se

fusionen con el compartimiento adecuado y dictan, por lo tanto, el patrén de trafico entre ellos.

Generalmente, la mayoria de vesiculas de transporte se forman a partir de regiones
especializadas de membrana revestidas por una red de proteinas. Las mejor caracterizadas,
son las revestidas por clatrina y las de coatomero. Las primeras participan en el transporte
selectivo mediado por receptores hacia la vacuola y las segundas intervienen en el transporte
entre el RE y el aparato de Golgi, entre las cisternas que constituyen cada dictiosoma de Golgi
y en el transporte vesicular no selectivo o ruta por defecto desde la red del trans Golgi a la

membrana plasmatica.

8.2.1 El transporte anterégrado. Las proteinas se mueven desde el RE hacia el aparato de

Golgi via el transporte anterégrado. Este depende de un complejo proteico denominado
COPII (coat protein*, COP) que se da desde areas especializadas conocidas como sitios de
exportacion del RE, ERES (ER export sites). El complejo COPII incluye tres componentes

citosolicos: una pequefia GTPasa (SAR1) y dos pequefios heterodimeros estructurales

* Nota: no confundir con la proteina de cubierta viral que tiene la misma denominacion en inglés que la proteina
del coatémero
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Sec23/24 y Sec 13/31. En sintesis, el trafico anterégrado de proteinas implica la exportacion
desde el RE dependiente de vesiculas SAR1/COPII y la fusién con la red del cis Golgi mediada
por Rab1 (Jurgens, 2004).

Los mecanismos utilizados para la salida de proteinas desde el RE hacia el AG han
suscitado un gran interés recientemente. Hay que recordar en este aspecto la peculiaridad de
la célula vegetal consistente en la ausencia de un compartimento intermedio entre los
dictiosomas que constituyen el AG y el RE. Se han propuesto diferentes modelos para explicar
la dinamica del proceso basados todos ellos en evidencias experimentales : (i) en el modelo
“vacuum cleaner”, los dictiosomas se mueven por la superficie del RE recogiendo las vesiculas
CORPII con las proteinas a transportar, por lo que toda la superficie del RE seria capaz de
exportar proteinas (Figura 9A); (ii) en el modelo “stop-and-go”, los dictiosomas reciben la carga
de sitios de exportacion definidos, ERES, que emiten sefiales especificas que provocan la
parada momentanea de éste (Figura 9B); (iii) en un tercer modelo tanto los ERES como los
dictiosomas formarian unidades secretoras moéviles, permitiendo un intercambio continuo entre
ambos organulos (Figura 9C) y (iv) por ultimo, un cuarto modelo (“kiss-and-run”) implicaria la
interaccion de un dictiosoma con varios ERES a la vez de forma no permanente y en continuo
cambio en cuanto al numero de ERES implicados y su posicion (Hanton et al., 2005; Hanton et
al., 2006).

Figura 9. Modelos propuestos para el transporte de
proteinas entre los sitios de exportacion del RE
(ERES) y los dictiosomas del aparato de Golgi. Los
dictiosomas del aparato de Golgi se mueven a lo largo de
la superficie del RE y éste: es capaz de exportar proteinas
a lo largo de toda su superficie (A) sélo en determinados
sitios fijos, ERES, que lanzan sefales especificas de
parada (B) o en ERES que, como las particulas de Golgi,
son moviles (C) (Hanton et al., 2005. Traffic. 6: 267-277).

8.2.2 El transporte retrogrado. En el transporte retrégrado, las proteinas se mueven desde

el aparato de Golgi al RE y esta mediado por el complejo | (COPI) compuesto de una pequefia
GTPasa (ARF1) y un complejo heptamérico de proteinas de cubierta (Matheson et al., 2006). Al
contrario de lo que ocurre en las cubiertas de clatrina, las de coatdémeros no se autoensamblan,
sino que necesitan energia en forma de ATP que dirija su formacion. Tanto el ensamblaje como

el desensamblaje del revestimiento de coatdmero dependen de una proteina, denominada
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ARF1, y definida como una GTPasa monomérica con una cola anfipatica constituida por un
acido graso. En el citosol, esta proteina, se encuentra altamente concentrada de forma inactiva
al estar unida a una molécula de GDP. Asimismo, la membrana dadora de las vesiculas que se
van a revestir de coatémero contiene un factor proteico de intercambio de nucleétidos de
guanina (Guanine exhange factor, GEF) que al unirse ARF1, ésta libera su GDP y se activa
uniendo GTP en su lugar. La uniéon de GTP provoca que ARF1 exponga la cola de acido graso
que se inserta en la bicapa lipidica de la membrana dadora (ver Figura 10A). Esta insercién
recluta a las moléculas del coatémero que se unen a ARF1. Asimismo, el coatdmero también
se une a proteinas de la familia p24, lo que pone de manifiesto un sitio de unién dual para el
coatomero (Contreras et al., 2004b; Robinson et al., 2007). Como consecuencia, el ensamblaje
de la cubierta del coatdmero estira de la membrana, induciendo la formacién de una yema, lo
que facilita que se desprenda como una vesicula revestida (ver Figura 10B). Por ultimo, cuando
la vesicula alcanza la membrana de destino, una proteina activadora de GTPasa hidroliza el
GTP de ARF1. Esto provoca un cambio conformacional por el que el acido graso se desprende
de la membrana y con ello todo el revestimiento, permitiendo que la membrana de la vesicula

se fusione con la del compartimiento de destino.

A ARF1-GDP B
inactiva y soluble

[Gifl ARF1-GTP activa unida

a la membrana

Vesicula recubierta

de coatomero

cola de acido
gra

Membrana

dadora I coatémero

ARF1-GTP
activa

Figura 10. Modelo sobre la formacion de vesiculas revestidas de coatémero (COPI). (A) La proteina ARF1-GDP
se une al factor de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF), lo que provoca un cambio conformacional que
permite que ésta se inserte en la membrana. (B) La proteina ARF1 activa, recluta las moléculas del coatémero en la
formacion de la vesicula revestida. (Adaptado de Alberts et al., 1996).

Factor de intercambio
de nucledtidos de guanina, GEF

8.2.3 Papel de las GTPasas en la fusién a membrana de vesiculas. Las vesiculas han de

ser altamente especificas en cuanto a su membrana diana. Deben, por lo tanto, expresar
marcadores de superficie que les identifiquen. Se ha propuesto la participacién de las proteinas
SNARE (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptors, revisado en
Hong, 2005) en este proceso, de las cuales diferenciamos las v-SNARE, en la membrana de la
vesicula y las t-SNARE, en la membrana diana. El proceso clave de reconocimiento esta

controlado por una familia de proteinas GTPasas monomeéricas llamadas proteinas Rab. Estas
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proteinas son las responsables de que la interaccion entre v-SNARE y t-SNARE sea la correcta.
Las proteinas Rab son proteinas citosolicas de aproximadamente 23 kDa que, alternando entre
sus formas GDP y GTP, ayudan a reclutar un nimero de moléculas efectoras en la superficie

de determinadas membranas.

La proteina Rab esta unida a las vesiculas revestidas y cuando las mismas encuentran
la membrana diana, la union v-SNARE y t-SNARE permite que Rab hidrolice el GTP que lleva
unido, preparando la fusién entre ambas membranas. La primera proteina Rab fue descubierta
en levaduras y fue llamada Sec4. Su nombre se debe a que fue hallada por mutaciones que
interfieren en el proceso de secrecion (conocidas como mutaciones Sec). La especificidad de
los procesos de fusién de vesiculas viene en primer lugar determinada por las proteinas Rab,
que reclutan factores que permiten la aproximacion especifica de las vesiculas a la membrana
diana (ver mas adelante). Ademas, la fusion de membrana esta catalizada por otras proteinas
citosdlicas, incluyendo las proteinas de fusion sensibles a N-etiimaleimida, NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein) y las proteinas solubles de acoplamiento a NSF, SNAP
(soluble NSF attachment protein), que se unen entre si formando un complejo de fusion en el

lugar de anclaje.

8.2.4 Inhibicién del transporte entre el reticulo endoplasmaético y el aparato de Golgi. La

inhibicién de la funcién de COPI, ademas de bloquear el transporte RE-AG da lugar a una
disfuncion de los ERES, cuya formacion es dependiente de un transporte retrogrado activo
(Hanton et al., 2006). Se postula que algun miembro de COPI pudiera tener a su vez
participacion, directa o indirecta, en el transporte anterégrado (Hanton et al., 2006). El
transporte activo mediado por COPI es pues necesario para la integridad de los ERES y, como
consecuencia, para el transporte de proteinas. Ademas, la integridad del aparato de Golgi, a su
vez, se vera modificada por el trafico de membranas desde y hacia el RE. En plantas, el
tratamiento con el metabolito fungico Brefeldina A, inhibe la ruta de secrecién y el transporte a
la vacuola de proteinas. La diana de esta droga en plantas es un factor de intercambio de
nucleodtidos de guanina (GEF) que, como se ha indicado antes, es el encargado de catalizar la
activacion de la GTPasa ARF1, que participa directamente en el reclutamiento de las moléculas
de coatémeros durante el recubrimiento de las vesiculas COPI (Nebenfihr et al., 2002). Ambas,
GEF y ARF1, se localizan en el aparato de Golgi. Por ello, el primer efecto caracterizado de la
droga es la pérdida de los complejos COPI del aparato de Golgi. A mayor exposicién, se
producen cambios secuenciales en la arquitectura de Golgi, pérdida de las vesiculas y colapso,
formando un compartimiento hibrido RE-AG. Todo ello produce, a su vez, un bloqueo en el
transporte anterégrado, probablemente como resultado de la inhabilitacién de vesiculas del ER
para fusionarse con vesiculas de Golgi anormales, pero no porque la droga tenga efecto directo
sobre la exportacion desde el RE. Exposiciones mas prolongadas provocan la transformacion
del compartimiento hibrido RE-Golgi en una estructura aberrante con caracteristicas

estructurales que difieren del RE normal (Ritzenthaler et al., 2002).
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8.2.5_ Componentes de la matriz proteica del aparato de Golgi. Los componentes proteicos

de la matriz del aparato de Golgi, conocidos como golginas, interaccionan con las membranas
de este organulo de multiples formas que quedan ilustradas en la figura 11. Esta diversidad es
reflejo de las diferentes funciones llevadas a cabo por este tipo de proteinas a las que se les
asigna un papel estructural en la uniéon entre las diferentes cisternas que forman cada
dictiosoma durante su génesis, ademas de servir como ancla de las vesiculas transportadoras
para favorecer el acercamiento y la fusion de las membranas. Las golginas presentan un
motivo central desestructurado que puede formar una estructura en varilla y dos dominios
funcionales N terminal y C terminal. Algunas de ellas son proteinas integrales de membrana
que se reciclan entre el aparato de Golgi y el RE. Sin embargo, debido a que el AG es un
copartimento celular extremadamente dinamico, consecuencia del incesante transito de
proteinas y membranas, muchas de estas golginas se asocian de forma periférica tras
interaccionar con pequefias GTPasas, como las proteinas Rab. Este tipo de interaccion permite
el rapido reciclaje desde una membrana del AG a otra a través del citoplasma, puesto que
estas GTPasas son capaces de localizarse en el citosol o unidas a las membranas mediante un
proceso controlado por el estado de fosforilacion de los nucleétidos de guanina asociados,
mecanismo a su vez regulado por los factores GAPs (GTPase activating protein) y GEFs. Las
proteinas Rab unidas a la membrana y por tanto en su forma activa, unida a GTP, son capaces
de reclutar las golginas a la membrana del aparato de Golgi actuando como receptores
especificos. En este tipo de interacciones cabe destacar que la proteina Rab6 y las golginas
Bicaudal-D1 y —-D2 son importantes en el reclutamiento especifico de la dinactina. Este
complejo proteico es el receptor/adaptador de la dineina que, junto la kinesina, constituye la
proteina motora mas importante de los microtibulos en animales (Matanis et al., 2002; Short et
al., 2002). Por tanto, el citoesqueleto también participa en el mantenimiento de la estructura del
aparato de Golgi, asi como en la formaciéon y movimiento de las vesiculas de transporte

relacionadas con este organulo (Allan et al., 2002).

Como hemos visto, las proteinas Rab estan implicadas en casi todos los estados del
transporte de vesiculas, desde la formacion de las vesiculas a su movilidad, asi como en su
fusion (Zerial y McBride, 2001). Diferentes miembros de la familia de proteinas Rab son
capaces de marcar compartimentos de membranas del interior de la célula, de tal manera que
muchas proteinas Rab se localizan en sub-dominios especificos del aparato de Golgi. Una vez
la proteina Rab se activa, Rab-GTP, y por tanto se localiza en la membrana, ésta es capaz de
reclutar moléculas efectoras del citoplasma o de otras membranas, mediante interacciones
proteina-proteina o proteina-lipido que delimitan un dominio especifico de la membrana (Pfeffer,
2001; Pfeffer, 2003). En el aparato de Golgi, estas moléculas efectoras vienen representadas
en gran parte por la familia de las golginas (Barr y Short, 2003; Short et al., 2005). La
participacion de las proteinas Rab en todas las etapas del transporte vesicular, sugiere que las
vesiculas del interior celular pueden ser caracterizadas como subdominios de membrana

organizados por proteinas Rab que, durante su tiempo de vida media, son capaces de
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separarse fisicamente de una membrana para unirse a otra. Sin embargo, las proteinas Rab no
son la unicas pequefias GTPasas conocidas que regulan los componentes de la matriz del
aparato de Golgi. La familia de las proteinas ARL o GTPasa relacionadas con ARF, de las
cuales se han descrito hasta diez miembros en humanos, tienen diversas funciones in vivo.
Actualmente, s6lo dos miembros de la familia, ARL1 y ARL3/ARFRP1, se han caracterizado por
ser importantes en la estructura y funcién del aparato de Golgi. Resultados recientes muestran
que a través de una cascada de interacciones proteina-proteina en la que se ven involucradas
las GTPasas, la ARL1 recluta golginas que presentan un dominio conocido como GRIP
(lamado asi por las iniciales de las primeras cuatro proteinas de animales en las que se
encontro: golgin-97, RanBP2a, Imh1p y p230/golgin-245) a la red trans del aparato de Golgi,
estando este mecanismo conservado evolutivamente (Panic et al., 2003a; Panic et al., 2003b;
Wu et al.,, 2004). De forma similar, existen otro tipo de golginas con un dominio carboxilo
terminal denominado GRAB (GRIP-related ARF-binding) capaz de interaccionar con GTPasas
de la familia ARF/ARL (Short et al., 2005).

¢) Rab-recruited golgins d) ARL-recruited

p115 (Rab1) GRIP-domain golgins €) ARF-recruited
BicaudalD1/D2 (Rabé) Golgin-245 (ARL1) GRAB-domain golgins
TMF (Rab6) Imh1p (Arl1
b) Adaptor-associated o Goig.fnf o7 6 ‘ﬂr 13) GMAP-210 (ARF17?)
golgins Rud3p {Arf1p)
GRASPE5-GM130
a) Transmembrane GRASPS5-Golgind5
golgins
Giantin

Golgin-84

Coiled-coil ARL-GTPase ﬂHFTPaSE Interaction domain Rab-GTPase

Figura 11. Formas de asociacion de las golginas a la membrana del aparato de Golgi. Algunas presentan un
dominio transmembrana cerca del extremo C terminal (a), mientras que otras son proteinas asociadas a la periferia de
las membranas (b-e). Las golginas periféricas pueden estar asociadas a la membrana por una interaccién con
proteinas de la familia GRASP, dirigidas a su vez por su extremo N terminal a la membrana (b). Otras golginas se
localizan en la membrana dirigidas por pequefias GTPasas de las familias Rab (c), ARL (d) y ARF (e). Las proteinas
Rabs se dirigen a las membranas mediante modificaciones en el C terminal, mientras que es el N terminal el que sera
modificado en las ARFs y la mayoria de las ARLs. La forma de interaccion entre golginas y Rabs es desconocida,
mientras que ARL1 une a un dominio GRIP conservado presente en algunas golginas. Esta interaccién es dependiente
de un residuo de tirosina conservado y presente en ARL1. De forma anéloga, el dominio GRAB podria unir a ARF1
(Short et al., 2005. Biochim Biophys Acta. 1744, 383-395).
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Otro componente importante de la matriz del aparato de Golgi capaz de interaccionar
con las golginas son las proteinas GRASP (Golgi reassembly stacking protein), con pesos
moleculares de 55 y 65 KDa, presentan un grupo miristoilo en su extremo amino terminal
mediante el cual se anclan a la membrana. Ambas proteinas se fosforilan durante la mitosis, lo
que puede ser importante durante el desensamblaje del aparato de Golgi en este proceso y en
el posterior apilamiento de las cisternas para constituir los nuevos dictiosomas. Esta regulacién
estructural de las proteinas GRASP se realiza, probablemente, durante su interaccién con
miembros de la familia de las golginas (GRASP65-GM130 y GRASP55-golgin45). Ademas, las
proteinas GRASP son importantes en la funcionalidad del aparato de Golgi ya que también
actuan de puente entre la matriz del AG y determinadas proteinas integrales de membrana que

son transportadas.
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Figura 12. Sistemas de anclaje a membranas del aparato de Golgi. El papel de p115 en el sistema de anclaje del
trafico desde RE al aparato de Golgi y a través de éste. (Short et al., 2005. Biochim Biophys Acta. 1744, 383-95)

El conocimiento actual sobre las bases moleculares que controlan el transporte vesicular
en el interior celular se encuentra aun en un estado incipiente. Sin embargo, algunos factores

implicados en este proceso han sido caracterizados estructuralmente y su funcién especifica
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descrita. Por ejemplo, en animales, las vesiculas COPIl formadas a partir de los ERES se
agrupan por medio de una golgina conocida como factor p115 siendo Rab 1 el encargado de
reclutarlo (Figura 12a). Estas vesiculas se fusionan por medio de un mecanismo dependiente
de factores del tipo NSF y SNARE para formar un compartimento intermedio o VTC. Este
compartimento se ancla en la cara cis del aparato de Golgi, mediante la interaccion entre los
complejos p115-Rab1 del VTC, y GM130-GRASP65 de la cara cis del aparato de Golgi (Figura
12b). Ambos complejos, también pueden tener un papel adicional en el anclaje de las vesiculas
COPI a la cara cis del aparato de Golgi mediante la interaccién con una golgina
transmembrana conocida como Giantina que se localiza en las vesiculas COPI (Figura 12c). En
la cara trans del aparato de Golgi se produce el reclutamiento del complejo motor de los
microtubulos dineina-dinactina a las vesiculas de transporte mediante multiples interacciones
con el complejo Rab6 y las golginas Bicaudal-D1 y —D2. De esta forma las vesiculas de
transporte se anclarian a los microtubulos y los motores de dinactina/dineina las transportarian

a traves del citoesqueleto (Figura 12d).

9. INTERACCIONES RNA-PROTEINA

Las interacciones RNA-proteina forman parte de numerosos procesos celulares, asi
como de la biologia de los virus. La capacidad de unién a RNA de determinadas proteinas ha
sido ampliamente descrita y se ha demostrado su papel esencial en la estabilizacién, la
proteccion, el empaquetamiento y el transporte de estos acidos nucleicos.

Basandose en el analisis estadistico de 45 complejos de RNA/proteina cristalizados
(Treger y Westhof, 2001), se definieron tres grupos: los de las tRNA sintasas, los ribosomales y
un tercero que incluye varias clases de complejos. Ademas, el estudio anterior permitid
establecer algunos aspectos generales relacionados con este tipo de interacciones, siendo las
principales conclusiones las siguientes: (i) los aminoacidos situados en la zona de unién
RNA/proteina mas frecuentes (Arg, Asn, Ser, Lys) asi como los menos frecuentes (Ala, lle, Leu,
Val) coinciden en los tres grupos, ademas, los residuos de Trp y Cys fueron poco frecuentes en
todos los casos; (ii) los porcentajes de aminoacidos localizados en esta misma interfase, segun
sus propiedades fisicoquimicas fueron un 40% cargados (32% positivos y 8% negativos), un
30% polares, un 22% hidrofébicos y finalmente, un 8% que se correspondié exclusivamente
con el aminoacido Gly; (iii) en los complejos ribosomales se da una mayor preferencia por las
interacciones a través del fosfato que por las de las ribosas y éstas frente a las bases y (iv) en
el resto de complejos se observaron algunas relaciones de preferencia en las interacciones,
Arg y Lys escogen el fosfato frente a la ribosa o las bases; Pro y Asn optan por las bases y por
ultimo, Met, Phe y Tyr eligen las ribosas. Por otra parte, lle, Pro y Ser prefieren unir a Adenina,
Leu a Citosina, Asp y Gly a Guanina y Asn a Uracilo. Respecto al tipo de unién establecida: (i)
el 72% son interacciones de van der Waals y el 23 % forman puentes de hidrégeno; (ii) de
estos ultimos, el 54% son puentes de hidrogeno estandar, el 33% son del tipo C-H y el 13%

restante son iénicos; (iii) las bases estan implicadas en el 38% de los puentes de hidrogeno y
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mas de un 26% de dichos puentes reciben el H del RNA; (iv) el atomo de oxigeno del grupo 2°-
hidroxilo de las ribosas esta implicado en el 21% de los puentes de hidrégeno y (v) los
aminoacidos que menos frecuentemente interaccionan con el RNA contactan a través de
moléculas de H,O, mientras que los de mayor frecuencia, a excepciéon de la Ser, lo hacen

directamente.

Las proteinas de unién a RNA, en la mayoria de los casos, reconocen estructuras
secundarias del mismo en forma de lazos u horquillas en un proceso que ocasiona cambios
conformacionales en ambas macromoléculas. A pesar de que in vitro dichas interacciones
parecen inespecificas de secuencia, in vivo son altamente especificas debido sobre todo a este
reconocimiento estructural (Wagner et al., 2001). Sin embargo, esta especificidad de unién
también puede ser debida a la presencia de otros factores proteicos o a la
compartimentalizaciéon estructural en el interior celular que favorece la proximidad entre la
proteina y una molécula de RNA determinada.

El analisis comparado de secuencias de proteinas con capacidad de interaccion con el
RNA ha permitido la identificacion de dominios de unién a RNA o RBDs (de RNA Binding
Domain) y, entre ellos, los mejor descritos son el motivo de reconocimiento de RNA o RRM (de
RNA Recognition Motif), el dominio de unién a RNA doble cadena o dsRBD (de double strand
RNA Binding Domain) y el dominio KH. Ademas, en las interacciones con hebras de RNA de
simple cadena (single strand RNA, ssRNA), muy frecuentes en el caso de virus de plantas, se
ha definido un RBD candnico o/ compacto y globular, con 4 hojas p empaquetadas y 2 o
hélices (Hall, 2002). Sin embargo, con los ultimos estudios de varios complejos ssRNA/proteina
mediante cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) se ha descrito la
presencia de diferentes RBDs, lo cual ha planteado una amplia diversidad de mecanismos de
unién. En muchas ocasiones, los dominios de unién a RNA pueden estar localizados en
pequefias regiones que en general son altamente basicas por ser ricas en Arg. Estas son
capaces de unir RNA cuando son sintetizadas in vitro como péptidos aislados en ausencia del
resto de la proteina. En algunos casos, la especificidad es tan elevada que estos péptidos
pueden presentar las mismas propiedades cinéticas que la proteina entera en el proceso de
unién

En plantas, se han descrito las interacciones RNA-proteinas en procesos tales como: (i)
la regulacion de la estabilidad y la traduccién de los mRNA cloroplasticos en respuesta a la luz
(Jensen et al., 1986; Danon y Mayfield, 1991); (ii) la modulacion de procesos de desarrollo
(Jacobsen et al., 1999; Li et al., 2001); (iii) la sefalizacion hormonal (Lu y Fedoroff., 2000;
Hugouvieux et al., 2001) y (iv) el silenciamiento génico (Hutvagner, 2005). Una de las familias
mas estudiadas es la de las proteinas de unidon a RNA ricas en Gly (Glycine rich proteins,
GRPs) y numerosos estudios sugieren que dichas proteinas estarian implicadas en respuestas

a estrés mediante mecanismos de regulacion post-transcripcional.
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En los virus de plantas con un genoma de ssRNA de polaridad positiva, como es el
caso del virus objeto del presente estudio, se han descrito interacciones entre su genoma vy las

replicasas, las proteinas de cubierta y las proteinas de movimiento:

(i) la RARp requiere la presencia en el RNA diana de estructuras especificas tipo tRNA,
colas poli(A), pseudonudos, tallo-bucle y/o determinadas secuencias de nucleétidos que
desempefian al menos dos funciones: reclutar a la RdRp y permitir el inicio de la replicacion del
genoma (Nagy, 1999).

(ii) los procesos de ensamblaje de las particulas viricas estan determinados tanto por
interacciones proteina-proteina, como por interacciones RNA-proteina dependientes o
independientes de secuencia. Muchos de estos virus suelen poseer una CP con un extremo N-
terminal flexible y de caracter basico que esta implicado en la interaccion con los grupos fosfato
del RNA (Oostergetel et al., 1983; Silva y Rossmann, 1987; Sacher y Ahquist, 1989). La
encapsidaciéon del RNA debe ser selectiva, lo que se consigue mediante la
compartimentalizacion celular o mediante interacciones con secuencias y estructuras concretas.
Las interacciones RNA-proteina especificas de secuencia son probablemente las mas criticas
en el inicio del ensamblaje. En general, se ha demostrado que en las interacciones CP-RNA
viral hay una especificidad al menos a nivel de género (Pallas et al., 1999). Ademas del papel
estructural de las CP se les han caracterizado y asignado otras funciones relevantes durante el
ciclo infeccioso. Por ejemplo, en llarvirus y el Virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic
virus, AMV), el inicio de la replicacion requiere la uniéon de la CP al extremo 3" del RNA en un
fenémeno conocido como “activacién gendémica”. Tanto la CP como el extremo 3" del genoma
de los llarvirus pueden considerarse macromoléculas multifuncionales cuyas funciones

bioldgicas son mutuamente dependientes (Aparicio et al., 2003; Bol, 2005).

(iii) las proteinas de movimiento virales, en la mayoria de los casos, deben ser capaces
de interaccionar con el material genético del virus y conducirlo desde el citoplasma de la célula
infectada al de una célula vecina y asi sucesivamente hasta llegar al sistema vascular. Esta
propiedad de unién a acidos nucleicos de las MPs la comparten géneros de virus de plantas
tan diversos como Tobamovirus, Caulimovirus, Dianthovirus, Alfamovirus, Tospovirus,
Umbravirus, Bromovirus, Cucumovirus, Fabavirus, Sobemovirus, Carmovirus, Necrovirus,
Tombusvirus, Geminivirus, Hordeivirus, Potexvirus, Pomovirus y Luteovirus. En la mayor parte
de los casos descritos, la interaccion MP-RNA no es dependiente de secuencia e incluso se ha
demostrado que se puede dar el intercambio entre MPs de diferentes virus sin provocar el
bloqueo del movimiento célula a célula de los mismos (Solovyev et al., 1996; Solovyev et al.,
1997; Aparicio et al., 1999; Sanchez-Navarro et al., 2006). Asi, las MP intercambiadas, dada su
inespecificidad de secuencia, son capaces de unir y transportar diferentes genomas virales en
mayor o menor medida, por ello, los virus deberan adoptar diferentes estrategias, como la

compartimentalizacion, para incrementar la especificidad.
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Aunque la mayoria de MPs virales compartan la capacidad de unién a RNA/DNA, los
detalles de dicha unién, asi como los dominios involucrados en la misma, varian entre grupos
virales, aunque la mayoria poseen un dominio rico en aminoacidos basicos. La observacion de
que solo un reducido numero de residuos de aminoacido se conserven entre las MPs, junto con
la capacidad de unir acidos nucleicos de simple cadena sugiere la idea de que la actividad de
las MPs se realice también en funcién de su estructura secundaria y terciaria. En este sentido,
se ha encontrado que la MP del TMV presenta un plegamiento predominante en a-hélice
adoptando una estructura terciaria altamente estable necesaria para el correcto funcionamiento
de la proteina (Brill et al., 2000). Para la MP del PNRSV se ha caracterizado el dominio de
unién a RNA, RBD (RNA Binding domain), presente en el extremo N terminal de la proteina
(Herranz y Pallas, 2004). Ademas el analisis mutacional de esta regién ha revelado que los
aminodcidos basicos presentes en el mismo estan directamente implicados en la union a RNA
y en el movimiento del virus (Herranz et al., 2005). Asimismo, la p7 del CarMV presenta en su
region central una estructura en a-hélice esencial en la interaccién con el RNA (Villar et al.,
2005). Mediante la utilizacién de péptidos sintéticos correspondientes al dominio de unién a
RNA de p7 (Marcos et al., 1999), se ha puesto de manifiesto que la interaccién entre el péptido
y el RNA es de tipo adaptativo (Vilar et al.,, 2001) y segun la hipotesis propuesta ambos,
péptido y RNA, deben modificar su conformacién para que se produzca una interaccién
eficiente. En la mayoria de casos descritos, se ha demostrado que la capacidad de unién a
RNA de estas MPs es preferentemente a los acidos nucleicos de simple cadena frente a los de
doble hebra (Vaquero et al., 1997). Ademas, esta union es inespecifica de secuencia y en

muchos casos cooperativa.

En todos los casos, los complejos MP-acido nucleico representan estructuras
intermediarias del proceso de movimiento viral, también conocidos como complejos M
(refiriéndose a movimiento). De este modo, el material genético de estos complejos se halla
protegido frente a actividades enzimaticas celulares y empaquetado para ser transportado al
plasmodesmo (Citovsky et al., 1992). Por otro lado, en el transporte célula a célula del genoma

viral, ademas del complejo M, estan involucrados numerosos factores de la célula huésped.

10. EL MOVIMIENTO DE LOS VIRUS DE PLANTAS

La propagacion de una infeccién viral en una planta huésped presenta dos etapas
distintas y secuenciales. La primera es el movimiento local o célula a célula y comprende el
desplazamiento del virus por el citoplasma de la célula infectada hacia la periferia, llamado
movimiento intracelular y el transporte del virus desde la célula inicialmente infectada a sus
células vecinas, llamado movimiento intercelular. Para llevar a cabo este ultimo proceso, los
virus atraviesan la pared celular aprovechando los plasmodesmos, que como se ha
mencionado anteriormente son complejos puentes citoplasmaticos que interconectan las
células de las plantas. El transporte viral y por tanto, el paso a través de los plasmodesmos es

dirigido principalmente por las proteinas de movimiento (MP) codificadas en el genoma viral y
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que funcionan: (i) formando complejos ribonucleoproteicos con el RNA viral, y facilitando el
paso a través de los plasmodesmos aumentando el limite de exclusidon molecular (Size
exclusion limit, SEL) de los mismos; (ii) generando tubulos proteicos, estructuras que
desorganizan totalmente la arquitectura original de los plasmodemos preexistentes y por los
que son conducidas las particulas virales. Las MPs son codificadas por todos los virus, pero el
numero, la estructura y la interaccién con factores de la célula huésped, asi como el modo de
accion, varia dependiendo del tipo viral. Por ultimo, moviéndose célula a célula, el virus llega a
situarse frente a las células especializadas del sistema vascular de la planta. En esta posicion,
una cadena de eventos sucesivos da lugar al movimiento sistémico que incluye la entrada al
tejido vascular, la distribucion a partes distales de la planta, normalmente desde el floema
aunque en algunos casos también puede realizarse desde el xilema, y por ultimo, la salida del

tejido vascular o descarga del virus en tejidos no infectados.

Respecto a otros determinantes virales implicados en el movimiento local y sistémico se
incluyen la proteina de la capsida (CP), las replicasas, e incluso, en el caso de Potivirus, una
proteinasa denominada HCPro (Helper component proteinase) y la proteina Vpg. Ademas,
dado que muchas proteinas virales implicadas en el movimiento estan a su vez actuando como
supresores de los mecanismos de defensa de la planta, se hace dificil discernir entre un efecto
indirecto de las mismas sobre el movimiento o una acciéon directa sobre la funcion de
movimiento per se. En este punto, es importante destacar que un bloqueo en el movimiento

sistémico es frecuentemente la causa de la resistencia de la planta a enfermedades virales.
10.1 Las proteinas de movimiento.

10.1.1 Estructura de las MPs virales. En base a la secuencia de aminoacidos, las MPs de los

virus de plantas, se pueden clasificar en: (i) las pequefas MPs de Carmovirus y Geminivirus,
menores de 10 kDa; (ii) las grandes de Tymovirus, 69-85 kDa; (iii) el grupo del bloque de tres
genes (Triple gene block, TGB) de Potexvirus, Carlavirus, Allexvirus, Foveavirus, Hordevirus,
Benyvirus, Pomovirus y Pecluvirus y (iv) la Superfamilia de las 30k, que constituye el grupo
mayoritario e incluye hasta 18 géneros diferentes de virus de plantas entre ellos llarvirus,

Alfamovirus o Bromovirus.

(@) Superfamilia de las 30k. Las MPs de la Superfamilia de las 30k comparten baja
similitud en su secuencia, con un solo motivo conservado LXDX5.70G. Sin embargo, presentan
una conformacion tridimensional comun, con la estructura central conservada, formada por
cuatro a-hélices (a-A-D) y siete B-hojas (B-1-7), y los dominios N terminal (Nt) y C terminal (Ct)
variables (Melcher, 1990; Melcher, 2000). La proteina de movimiento del TMV contiene 268
aminoacidos y es la proteina mas estudiada de esta gran familia de MPs virales. En la figura 13
se presenta un esquema detallado de las regiones de la proteina implicadas en las diferentes

funciones (revisado en Waigmann et al., 2007):
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(i) La MP del TMV une &cidos nucleicos de simple cadena de forma cooperativa e
inespecifica de secuencia (Citovsky et al., 1992), formando particulas ribonucleoproteicas (Viral
ribo nucleo proteins, VRNP) que atraviesan los plasmodesmos celulares (Waigmann et al.,
1994b).
independientes (dominio Ay B).

Esta funcién recae sobre dos dominios de union a RNA adyacentes pero

(ii) Por otro lado, esta proteina altera el SEL sin producir cambios estructurales en el
plasmodesmo y media en el transporte célula a célula del complejo RNA-MP. El mecanismo por
el cual la MP es capaz interaccionar con los PDs y modificar el SEL todavia es desconocido
pero esta funcion parece recaer sobre el dominio E (posiciones 126 a 224).

(iii) La MP del TMV, ademas, presenta dos dominios hidrofébicos considerados posibles
fragmentos integrales de membrana. En este sentido, se ha encontrado asociada con la
fraccion microsomal (Brill et al., 2000) como proteina integral de membrana (Reichel et al.,
1998). En ensayos in vitro se ha observado que el extremo Ct es altamente sensible al
tratamiento con tripsina, posiblemente por mantenerse expuesto al citosol. Se ha propuesto,
por tanto, que la MP del TMV se inserta en la membrana del RE a través de estos dos

fragmentos hidrofébicos, adquiriendo forma de U y dejando tanto el extremo Nt como el Ct
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expuestos al citosol (Brill et al., 2000). Sin embargo, recientemente se ha cuestionado esta
ultima caracteristica y se especula con que ésta sea mas una proteina asociada a membrana
que una integral (Fuijiki et al., 2006).

(iv) Por ultimo, esta proteina contiene también un dominio implicado en la interaccidn con
los microtubulos similar al lazo M de la a, B, y y-tubulina. Este dominio de la tubulina es
esencial para la formacion y la estabilidad de los microtubulos. Puesto que esta MP es capaz
de formar homodimeros, se ha propuesto que una unidad proteica interaccionaria con el RE

mientras que la otra lo haria con el citoesqueleto.

(b) El bloque de dos genes de los Carmovirus (Double gene block, DGB). Los
carmovirus presentan en la region central de su genoma dos pequefias ORFs adyacentes que
se conocen como el bloque de dos genes (Double gene block, DGB) (ver apartado 5). Las
proteinas correspondientes se han denominado de forma general como DGBp1 y DGBp2,
segun su posicién en el genoma viral, aunque en cada especie reciben un nombre especifico
de acuerdo con su masa molecular. La implicacion de estas proteinas en el movimiento local
ha sido descrita unicamente en el caso del TCV que ha sido considerado la especie tipo del
género. Sin embargo, las DGBps correspondientes al Virus del moteado del clavel (Carnation
mottle virus, CarMV) han sido mejor caracterizadas estructuralmente. EI CarMV codifica dos
pequenas proteinas, p7 (DGBp1) y p9 (DGBp2) que, a pesar de no compartir motivos de

secuencia con la Superfamilia de la 30k, poseen dominios funcionales similares.

La utilizacion de programas informaticos de prediccion de estructura secundaria junto
con una serie de datos experimentales de espectroscopia por resonancia magnética nuclear
(RMN), han permitido aproximarse a la estructura secundaria de estas proteinas. La p7
presenta tres dominios: el Nt, variable y desestructurado, el Ct, plegado en una -hoja estable y
el dominio central, con estructura en a-hélice que, como se ha avanzado en el apartado
anterior, es responsable de la unibn a RNA tanto a nivel de estructura primaria como
secundaria (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001; Vilar et al., 2005). Por otro lado, la existencia
de fragmentos transmembrana no es una caracteristica aislada de la Superfamilia de las 30k
sino que es compartida por otras MPs de virus como la p9 del CarMV. Asi pues, este factor
viral es estructuralmente una proteina integral de membrana con dos dominios hidrofébicos,
capaz de insertarse in vitro en la membrana del reticulo endoplasmico en forma de U
exponiendo los extremos Nt y Ct hacia el lado citoplasmatico de la misma en un proceso
cotraduccional asistido por la maquinaria del translocén (Vilar et al., 2002, Sauri et al., 2005).
Ademas de estos dominios hidrofébicos, la p9 presenta un extremo Ct con un potencial
plegamiento en B-hoja plegada cuya funcién se desconoce.

(c)El bloque de tres genes de Potexvirus y Hordeivirus (Triple gene block, TGB).
Por otro lado, otros grupos de virus presentan hasta tres ORFs esenciales en el movimiento
célula a célula de manera contigua o muy poco solapada en su genoma constituyendo el

caracteristico bloque de 3 genes (Triple gene block, TGB) (Morozov y Solovyev, 2003). El factor
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proteico correspondiente a cada gen se denomina TGBp1, TGBp2 y TGBp3, en sentido 5-3".
Los virus que presentan este sistema de proteinas de movimiento pueden dividirse en dos
clases: la clase 1 incluye los géneros Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus y Benyvirus que son
virus que presentan una morfologia de varilla; en la clase 2 se encuentran virus filamentosos
pertenecientes a los géneros Potexvirus, Carlavirus, Foveavirus y Allexivirus que aparte de las
TGBps requieren la CP para su movimiento célula a célula. Las TGBp1 de la clase 2 presentan
una masa molecular de unos 24-26 kDa y contienen un dominio NTPasa/helicasa que ocupa
practicamente la totalidad de la molécula. Las TGBp1 de la clase 1 presentan un tamafio
superior a las anteriores (39-63 kDa) y se caracterizan igualmente por poseer un dominio
NTPasa/helicasa pero también por presentar una extension del extremo Nt con varias regiones
ricas en Arg y Lys implicadas en la union de RNA, propiedad funcional que comparte con las
TGBp1 de la clase 2 (Wung et al., 1999, Kalinina et al., 2002, Morozov et al., 2003). Por otro
lado, las TGBp2 y TGBp3 contienen dominios hidrofobicos capaces de insertarse en la
membrana. La TGBp2 presenta dos secuencias hidrofébicas internas y separadas por una
region central muy conservada, mientras que la TGBp3 presenta una estructura mas variable
Las TGBp3 de la clase 1 poseen dos posibles fragmentos transmembrana mientras que las
correspondientes a los virus de la clase 2 presentan un unico dominio hidrofébico. Ademas, los
motivos de secuencia conservados difieren en cada grupo (Morozov et al., 2003). Existen
evidencias experimentales de que ambas proteinas son capaces de insertarse en la membrana
del RE; TGBp2 lo hace en forma de U y exponiendo los extremos al lado citoplasmatico,
mientras que las TGBp3 que tienen un solo fragmento transmembrana dejan el extremo Nt en
el lumen del RE y las que tienen dos exponen tanto el Nt como el Ct al [lumen (Morozov et al.,
2003).

10.1.2 Localizacidn subcelular de las MPs virales. Los patrones especificos de localizacion

subcelular de las proteinas virales, pueden darnos informacién sobre su funcién. Por este
motivo, son cada vez mas los estudios realizados con esta finalidad. Las MPs virales se han
localizado en organulos del interior de la célula tan diversos como los plasmodesmos, el
citoesqueleto, la red del reticulo endoplasmatico e incluso, el nucleo celular. Numerosas
aproximaciones han dado lugar a la informacién anterior, incluyendo principalmente técnicas de
fraccionamiento subcelular y de microscopia; la deteccion mediante el uso del marcaje
inmunoquimico o la fusién a proteinas fluorescentes.

(a) Interaccidon con plasmodesmos. La MP del TMV se ha localizado en estructuras
punteadas en la pared celular. Esta observacién ha sido corroborada por diferentes
aproximaciones en: (i) plantas transgénicas expresando la MP del TMV (Atkins et al., 1991;
Ding et al., 1992); (ii) plantas infectadas por el TMV (Tomenius et al., 1987); (iii) plantas que
expresan la MP fusionada a la proteina de fluorescencia verde en su extremo Ct durante una
infeccion viral (Boyko et al.,, 2000c), transitoriamente (Crawford y Zambryski, 2001) o

constitutivamente desde un transgen (Roberts et al., 2001). Estas estructuras punteadas que la
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MP del TMV forma en la pared celular se corresponden, como se ha descrito antes, con los
plasmodesmos celulares (Oparka et al., 1997). Ademas, MPs de la superfamilia 30K de otros
virus, como el AMV, el Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) o el Virus
del mosaico del bromo (Brome mosaic virus, BMV) se han observado también formando el

mismo tipo de punteaduras en la pared celular.

La capacidad de modificar el tamafo de exclusion del plasmodesmo de las MP virales
fue descrita por primera vez en plantas transgénicas de tabaco que expresaban la MP del TMV
(Wolf et al., 1989). Del mismo modo, plantas de tabaco expresando las MPs del CMV, el AMV,
el Virus del enrollamiento de la hoja de la patata (Potato leaf roll virus, PLRV) o la TGBp1 del
Virus del mosaico del trébol blanco (White clover mosaic virus, WCIMV) tienen aumentada la
permeabilidad de sus plasmodesmos. De esta forma, es probable que las MPs virales
contengan sefales de transporte especificas que les confieran selectividad y sean esenciales
para que se de un transporte activo a través del plasmodesmo (Waigmann et al., 1994;

Waigmann y Zambryski, 1994).

Por otro lado, las MPs pertenecientes a virus no relacionados filogenéticamente
muestran un patrén similar de punteaduras en la pared celular. Por ejemplo, la MP del PLRV,
una proteina de 17 kDa que no pertenece a la superfamilia de las 30K, también marca los
plasmodesmos celulares cuando se expresa, sola o fusionada a GFP, en plantas trasgénicas
de tabaco (Sokolova et al.,, 1997). La p7 de CarMV se asociada con la pared celular
especialmente en estadios tardios de la infeccion en C. quinoa (Garcia-Castillo et al., 2003).
Respecto a las proteinas de movimiento del bloque del triple gen (TGB), la proteina TGBp1
copurifica con la fraccion de pared celular y se localiza en plasmodesmos, aunque,
interesantemente, las proteinas TGBp2 y TGBp3 son requeridas para que se dé esta
distribucion (Erhardt et al., 1999).

(b) Interaccion con componentes del citoesqueleto. La interaccién de una MP viral
con componentes del citoesqueleto fue descrita por primera vez con la MP tipo Hsp70 del Virus
del amarillamiento de la remolacha (Beet yellow virus, BYV) (Karasev et al., 1992). Dicha
interaccion fue posteriormente observada para la MP del TMV (Heinlein et al., 1995a; Heinlein
et al., 1995b; Mclean et al., 1995). Ademas, la MP del TMV es capaz de interaccionar tanto con
moléculas de tubulina como de actina, esta uniéon es muy estable y podria actuar estabilizando
la red de microtubulos, como ocurre con las proteinas asociadas a microtubulos (Microtubule

Associated Proteins, MAPs) de células animales.

A pesar de no estar claro el significado de la interaccién entre las proteinas virales y los
microtubulos y dado que estos estan implicados, entre otros, en procesos de transporte
intracelular de acidos nucleicos, una hipétesis probable es la implicacién del citoesqueleto en el
transporte de genomas virales mediado por las MP. Asi, se ha demostrado que los
microtubulos estan implicados en la distribucién del RNA del TMV (Bloom y Beach, 1999; Mas y
Beachy, 1999; Mas y Beachy, 2000). De este modo, el RNA del TMV colocaliza con los
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microtubulos en protoplastos infectados con TMV de una manera dependiente de la MP. El
tratamiento con orizalina, una droga que impide el ensamblaje de los microtubulos, modifica la
distribucion del RNA viral que pasa a ocupar el citoplasma y la superficie celular (Mas y Beachy,
1999). Sin embargo, ni la acumulacién de la MP de TMV en microtubulos, ni estas estructuras
per se, son imprescindibles para que exista transporte del virus (Gillespie et al., 2002). Aunque
actualmente es un tema de debate, existen evidencias experimentales que indican que los
microtubulos no parecen tener un papel directo sobre el movimiento del TMV sino que mas
bien estan implicados en la degradacién de la MP (Seemanpillai et al., 2006). Sin embargo,
estudios recientes realizados con el BYV, un Closterovirus no relacionado filogenéticamente
con el TMV, han demostrado la implicacion de los microfilamentos de actina durante la
localizacion de su MP, del tipo Hsp70, en los plasmodesmos celulares (Prokhnevsky et al.,
2005).

(c) Interaccién con el sistema de endégeno de membranas. Experimentos de
fraccionamiento subcelular de tejidos infectados con TMV pusieron de manifiesto que la MP del
TMV se asocia tanto a la fraccidon correspondiente a la pared celular como a la soluble e,
interesantemente, a la de endomembranas (Deom et al., 1990). Por otro lado, el patron de
distribucién subcelular de la fusion MP(TMV)-GFP mostré pequefios cuerpos corticales
fluorescentes asociados con la red del reticulo endoplasmatico que precedian su posterior
localizacion en los microtubulos (Reichel y Beachy, 1998).

La asociacion de las proteinas de movimiento virales con la red del reticulo
endoplasmatico, no es exclusiva de los miembros de la Superfamilia de las 30K. Dos de las
proteinas que forman parte del TGB, TGBp2 y TGBp3, estan asociadas con estructuras
derivadas del RE (Morozov et al., 2003). TGBp2 forma pequefias vesiculas moéviles asociadas
con la red cortical del RE. Esta asociacion es requerida, aunque no suficiente, para el
movimiento del virus. Por otro lado, TGBp3 se acumula en la superficie celular en estructuras
conectadas con el RE y préximas a los plasmodesmos (Morozov et al., 2003). Puesto que
TGBp1 forma complejos con el RNA viral, el papel de TGBp2 y TGBp3 podria ser el del
transporte de dichos complejos al plasmodesmo, con el subsiguiente transporte célula a célula
del virus (Morozov et al., 2003). Finalmente, la p9 del CarMV se asocia a membranas que
derivan del RE (Vilar et al., 2002).

(d) Localizacion nuclear. Los Geminivirus se replican en el nucleo y por tanto su
genoma debe ser transportado a través de la membrana nuclear al citoplasma y viceversa.
Esta funcién es realizada por proteinas de movimiento virales o, en algunos géneros, por la CP.
Los Geminivirus de genoma bipartito presentan dos proteinas implicadas en el movimiento,
BR1 y BL1. La proteina BL1 es capaz de aumentar el tamafio de exclusién molecular de los PD
y de mediar el transporte célula a célula del DNA viral (Rojas et al., 1998). La proteina BR1 se
localiza en el nucleo, une DNA (Noueiry et al., 1994) y puede actuar como proteina lanzadera

nuclear (nuclear shuttle protein, NSP). La interaccion entre ambas proteinas regula el
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transporte intracelular del DNA viral (Sanderfoot et al., 1996). En los Geminivirus de genoma
monopartito, la CP es necesaria para la infeccion y poseen una unica MP. Exceptuando los
Curtovirus, la CP interacciona con el DNA y se localiza en el nucleo (Kunik et al., 1998; Liu et
al., 1997). Se ha demostrado que en este caso, la CP facilita el transporte del DNA viral hacia
el nucleo, sugiriendo que realiza funciones caracteristicas de BR1 en los Geminivirus de
genoma bipartito (Liu et al., 1999). Otro ejemplo de localizacién nuclear, en concreto nucleolar,
es la ORF3 del Virus de la roseta del cacahuete (Groundnut rosette virus, GRV), un Umbravirus
que, a pesar de presentar un genoma de RNA, es capaz de interaccionar con el material
genético, localizarse en el nucleo o en el nucleolo celular y reorganizar los Cuerpos de Cajal,
paso imprescindible para que se de la infeccion sistémica (Kim et al., 2007). Esta proteina
presenta un dominio rico en Arg y una region rica en Leu responsables, respectivamente, de la
entrada y salida del ndcleo (Ryabor et al., 2004a). Recientemente se ha demostrado que la
proteina interacciona con la fibrilarina, una de las proteinas nucleolares mas abundantes y que
esta interaccion es esencial para la infeccion sistémica del virus (Kim et al., 2007). La
capacidad de esta proteina para ser importada al nucleo depende de dos sefiales de
localizacion nuclear (nuclear localization signal, NLS) presentes en su secuencia y que son
prescindibles para el movimiento célula a célula. La localizacién nuclear también se ha
observado para la p8, una de las dos MPs del TCV (Cohen et al., 2000b). Esta localizacion es
Unica entre los Carmovirus y la relaciéon entre su localizaciéon nuclear y el movimiento célula a
célula es, hasta la fecha, una incégnita, dado que se trata de un virus de RNA.

(e) Otras localizaciones subcelulares. La proteina p7 de CarMV, homéloga a p8 del
TCV, presenta una distribucion principalmente citosélica en plantas de C. quinoa infectadas con
CarMV y a tiempos mas largos es detectada en la pared celular, sin embargo, esta proteina no
se ha hallado nunca asociada al nucleo (Garcia-Castillo et al., 2003). Un ultimo ejemplo de
localizacion subcelular de proteinas de movimiento virales es la MP del BMV que se halla en
cuerpos de inclusion citoplasmaticos (Fujita et al., 1998) o la TGBp1 del Virus X de la patata
(Potato virus X, PVX), también localizada en el citoplasma, pero no en cuerpos de inclusién
(Yang et al., 2000).

Del analisis de los patrones de distribucién de las MPs puede deducirse informacion
relacionada con su funcion. Muchas MPs virales se unen a sus genomas, dando lugar a
complejos ribonucleoproteicos que pasan a través de los plasmodesmos durante el movimiento
célula a célula. Por ello, la localizacion de estas MPs en plasmodesmos puede tener un
significado biolégico relacionado con su funcion. Por tanto, de los resultados obtenidos en los
ultimos anos cabe deducir que la periferia celular es diana de MPs de diferentes grupos virales,
como Tobamovirus, Bromovirus, Geminivirus, Trichovirus, Umbravirus, Luteovirus y virus que
presentan el TGB. Por otro lado, es frecuente observar una asociacién entre las MPs y el
reticulo endoplasmatico como ocurre en Tobamovirus, Bromovirus, Geminivirus, Tombusvirus y

MPs del TGB. Sin embargo, la asociacién con el nucleo celular sélo se ha descrito para las
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MPs de Geminivirus y para un miembro de los Carmovirus, el TCV. Por ultimo, la asociacion
con microtubulos ha sido ampliamente descrita para el TMV aunque, como se ha mencionado,

ésta no es un requisito para que se dé el movimiento del virus.

10.1.3 Interacciones de las MPs con factores proteicos del huésped. Dada la limitada

capacidad codificante de los virus de plantas, éstos deben reclutar proteinas del huésped para
completar su ciclo de infeccion. Para llevar a cabo su movimiento intra e intercelular los virus
interaccionan con proteinas celulares de la membrana, de andamiaje o implicadas en rutas de
secrecion. Asi, la MP del TMV es capaz de interaccionar con una pectina metilesterasa (PME)
de la pared celular (Min-Huei y Citrosvky, 2003), participando dicha unioén en el movimiento viral
dado que la accion de este enzima modula, indirectamente, la permeabilidad del plasmodesmo.
La MP del TMV también es capaz de interaccionar con una proteina de plantas de tabaco
asociada a microtubulos (MPB2C) (Curin et al., 2007) que se encuentra implicada en la
acumulacion de la proteina viral en estos organulos. Mas aun, esta MP es capaz de
interaccionar con quinasas celulares (Yoshioka et al., 2004; Lee et al., 2005), siendo el estado
de fosforilacién/deforilacion un posible mecanismo que determina o modula las diferentes
actividades en las que se encuentran involucradas las MPs virales (Karpova et al., 1999). Por
ultimo, la interaccién con la calreticulina de la MP del TMV es necesaria para su localizacion en
el plasmodesmo celular (Chen et al., 2005).

Existen mas ejemplos, diferentes a los descritos anteriormente, de interacciones entre
factores celulares y proteinas de movimiento de otros virus (Morozov et al., 2003; Lucas y Lee,
2004; Taliansky, 2006; Lucas, 2006). La informacién obtenida de todos ellos, nos puede ayudar
a conocer los mecanismos de movimiento de los virus de plantas.

En sintesis, la atribucion de mediar en el trafico entre células de las MPs virales vendria
asignada por la capacidad de: (i) interaccionar y transportar los acidos nucleicos en el interior
de la célula; (ii) beneficiarse de factores del huésped en el desarrollo de sus funciones vy (iii)
interaccionar con el plasmodesmo y modificar su tamafo de exclusion, para el transporte a la

célula vecina.

10.2 Modelos de sistemas de transporte viral célula a célula.

10.2.1 Movimiento viral basado en la formacién de complejos ribonucleoproteicos: el

Virus del mosaico del tabaco (TMV). Se ha demostrado experimentalmente que la MP del

TMV sigue un patrén temporal de distribucion en el interior de la célula. Durante las primeras
etapas de la infeccion viral esta proteina se acumula en el RE asi como en los plasmodesmos
celulares pero, mas tarde, se detecta en cuerpos de inclusién asociados con la membrana del
RE y en los microtubulos. Finalmente, la proteina desaparece de todas las localizaciones
excepto de los plasmodesmos (Heinlein et al., 1998b). El uso combinado de diferentes drogas
que actuan blogueando la funcionalidad de determinadas rutas celulares de transporte ha

permitido establecer la implicacion de los microfilamentos de actina, con los que la MP del TMV
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es capaz de interaccionar, y del RE en el transporte de estas MPs a los plasmodesmos (Wright
et al., 2007).

Los cuerpos de inclusién derivados del RE probablemente representan los sitios de
replicacion viral y sintesis proteica. En su interior se acumula la replicasa (Heinlein et al.,
1998a), el RNA viral (Mas y Beachy, 1999) y la CP (Asurmendi et al., 2004). Estos complejos
replicativos virales (Virus-replication complexes, VRCs) asociados a membrana son comunes
en otros virus y pueden representar un mecanismo de compartimentalizaciéon para regular
eficientemente la replicacion, la traduccién, el movimiento viral y la contradefensa a la
respuesta de defensa de la planta huésped. En este contexto de replicacién y movimiento, el
TMV podria moverse por el interior de la célula en forma de cuerpos de inclusiéon o vesiculas
derivadas del RE que incluirian a la MP y a los VRCs (Kawakami et al., 2004). Ademas, existen
estudios que muestran la implicaciéon de los microfilamentos de actina en el movimiento célula
a célula del TMV, quiza por dirigir estos VRCs a través del plasmodesmo (Liu et al., 2005)
(Figura 14). Sin embargo, varias evidencias experimentales apuntan a que la formacion de
estos cuerpos de inclusién no es esencial ni para la replicacion ni para el movimiento del virus.
Por ejemplo, aunque éstos no se forman en ausencia de la MP (Mas y Beachy, 1999),
construcciones del TMV deficientes en su sintesis son capaces de replicarse. Ademas, en esta
situacion, el RNA viral sigue localizandose en el RE, sugiriendo que dicha asociacion es una
propiedad intrinseca de éste y/o de la replicasa (Mas y Beachy, 1999). Por otro lado, estudios
recientes implican a la replicasa viral en el movimiento célula a célula. Esta situacion podria
deberse a que las RdRp residentes del RE, desde esta localizacion, transferirian el RNA viral a
las MPs facilitando su transporte hacia los plasmodesmos. No se puede descartar, no obstante,
que el efecto de la RdRp sobre el movimiento célula a célula pueda ser un reflejo de su accion
conocida sobre el VIGS (Ding et al., 2004).

En principio, la asociacién de la MP a los microtubulos podria estar relacionada con el
movimiento del RNA viral (Boyko et al., 2000a; Boyko et al., 2000b; Kotlizky et al., 2001; Boyko
et al., 2002). Dado que esta MP es capaz de dimerizar, se ha especulado que una subunidad
interaccionaria con la tubulina de los microtibulos mientras que la otra lo haria con el RE. De
esta forma, el homodimero de la MP actuaria como un puente entre los microtubulos y el RE,
facilitando el transporte a través del citoesqueleto del RNA viral asociado a las membranas
(Ferralli et al., 2006). No obstante, segun se desprende del tratamiento con agentes
desestabilizantes de estas estructuras del citoesqueleto, la acumulacion de la MP del TMV en
microtubulos no es necesaria para el avance de la infeccion (Gillespie et al., 2002). Por tanto, la
implicacion de los microtubulos en el movimiento del TMV es un tema de debate en la
actualidad y no se puede descartar la implicacion de la tubulina en la funcién de la MP del TMV
(Seemanpillai et al., 2006). La unién entre la MP y los microtibulos se relacion6 con un
reciclaje de la proteina mediada por el proteosoma 26 debido a que unicamente aparece en
etapas tardias de la infeccion. Sin embargo, la MP asociada no se encontraba modificada

mediante ubiquitinacién por lo que no deberia entrar en esta ruta degradativa (Ashby et al.,
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2006). Ademas, se ha postulado que este complejo podria, al afectar la movilidad mediada por
los motores del citoesqueleto, bloquear el transporte de determinadas moléculas, como pueden
ser las sefales responsables de generar un silenciamiento génico generalizado en la planta, a
células no infectadas (Ashby et al., 2006). Este efecto, junto con la regulacién de SEL del
plasmodesmo observado también en etapas tardias de la infeccion (Oparka et al., 1997),
podria bloquear el movimiento del virus a células infectadas y favorecer un transporte

direccional del virus hacia el tejido sano.

T™MV

Mi (bul )
- icrotbulos o Factores del huésped
Microfilamentos de actina .
B2 Proteinade unién a
‘ MP TMV microtibulos
. RdRp TMV Peptina metilesterasa
e calreticulina
. CP TMV
Proteina quinasa de
veess” RNATMV microtbulos

Figura 14. Posibles rutas intra-celulares seguidas por la MP del TMV en su camino a la periferia celular, segun los
datos actuales de interaccién de la misma con factores de la célula huésped (ver revisién en Waigmann et al., 2007).

10.2.2 Movimiento viral guiado por tubulos. El plasmodesmo celular permite solamente la

difusion entre células vecinas de pequefias moléculas. Sin embargo, los virus, a través de sus
proteinas de movimiento son capaces de modificarlo bioquimica y estructuralmente para
permitir el paso de los complejos ribonucleoproteicos virales, vVRNP, o de viriones completos.
En este ultimo caso, la proteina de movimiento es capaz de formar unas estructuras tubulares
que desestructuran el desmotubulo del plasmodesmo y permiten el paso de los viriones por su

interior. De esta forma, algunos virus de plantas mueven entre células su material genético
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encapsidado a través de unas estructuras conocidas como tubulos. Esta es una capacidad

intrinseca de algunas proteinas de la Superfamilia de las 30k.

El Virus del mosaico del chicharo (Cowpea mosaic virus, CPMV) fue el primero en el que
se describid la capacidad de formar tubulos (Scheer y Groenewegen, 1971). Aunque mas tarde
se demostré que tanto la MP (p48) como la CP estaban implicadas en el movimiento de este
virus, unicamente la primera se encontré formando parte estructural de los tubulos. Ademas, la
MP resultd ser necesaria y suficiente para la generacién de estas estructuras dado que
mutantes deficientes para la CP, incapaces de formar viriones, seguian generando tubulos
(Kasteel et al., 1993).

Esta caracteristica de la MP del CPMV se ha observado mas tarde en las MPs de otros
géneros pertenecientes a familias de virus de plantas diferentes como Bromoviridae,
Caulimoviridae, Sequiviridae, Bunyaviridae. En todos ellos, la MP sigue siendo el unico
requerimiento viral para la formacion de los tubulos. Asimismo, algunos miembros de la familia
Bromoviridae, como el Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), no
precisan la formacion del virion, aunque si de un complejo entre el RNA viral y la CP, para su
movimiento (Sanchez-Navarro y Bol., 2001; Sanchez-Navarro et al., 2006). La MP del TMV
también es capaz de inducir la formacion de tubulos, dado que se ha observado la formacion
de los mismos en protoplastos infectados con TMV aunque nunca en plasmodesmos de tejidos
infectados (Heinlein et al., 1998). En este punto cabe recordar que el TMV se mueve en forma
de complejo ribonucleoproteico sin requerir, como ocurre con los virus formadores de tubulos,
la presencia de la CP para moverse célula a célula (Knapp et al., 2001). Experimentos
recientes con virus quimera en los que el gen de la MP del AMV se ha reemplazado por los
correspondientes genes del PNRSV, BMV, CMV, TMV o CPMV han puesto de manifiesto que
todos los hibridos que portaban una extensién de 44 aminoacidos correspondiente al C
terminal de la MP del AMV eran funcionales y que esta regiéon es capaz de interaccionar
especificamente con particulas virales del AMV in vitro (Sanchez-Navarro et al., 2006). Es de
destacar que el reemplazamiento del gen de la CP por un gen mutante que codifica una CP
defectiva en la formacién del viridn no afecté el transporte célula a célula de las quimeras con
una MP funcional, demostrando claramente que las particulas virales no se requieren para el
movimiento célula a célula mediado por las MPs del AMV, PNRSV, BMV, CMV, TMV o CPMV.
La explicaciéon mas probable a estos resultados seria que los dos mecanismos descritos en la
Superfamilia de las 30k pudieran representar dos variantes del mismo sistema de transporte
viral en el que el C terminal de la MP podria haberse adaptado para reconocer su
“correspondiente” CP (Sanchez-Navarro et al., 2006). De este modo, es muy probable que esta
regla también rija el movimiento de todos los virus que se mueven guiados por tubulos (ver
revision de Ritzenthaler y Hoffmann, 2007).

En la ruta de trafico intracelular de las MPs formadoras de tubulos a los plasmodesmos

cabria esperar al menos dos posibilidades: (i) la MP podria difundir desde su lugar de sintesis
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primero a la membrana plasmatica y después a los plasmodesmos. Esta opcion esta
sustentada en la observacion de que el transporte de la MP del CPMV a los plasmodesmos no
se ve afectada por tratamientos con drogas que desestabilizan los microfilamentos de actina
(Latrunculina B), los microtubulos (Orizalina) y la ruta secretora (Brefeldina A) (Powels et al.,
2002). Sin embargo, el tratamiento con Brefeldina A si que inhibe la formacién de los tubulos lo
que sugiere que algun componente celular, transportado mediante esta ruta, es requerido para
generar estas estructuras tubulares (Huang et al., 2000) (Figura 15 inferior) y (ii) la MP, y tal
vez las particulas viricas, serian transportados a los plasmodesmos mediante su asociacion
con vesiculas secretoras guiadas por microtubulos y derivadas del aparato de Golgi (Figura 15
superior). Este mecanismo seria el propuesto para el GFLV, en el que el tratamiento con
latrunculina B y orizalina, aunque no inhibe la formacion de tdbulos, si que provoca su creacién
en sitios ectépicos, ademas, la inhibicion de la ruta de secrecién provoca una reduccion
drastica en el numero de tubulos asi como una redistribucién de la MP de los plasmodesmos al
citoplasma (Laporte et al., 2003). En ambos casos, el ensamblaje de las MPs al generar los
tubulos capturaria en su interior las particulas virales que serian liberadas en la célula

adyacente tras la desestructuracion de los tubulos (Figura 15).

Virus formadores de tubulos

Aparato de
Golgi

Pared celular

Microtubulos * Virion

Vesicula ® MP

Figura 15. Modelos de transporte intracelular y célula a célula de los virus formadores de tubulos. En la parte
superior de la figura se representa el modelo para el GFLV mientras que en la parte inferior se muestra el modelo para
el CPMV. Ambos modelos confluyen en el plasmodesmo celular mediante la formacion de estructuras tubulares de
MPs o tubulos (ver revisiéon en Ritzenthaler y Hofmann, 2007).
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10.2.3 Movimiento de virus con el bloque de tres genes (Triple Gene Block, TGB). El

movimiento de los virus pertenecientes a este grupo requiere de la presencia de las tres
proteinas del bloque de genes (TGBp1, TGBp2 y TGBp3). Como se ha comentado
anteriormente, la comparacion de la estructura primaria de estas tres proteinas nos permite
diferenciar dos grupos virales diferentes: la clase 1 o los de tipo Hordeivirus y la clase 2 o los
de tipo Potexvirus (Morozov y Solovyev, 2003). En ambos grupos, la proteina TGBp1, por
estructura primaria, deberia presentar una localizacion citoplasmatica mientras que las TGBp2
y TGBp3 contienen secuencias hidrofébicas requeridas para su asociacién a membranas (ver
apartado anterior). Cabe destacar que la CP sdlo es necesaria para el movimiento, tanto célula
a célula como sistémico, en los miembros del género Potexvirus, lo que indica que éstos
podrian ser transportados como viriones o como complejos ribonucleoproteicos en los que
participaria la CP. En cualquiera de los dos casos, esta situacion genera diferencias entre los
dos grupos de virus (Hordeivirus y Potexvirus) en cuanto a la composicion del elemento viral
movil (Morozov y Solovyev, 2003).

La TGBp1, de forma similar a las proteinas de la Superfamilia 30k, es capaz de unir
RNA/DNA simple cadena de forma cooperativa e inespecifica de secuencia y, tal y como se ha
mencionado anteriormente, presenta un dominio helicasa en su secuencia. La TGBp1, dadas
sus caracteristicas, seria la encargada de trasportar el genoma viral al plasmodesmo. Sin
embargo, existen determinadas diferencias funcionales, ademas de las estructurales, entre las
TGBp1 de los dos grupos. Las TGBp1 del tipo Potexvirus son capaces de interaccionar
auténomamente con el PD e incrementar su tamafio de exclusion molecular facilitando el
transito del genoma viral a las células contiguas mientras que las del tipo hordeivirus no
pueden modificar el SEL y necesitan de la TGBp2 y la TGBp3 para alcanzar los PD, siendo
estas dos proteinas de membrana las que poseen la capacidad de aumentar el diametro de
este microcanal celular (Figura 16) (Howard et al., 2004, Zamyatnin et al., 2004). Ademas, las
TGBp1 de los Potexvirus también pueden actuar como supresores del VIGS puesto que
impiden la propagacion de la sefial moévil del silenciamiento génico (Voinnet et al., 2000).

Tal y como se ha mencionado anteriormente la TGBp2 y la TGBp3 son proteinas
asociadas a membrana. La proteina TGBp3 es capaz de dirigir el trafico de la TGBp2 desde los
tubulos que forman la red cortical del RE a vesiculas mdviles que se dirigen y concentran en la
periferia celular (Figura 16). EI movimiento de dichas vesiculas es dependiente de la red de
microfilamentos de actina y se bloquea por el tratamiento con drogas que desestructuran la
misma. En este punto, es importante destacar que en plantas superiores las vesiculas del
aparato de Golgi son transportadas a través de los microfilamentos de actina (ver apartado 8.1).
Con estas premisas, seria posible que las proteinas del TGB utilizasen el aparato de Golgi y la
red del trans Golgi en su movimiento hacia el plasmodesmo. Sin embargo, estas vesiculas no
colocalizan con marcadores celulares de este organulo ni el tratamiento con Brefeldina A tiene
efectos sobre su localizacién o movimiento. De esta forma, es probable que el movimiento del

complejo del TGB hacia el plasmodesmo se dé a través de la proliferacion de estructuras
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vesiculares derivadas directamente del lado cortical del RE y que TGBp3 es capaz de inducir
(Zamyatnin et al., 2002; Gorshkova et al., 2003; Haupt et al., 2005).

TGB

Tipo Hordeivirus

Pared celular

Tipo Potexvirus
Actina

5\“ Miosina
o

Proteina de cubierta

Factores del huésped

....... @ Vesiculas de endocitosis
RNA viral Complejo VRNP tipo
TGBp1l ® @Y Potexvirus
o o
» TGBp2 _..@- Complejo VRNP tipo
P TGBp1 ’~~. Hordeivirus

Figura 16. Posibles rutas intracelulares seguidas por proteinas virales del bloque de tres genes (TGB) en su
camino a la periferia celular. Se trata de un sistema de varios componentes virales, para los que se han descrito
caracteristicas bioquimicas diferentes para las tres proteinas de movimiento asi como dos posibles mecanismos: el
tipo Potexvirus (abajo), con la implicacion de la proteina de cubierta y el tipo Hordeivirus (arriba), donde se veria
implicada la ruta endocitica celular (ver revisién en Morozov y Solovyev, 2003).

Ademas, ya en la membrana plasmatica, ambas proteinas se localizan también en
estructuras punteadas ricas en depodsitos de callosa que podrian corresponderse con los
plasmodesmos. En el caso del los Hordeivirus y en estadios tardios de la infeccion, la TGBp2
es capaz de conducir a la TGBp3 a vesiculas de endocitosis entrando las dos proteinas en una
ruta de reciclado hacia el interior celular (Figura 16) (Solovyev et al., 2000; Zamyatnin et al.,
2002; Haupt et al., 2005). En esta direccion, la TGBp3 contiene un motivo conservado YQDLN
en su dominio citoplasmatico del tipo YXXH (siendo X cualquier aminoacido y H un aminoacido
hidrofébico). Se ha descrito en virus animales que estos motivos favorecen la entrada en la
célula por endocitosis. Ademas, experimentos de mutagénesis revelan que la los residuos Yy L

presentes en estos motivos estan implicados en la localizaciéon subcelular de la proteina en el

68



Introduccién General

RE, en las vesiculas méviles y en los plasmodesmos (Solovyev et al., 2000; Zamyatnin et al.,
2002; Laporte et al., 2003; Haupt et al., 2005). Por ultimo, se ha demostrado la interaccion
entre TGBp2 y TGBp3 con el sistema del doble hibrido en levaduras (Cowan et al., 2002).

Resumiendo, en el modelo de transporte intra- e intercelular para este tipo de virus se
propone que TGBp1 interacciona con el RNA viral transportandolo como un complejo
rionucloeproteico (compuesto de RNA-TGBp1 para el tipo Hordeivirus y RNA-TGBp1-CP para
el tipo Potexvirus). Las proteinas TGBp2 y TGBp3 actuarian facilitando el transporte del vVRNP

en el interior celular y a través del plasmodesmao.

10.3 Transporte sistémico de virus de plantas.

Hoy en dia, en comparacion con el movimiento célula a célula, existe un menor
conocimiento de los mecanismos que subyacen al movimiento sistémico. EI movimiento
sistémico o a larga distancia de los virus de plantas comienza con la entrada del virus en el
tejido vascular, generalmente el floema, de la planta huésped. En este proceso podemos
diferenciar hasta cinco pasos secuenciales y diferentes (Figura 17): (i) la entrada del virus en el
parénquima vascular (Vascular parenchyma, VP) a través de las células de la vaina (Bundle
sheath, BS); (ii) la traslocacién a las células acompafiantes (Companion cell, CC) y los
elementos cribosos (Sieve element, SE) del VP; (iii) el transporte hacia otros érganos de la
planta a través de los SE; (iv) la descarga desde el complejo SE-CC al VP no infectado y (v) el
transporte desde el VP a través de las BS a las células del mesdfilo (Mesophyll cell, ME) de

otros drganos sistémicos de la planta.

En general, la ultraestructura de los plasmodesmos que interconectan las células de la
vaina y el parenquima floematico es similar a los que comunican las células del mesdfilo. De
acuerdo con esta observacion, se ha demostrado que los plasmodesmos existentes entre las
células de la vaina y las células del mesdfilo no suponen una barrera significativa para el
movimiento de los virus (Nelson y van Bel, 1998). Sin embargo, en la mayoria de los estudios
realizados en venas menores siempre hay un mayor porcentaje de células del parénquima
floematico infectadas con respecto a las células acompafiantes, sugiriendo que incluso en
plantas susceptibles la invasion de las células acompanantes es un paso limitante de la
infeccion sistémica (Nelson y van Bel, 1998; Moreno et al., 2004). Ademas, se sabe que los
factores del huésped que interaccionan con las proteinas virales y acidos nucleicos son
diferentes a aquellos que estan implicados en el movimiento célula a célula en el mesofilo. Por
tanto, los mecanismos de transporte del movimiento célula a célula y a larga distancia han de
ser significativamente distintos (Carrington et al., 1996; Nelson y van Bel., 1998).

Por otro lado, exceptuando los virus que se transportan por el xilema, todos los demas
deben entrar desde las células acompafnantes a los elementos cribosos del floema a través de
la ruta simplastica. Los plasmodesmos que conectan el complejo CC-SE presentan

caracteristicas morfolégicas diferentes, al estar especializados en el transporte de
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macromoléculas y presentar un SEL bastante alto. Por tanto, una vez han alcanzado las CC,
los virus potencialmente tienen acceso directo al floema (Kempers et al., 1993; Kempers y van
Bel, 1997). Los posibles mecanismos por los cuales el virus o la molécula de acido nucleico
entra en los SE son hasta ahora especulativos. Se ha descrito que tal vez el acido nucleico del
virus requiera la formacién de un complejo con las MP o la CP, el cual se moveria a través del
plasmodesmo del SE acompanado por factores del huésped. Una vez en el SE, este complejo
podria interaccionar con proteinas endégenas para estabilizarlo durante su transporte a larga
distancia (Gilbertson y Lucas, 1996). Asi pues, una vez el virus ha entrado en el floema éste es
transportado junto al flujo de fotoasimilados (Scheneider, 1965) desde el tejido fuente al tejido
sumidero por lo que el virus se mueve a una velocidad elevada comparable a la del transito de
estas macromoleculas. El transporte sistémico estaria influenciado, por tanto, por los mismos
patrones que regulan el flujo fotosintético, por lo que, la velocidad y direccion de este transporte
depende de la fuerza relativa fuente-sumidero, la proximidad de la fuente al sumidero y las
interconexiones del sistema vascular (Patrick, 1991). Sobre la forma en que el virus se trasloca
a través del floema apenas si existen datos aunque se asume que en la mayoria de los casos
el virus se transportaria en forma de virion. Sin embargo, se ha observado la posible
implicacion de diferentes proteinas floematicas que interaccionarian y facilitarian la traslocacion
tanto de virus de RNA (Requena et al., 2006) como viroides (Gomez y Pallas., 2001; Owens et
al., 2001; Gomez y Pallas., 2004; Gomez et al., 2005). Si estas proteinas participan de manera

generalizada en la traslocacion de estos virus es una cuestion todavia sin resolver.

De forma esquematica, los virus de plantas, al igual que los fotoasimilados, se dirigen
desde el tejido maduro (fuente) hacia el tejido joven (sumidero) mas cercano, que esta
creciendo activamente y que esta directamente conectado por el sistema vascular. Asi, los
factores y condiciones que modulan el desarrollo de una planta condicionan totalmente la forma
en la que el virus le invade y su distribucion final en la misma. Del mismo modo, las
condiciones ambientales bajo las cuales las plantas crecen antes de la inoculacion, en el
momento de la inoculacion y durante el desarrollo de la enfermedad pueden tener profundos
efectos en el curso de la infeccién. Ademas, la influencia de la disposicion filotactica de las
hojas respecto del sitio de entrada de los virus asi como el estado fenolégico de la planta en el
momento de la misma se ha demostrado tanto para virus DNA (Leisner et al., 1992) como para
virus RNA (Mas y Pallas, 1996).

En plantas con diferenciacion anatdomica del floema como en el caso de Cucurbitaceas y
Solanaceas, se ha puesto de manifiesto que los virus se mueven hacia la raiz a través del
floema externo de tallo, pero utilizan el floema interno para su movimiento hacia la parte aérea
apical (Gosalvez-Bernal et al., enviado). En cualquier caso, determinados érganos de la planta,
como el meristemo o los brotes apicales, permanecen libres de virus durante la infeccién
(Gosalvez-Bernal et al., 2006).
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Disponemos de escasa informacién sobre la descarga de solutos desde el floema a los
tejidos sumideros, aunque, en general, la descarga simplastica parece ser la mas comun
(Fisher y Oparka, 1996). Estudios realizados en plantas de N. benthamiana infectadas con el
PVX han demostrado que la descarga del virus es simplastica y ocurre a través de las venas
mayores (Roberts et al., 1997). La infeccién de las venas menores sélo ocurre mediante el
transporte célula a célula a través del mesdfilo, debido probablemente a que estas venas
menores en las hojas jovenes se mantienen en un estado de desarrollo inmaduro y los SE
estan todavia indiferenciados o tal vez porque no existe continuidad simplastica en la unién
entre las venas mayores y menores (Roberts et al., 1997).

Asimismo, los plasmodesmos disminuyen en numero durante la transicion sumidero-
fuente de la hoja, ademas de sufrir cambios estructurales, pasando de simples a ramificados.
Los plasmodesmos ramificados que aparecen en las hojas fuente son los que constituyen un
centro de control que determina qué tipo de moléculas pueden entrar al floema (Oparka y
Turgeon, 1999), mientras que los plasmodesmos simples permitirian una rapida entrada de
macromoléculas a la hoja en crecimiento (sumidero).

La implicacién de la proteina de cubierta en el transporte sistémico se ha puesto de
manifiesto para virus pertenecientes a los géneros Tobamovirus, Diantovirus, Tombusvirus,
Geminivirus, Alfamovirus, Cucumovirus, Bromovirus, Luteovirus, Potexvirus y Potyvirus. Esta
observacion sugiere que para la mayoria de virus de plantas la CP puede actuar mediando el
paso del virus al sistema vascular y que la formacion del virién podria estar implicada en dicho
proceso. Los Umbravirus constituyen una interesante excepcion dado que no poseen CP y que
se mueven sistémicamente en forma de complejo ribonucleoproteico.

Por otra parte, en algunos virus, la eliminaciéon de la CP e incluso la disrupcién de la
capacidad de encapsidacién, no eliminan la infeccion sistémica en determinados huéspedes.
Por tanto, la encapsidacion viral y la infeccidon sistémica, no siempre van unidas. La CP
desempefia un papel importante en la determinacion de la especificidad de huésped, aunque el

mecanismo por el cual ésta potencia el transporte sistémico es todavia desconocido.

En algunos virus, mas alla de su papel en el movimiento local, las MPs pueden
desempefiar un papel importante en el movimiento sistémico. Son ejemplos de proteinas de
movimiento implicadas en ambos transportes la TGBp1 de Hordevirus y Potexvirus, o la MP del
CMV. Al margen de las CPs y MPs, pueden estar implicados en el movimiento a larga distancia
otros factores virales. Por ejemplo, la proteina 2b de CMV vy la p19 del Virus del enanismo
ramificado del tomate (Tomato bushy stunt virus, TBSV) modulan el transporte viral,
presumiblemente, por actuar sobre el mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS) (Moissiard y Voinnet, 2004). Asi mismo, la replicasa de 126 KDa del TMV, la
proteinasa HcPro o la proteina asociada (VPg) del Virus del grabado del tabaco (Tobacco etch

virus, TEV), también estan implicadas en el transporte sistémico.
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Por ultimo, determinados factores celulares pueden estar implicados en el movimiento de
los virus, bien por actuar directamente regulando el transporte viral per se bien por actuar

indirectamente a través del silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) (Voinnet, 2001;
Moissiard y Voinnet, 2004).
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Figura 17. Rutas celulares del movimiento sistémico de los virus de plantas. (1,2) Se representa una infeccién
viral iniciada en las células del mesofilo de la hoja, desde donde el virus se mueve célula a célula hasta alcanzar el
tejido vascular en el que entra a través de las venas mayores y menores (I-V). (3) Para entrar en el floema el virus debe
atravesar las células del mesofilo (ME), las de la vaina (BS), el parenquima floematico (VP), las células acompafiantes
(CC) y llega a los elementos cribosos (SE). (4) Una vez en los tubos cribosos (SE) el virus saldra de la hoja inoculada
usando el floema adaxial y abaxial de las venas de la hoja, el cual conecta con el floema interno y externo del tallo,
respectivamente. (5) El floema interno media el movimiento rapido hacia arriba del virus, el floema externo el
movimiento lento hacia abajo. (6) Las hojas pasan de ser sumidero a fuente durante su maduracién, marcando una
barrera para la inavasién viral. (7,8) Para la completa infeccion sistemica los virus se descargan desde el floema de
hojas sumidero, lo que suele ocurrir desde las venas mayores. (9) El meristemo apical se mantiene aislado no
permitiendo el transporte de los virus, asi como el de otras macromoléculas. Adaptado de Waigmann et al., 2004.
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Justificacion y Objetivos

Los virus de plantas constituyen una seria amenaza para numerosos cultivos y suponen, por
tanto, un importante problema econdémico para la agricultura. Aunque se ha avanzado mucho
en el conocimiento de la estructura y los mecanismos de expresion de estos agentes
infecciosos, se conoce menos sobre los procesos que operan en la invasién a los
correspondientes huéspedes. En este contexto, se sabe que la resistencia de la planta a un
virus puede deberse a la inhibicion de la replicacién viral, al bloqueo de su movimiento o al
desarrollo de una respuesta hipersensible de la planta ante el patégeno. Asimismo, recientes
investigaciones han puesto de manifiesto que el bloqueo del movimiento es la principal causa
de resistencia a enfermedades virales. Por tanto, el éxito de una infeccion viral puede verse
condicionado en muchos casos por la capacidad del virus de moverse desde su sitio de
entrada en la planta. Consecuentemente, la comunidad cientifica estd dedicando un gran
esfuerzo en los Ultimos afios en conocer las rutas celulares de invasion y movimiento de los
virus de plantas y, en su aplicacion mas directa, en el desarrollo de estrategias de control de
las mismas para posteriormente controlar las infecciones virales.

Los viriones del género Carmovirus tienen forma icosahédrica y estan formados por
unidades repetidas de la proteina de cubierta (CP) y un acido nucleico, de entre 3879 a 4450
nucledtidos, de RNA simple cadena y polaridad positiva. Los Carmovirus codifican en su
genoma hasta cinco pautas de lectura abierta (ORFs). En la region central del genoma se
hallan los genes que codifican dos pequefas proteinas de movimiento (MP). Observaciones
recientes han demostrado que ambas proteinas son necesarias y suficientes para que se dé el
movimiento intra- e intercelular de los Carmovirus. Se trata, por tanto, de un sistema idéneo
para el estudio de las relaciones estructura-funcion en virus de plantas. En el presente trabajo
se ha abordado el estudio funcional y de movimiento del virus de las manchas necroticas del
melon (MNSV) como representante del genero Carmovirus. EI MNSV fue descrito por primera
vez en 1966 sobre plantas de meldn cultivadas en invernadero (Kishi, 1966) y posteriormente
en especies de cucurbitaceas en todo el mundo. La infeccién por MNSV da lugar a importantes
pérdidas econdmicas debido a que las cucurbitdceas son uno de los principales cultivos
horticolas mundiales.

Aunque el mecanismo de expresién de los Carmovirus en general y del MNSV en particular
se conoce desde hace tiempo, las rutas y/o requerimientos para su movimiento intra e
intercelular han sido escasamente estudiados. En el presente trabajo se propuso como objetivo
global avanzar en el conocimiento de los mecanismos y modo de accion del MNSV en su

invasion intra e intercelular. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos concretos:

Obtencion de un clon infeccioso del MNSV (pMNSV-AI).
Analisis funcional de las proteinas codificadas en el genoma del MNSV.

3. Estudio de las propiedades de union a RNA e insercibn a membrana de las
proteinas implicadas en el movimiento del MNSV, p7Ay p7B.

4, Estudio del patrén de localizacién subcelular de p7A 'y p7B.

Aproximacion a un modelo de movimiento intra- e intercelular de Carmovirus.
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ABSTRACT

The Melon necrotic spot virus (MNSV) genome-encoded proteins (p29, p89, p7A,
p7B and p42) function has been studied. Protein expression mutants from an infectious
full-length cDNA clone of a Spanish MNSV-AI isolate and a recombinant GFP-expressing
virus were used in infection bioassays on melon plants. Results revealed that p29 and
p89 are both essential for viral replication whereas small proteins, p7A and p7B, are
sufficient to support viral movement between adjacent cells operating in trans. We also
demonstrated that, in addition to its structural role as coat protein, p42 is an important
factor controlling symptoms and that it is required for systemic transport. Moreover,
both p42 and p7B, among all the MNSV encoded proteins, were able to delay RNA
silencing in transient expression assays on GFP-transgenic Nicotiana benthamiana
plants. Finally, the presence of p42 also produced an enhancing effect on local spread
similar to that of potyviral helper component proteinase (HC-Pro) most likely due to its

RNA silencing suppression ability.
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INTRODUCTION

Melon necrotic spot virus (MNSV) is a small (~30 nm) isometric plant virus that has been
classified into the genus Carmovirus within the family Tombusviridae (Hibi & Furuki, 1985;
Riviere & Rochon, 1990). MNSV has a narrow range of host plants almost restricted to the
species in family Cucurbitaceae. Characteristic symptoms of diseased plants include necrotic
spots on leaves and stem necrosis. MNSV is naturally transmitted in soil by the zoospores of
the chytrid fungus Olpidium bornovanus (Lange & Insunza, 1977; Campbell & Sim, 1994) when
it attaches itself to the spore outer covering (Furuki, 1981). Once the virus invades the plant, it
can be mechanically propagated during pruning or harvesting. Alternatively this virus may be
seed propagated, although, in this case, efficient transmission requires the assistance of the

fungal vector (Campbell et al., 1996).

The MNSV genome consists of a single-stranded, positive-sense RNA of approximately
4.3 kb (Riviere & Rochon, 1990) and is thought not to be 5’-capped (Rochon & Tremaine, 1989;
Hearne et al., 1990; Huang et al., 2000). Several MNSV isolates have been cloned and
sequenced (MNSV-Dutch, accession number NC_001504, Riviere & Rochon, 1990; MNSV-NH
and NK, accession numbers AB044291 and AB044292, Ohshima et al., 2000; MNSV-YS and
KS, accession numbers AB189944 and AB189943, Kubo et al., 2005) and infectious transcripts
have been obtained (MNSV-Ma5, accession number AY122286, Diaz et al., 2003; and MNSV-
264, accession number AY330700, Diaz et al., 2004). Molecular analysis of the MNSV genomic
sequence revealed the presence of at least five open reading frames (ORFs) flanked by a short
5-untranslated region (UTR) and a non-polyadenylated 3 -UTR. Interestingly, an avirulence
determinant has been characterized in the 3’-UTR of isolate MNSV-264 allowing the infection of
non-cucurbit species, in addition to overcoming the resistance conferred by the recessive gen
nsv in melon (Diaz et al., 2004; Morales et al., 2005). The & proximal ORF has the potential to
encode a protein of 29 kDa (p29) terminating with an amber codon whose read-through would
result in a larger gene product of 89 kDa (p89). Two small centrally located ORFs encode two
consecutive proteins of 7 kDa (p7A and p7B). Interestingly, if read-through of the amber codon
located at the end of p7A occurs, both proteins would be joined in-frame resulting in a fusion
protein of 14 kDa. Finally, the 3" proximal ORF codes for a coat protein of 42 kDa (p42) which is
related with those from the genus Tombusvirus (Riviere et al., 1989; Riviere & Rochon, 1990;
Canizares et al., 2001). p29 and his read-through protein p89 are expressed from the genomic-
length RNA (gRNA), whereas the small p7A and p7B (or p14) proteins and the coat protein are
translated from 1.9 and 1.6 Kb subgenomic RNAs (sgRNAs), respectively (Riviere & Rochon,
1990).

Each MNSV ORF function can be deduced from amino acid sequence comparisons with
homolog proteins of other well-studied members of the same genus or family. Thus, p29 and

p89 are most likely viral components of the replicase-transcriptase complex (Hacker et al.,
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1992; White et al., 1995; Panaviene et al., 2003; Panavas et al., 2005). The two central ORFs,
p7A and p7B could be involved in the cell-to-cell movement (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998;
Marcos et al., 1999; Cohen et al., 2000) and homologs of p42, independently of their structural
function as coat protein, have been involved in systemic movement (Cohen et al., 2000),
suppression of post-transcriptional gene silencing (PTGS) (Qu et al., 2003; Thomas et al., 2003;
Ryabov et al., 2004; Meng et al.,, 2006) and attachment to the surface of fungus vector
zoospores in natural transmission (McLean et al., 1994; Robbins et al., 1997; Kakani et al.,
2001). However, the association between sequence information and biological function of viral
proteins has not been demonstrated in the case of MNSV. Therefore, this study reports the
synthesis of infectious transcripts corresponding to the MNSV genome of an Spanish isolate
(MNSV-AI, Gosalvez et al., 2003) and the subsequent mutational analysis by reverse genetics
to explore proposed functions of each potential genome-encoded protein during viral infections
of melon plants, the natural MNSV host. Furthermore, recombinant virus delivering the green
fluorescent protein (GFP) marker was used to monitor viral factors affecting the spread of
infection. Additionally, the putative role of each gene product in suppression of PTGS was
studied.

MATERIALS AND METHODS

Virus isolation and construction of a full-length cDNA clone of MNSV-AlI gRNA
Nucleotide sequences of the 5’and 3’ termini of MNSV-Al gRNA were obtained by 3'-

RACE of the corresponding dsRNA, which was isolated from leaves of Cucumis melo L. subsp.
melo cv. Galia plants infected with MNSV-AI isolate (Gosalvez et al., 2003) as previously
described (Astruc et al., 1996; Covelli et al., 2004) and purified after electrophoretic separation
on polyacrylamide gels. Briefly, the dsRNAs were denatured, polyadenylated and reverse
transcribed with a primer containing a 3'-dT,s tail with the last base degenerated. These
modified RNAs were PCR amplified using oligo(dT) primer combined with others derived from
internal regions of the isolate MNSV-Dutch. Five clones from each terminus were sequenced
and used to design MNSV-AI specific primers corresponding to 5 and 3° UTR ends. T7
promoter sequence was included in the 5’-UTR specific primer. Full-length cDNA construction
was performed by RT-PCR amplification of three overlapping regions covering the entire gRNA
of MNSV-AI, using primers corresponding to both MNSV-AI termini combined with others based
on the MNSV-Dutch sequence. The three fragments were assembled using single
endonuclease restriction sites located at the MNSV-AI sequence and ligated in the pUC18
vector (MBI Fermentas, Germany) by standard sub-cloning strategies giving rise to the
pMNSV(AI) clone. Therefore, any MNSV-Dutch specific sequences predetermined by the used
primers were removed. All reverse transcriptase and amplification reactions were carried out

using the RevertAid H Minus Moloney murine leukaemia virus (M-MuLV) Reverse Transcriptase
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(MBI Fermentas, Germany) and Vent DNA polymerase (New England Biolabs Inc., MA, USA),
respectively, following manufacturer’s instructions. PCR amplification conditions included an
initial denaturation at 95 °C for 5 min followed by 30 cycles of denaturation at 95 °C for 40 s,

annealing at 60 °C for 40 s and extension at 72 °C for 2 min.

Construction of a recombinant GFP-MNSV(AI) clone

The p42 ORF from the full-length clone pMNSV(AI) was replaced by the GFP ORF to
generate the recombinant pMNSV/(AI)-Acp-GFP clone. Nucleotides located between positions
2845 and 4000 corresponding to the almost complete p42 gene, were remove by reverse PCR
strategies using primers VP598 and VP599 (Table A) leading to the pMNSV-AI-Acp clone. GFP
ORF was PCR-amplified using the pEGFP-C3 vector as a template (Clontech Laboratories,
Palo Alto, CA) and primer pair VP543 (5° GCGGCCGCGGTCGCCACCATGGTGAG 3/,
underlined endonuclease restriction site Notl) and VP551 (5
CACAGGGCCCCTACTTGTACAGCTCGTCCA 3°, underlined endonuclease restriction site
Apal). Subsequently, the GFP cDNA was ligated to pMNSV-AI-Acp by the previously introduced
Notl and Apal restriction sites and T4 DNA ligase (Promega), resulting in the translational fusion
of the first nine amino acids of the p42 to the GFP ORF.

Table A. List of primers used for site-directed mutagenesis of pMNSV(AI) and pMNSV(AI)-Acp-GFP

Mutant Prirr_1er Position Sequence?
pair
89(FS) VP59 886-924 5" GGTCAACTAGGGGTGACTAGTAGGAGCTCGCTGGGTTC 37
VP595 924-886 5" GAACCCAGCGAGCTCCTACTAGTCACCCCTAGTTGACC 3

7TA(FS) VP662 2467-2499 5" CAAACTAATCCTCGAGAGAAGAAGTAAAGAACG 3'(Xhol)
VP663 2499-2467 5 CGTTCTTTACTTCTTCTCTCGAGGATTAGTTTG 3’
7B(FS) VP596 2628-2669 5 CTTTAACTTTTAGTGGATCCGCTTGTTGCCGTTGCGACTCC 3” (BamH]I)
VP597 2669-2628 5'GGAGTCGCAACGGCAACAAGCGGATCCACTAAAAGTTAAAG 3’
42(FS) VP592 592-639 5" CAAATGGCGATGGTTAGACGGATATCATAATTTACCCACAGTGAAGC 3°
VP593 639-592 5" GCTTCACTGTGGGTAAATTATGATATCCGTCTAACCATCGCCATTTG 3’
29(+) VP646 876-916 5" GCTTTCAAGTTGGTCAACTACGGGTGCCTAGAGGAGCTCGC 37
VP647 916-876 5" GCGAGCTCCTCTAGGCACCCGTAGTTGACCAACTTGAAAGC 3’
5
5

14(+)  VP598 2616-2663 "GGTGACTATTAACTTTAACTTTGCATGTATGGCTTGTTGCCGTTGCG 3°
VP599 2663-2616 " CGCAACGGCAACAAGCCATACATGCAAAGTTAAAGTTAATAGTCACC 3’

The nucleotide positions within pMNSV/(AI) are indicated.

* The boldface identifies the location of the nucleotide changes and underlined sequences are restriction sites
introduced to facilitate the screening of mutants.

Protein deficient expression constructs

MNSV-AI protein deficient expression constructs used in this study are represented in
Figure 1. Mutants were obtained from both the full-length pMNSV-Al and recombinant
pMNSV(Al)-Acp-GFP clones by oligonucleotide-directed mutagenesis using the QuiKChangeR

XL-Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) according to the manufacturer
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protocol and primer pairs listed in Table A. The plasmids series pMNSV(AI)-89(FS) and
pMNSV(Al)-Acp-GFP-89(FS), pMNSV/(AI)-7A(FS) and pMNSV/(Al)-Acp-GFP-7A(FS),
pMNSV(A)-7B(FS) and pMNSV(Al)-Acp-GFP-7B(FS), in addition to pMNSV/(AI)-42(FS) were
obtained by introducing a frame-shift mutation in p89, p7A, p7B and p42 ORFs, respectively. A
mutant virus allowing for the p89 read-through product expression but not the p29 protein, was
generated by introducing an amber stop codon into a tyrosine codon mutation at the end of p29
ORF in the pMNSV(AI)-29(-) and pMNSV(AI)-Acp-GFP-29(-) plasmids. Fusing p7A and p7B
ORFs yielded the p14 expression by changing an amber stop codon into an alanine codon
mutation at the end of p7A in the pMNSV/(AI)-14(+) and pMNSV(Al)-Acp-GFP-14(+) plasmids.

(a) p89 p14

p29 p7A p7B p42
PMNSV(AI)

PMNSV(AI)-p29(-)
PMNSV(Al)-ps9(Fs) == S S SN SN EEEEEEEEE
pnsvuo7a(es) — I . . — e —
pnsv(ao76(rs) =, « « I —
psvap14c) e —
pMNSV(Al)—p42(FS)—IIIllllllllllll_

|

(b)
PMNSV(AI)-Acp+GFP

PMNSV(Al)-Acp+GFP-p29(-)

PMNSV(AI)-Acp+GFP-p89(FS) == s s S SN N SN NN EEEEE

PMNSV(Al)-Acp+GFP-p7A(FS)

|

PMNSV(Al)-Acp+GFP-p7B(FS)

||
|

PMNSV(AI)-Acp+GFP-p14(+)

Figure 1. Schematic representation of (a) pMNSV(AI) and (b) pMNSV/(AI)-Acp-GFP constructs and the corresponding
protein deficient expression mutants. Names of putatively encoded proteins are shown at the bottom. GFP ORF is
indicated in white letters. Non-modified coding regions are shown as open boxes, while frame-shift mutations are
represented by discontinuous lines within diagrams or (FS) in construct name (left). Symbols (+) and (-) represent
presence/absence of the protein indicated in the construct name, respectively.

In vitro transcription and inoculation of plants.

Plasmids were linearized by restriction with endonuclease Pstl. Non-viral nucleotides
located at the 3’-end were removed by T4 DNA polymerase treatment and in vitro transcripts
were synthesized by T7 RNA polymerase (Roche Diagnostics, Germany) standard reactions.
Melon plants of 6-10-day-old were mechanically inoculated by rubbing fully expanded
cotyledons with the uncapped transcription products (approximately 5 ng RNA per cotyledon) in
the presence of inoculation buffer (potassium phosphate buffer 0.03M, pH 8) and carborundum.
Inoculated plants were kept in growth chambers with a 16 h day length, a daytime temperature
of 25 °C, and a night time temperature of 22 °C. Total RNA from cotyledons were analyzed by

Northern-blot and GFP expression was visualized with a TCS SL confocal laser scanning
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microscope (Leica, using filter BP/450-490 LP515) with excitation at 488 nm and emission at
500-535 nm.

Total RNA extraction, Northern-blot and Tissue-blotting assay

Total nucleic acids extraction from either inoculated melon plant cotyledons or agro-
infiltrated Nicotiana benthamiana leaves, was performed as previously described (Navarro et
al., 2004). RNAs were electrophoresed through formaldehyde-denatured gel and transferred to
positively charged nylon membranes (Roche Mannheim, Germany). Alternatively symptomatic
cotyledons were crushed in the nylon membranes (Roche Mannheim, Germany) for Tissue-
blotting assay as described (Mas & Pallas, 1995). Northern- and Tissue-blot membranes were
air-dried and nucleic acids were bound using a UV cross-linker (700 x 100 pJ cm™). Viral RNAs
detection was carried out as previously described (Pallas et al., 1998) using a dig-riboprobe
(Roche Mannheim, Germany) complementary to a region of MNSV-AIl p42 ORF (Gosalvez et
al., 2003) or to the complete GFP gene. Hybridization signals were quantified by densitometry

analysis of film using 1-D manager ver.2.0 software.

Binary constructs and Agrobacterium tumefaciens-mediated transient expression assays

cDNAs corresponding to all putative MNSV-Al ORFs (p29, p89, p7A, p7B, p14 and p42)
the modified p42 ORF containing the aforementioned frame-shift mutation for pMNSV(AI)-
42(FS), the complete MNSV-Al genome and the helper component proteinase ORF (HC-Pro)
from Tobacco etch potyvirus (TEV) were cloned between the cauliflower mosaic virus (CaMV)
35S promoter and the terminator sequence of the Solanum tuberosum proteinase inhibitor Il
gene (PoPit) in the binary vector pMOG800 (Knoester et al., 1998). These clones were named
pMOG29, pMOG89, pMOG7A, pMOG7B, pMOG14, pMOG42, pMOG42(FS), pMOG-MNSV(AI)
and pMOG(HC-Pro) indicating the cloned sequences.

The previously described binary constructs, pMOG(GFP) carrying GFP (Clontech)
expression cassette, (Herranz et al., 2005) and the pMOGB800 plasmid, were transformed to
Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 by electroporation. Identification of viral silencing
suppressors was performed by transient expression assay on GFP transgenic N. benthamiana
(line 16¢ provided by D. C. Baulcombe; Ruiz et al., 1998) as previously described (Voinnet et
al., 2000; Qu et al., 2003). Three leaves per plant (4 plants/construct) were infiltrated into the
abaxial side of leaves with a bacterial suspension consisting of an A. tumefaciens strain
carrying the construct pMOG(GFP) either alone or in combination (1:1 mixture) with each strain

containing plasmids described before.

In the case of the trans-complementation of pMNSV(Al)-Acp-GFP mutants, fully
expanded cotyledons of one week-old melon plants were agroinfiltrated following the same
procedure described above for N. benthamiana. Plants were inoculated 4-5 days later with
modified pMNSV(Al)-Acp-GFP transcripts.
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RESULTS

Infectivity of MNSV-Al gRNAs produced in vitro.

The complete nucleotide sequence of isolate MNSV-AlI (DQ339157) revealed high
nucleotide and amino acid identity with previously described MNSV strains (MNSV-Dutch,
Riviere & Rochon, 1990; MNSV-NH and NK, Ohshima et al., 2000; Ma5, Diaz et al., 2003;
MNSV-264, Diaz et al., 2004; MNSV-YS and KS, Kubo et al., 2005). A full-length cDNA clone of
MNSV gRNA including a T7 RNA promoter at the 5’-end (pMNSV-Al) was constructed to enable
MNSV-AI gRNAs synthesis, without foreign sequences at the 3’-end. These viral transcripts
produced a local and, occasionally, systemic infection in susceptible melon plants,
independently of the presence of a cap analogue at the 5-terminus, as occurred with
biologically active clones of isolates MNSV-Ma5 and MNSV-264 (Diaz et al., 2003 and 2004).
Symptoms produced by inoculation of in vitro MNSV-AI transcripts and the systemic spread rate
were identical to those observed when viral RNA isolated from virions or purified virions were
inoculated (data not shown). Local chlorotic spots became necrotic lesions in the cotyledons at
approximately 5-6 days post-inoculation. When systemic infection was developed new young

leaves emerged almost completely filled with chlorotic spots.

p42 is a pathogenicity determinant necessary for systemic infection.

Frame-shift or non-stop codon mutations of the five viral ORFs were introduced into
pMNSV-AIl infectious clone. Run-off transcripts produced from these mutants and from the
original pMNSV-AI clone (wild-type) were inoculated onto melon plant cotyledons. Neither local
nor systemic symptoms were observed, even at 10 dpi, in melon plants inoculated with
MNSV/(AI)-29(-), MNSV(AI)-89(FS), MNSV(Al)-7A(FS) and MNSV(AI)-7B(FS) RNAs which had
impaired the expression of p29, p89, p7A and p7B, respectively. Similar results, were obtained
with RNAs from pMNSV(AI)-14(+) which lacked individual p7A and p7B but expressed both
proteins fused as p14 (data not shown). However, MNSV(AI)-42(FS) RNAs, containing a frame-
shift mutation within p42, induced the appearance of local symptoms on inoculated cotyledons
but never in emerging leaves, unlike the situation observed for wild-type transcripts. Local
symptoms included chlorotic spots unlike the more severe necrotic lesions generated by
infection with wild-type RNAs (Figure 2a). Thus, the viral RNAs distribution in both types of local
symptoms was analyzed by tissue-blotting assay. Hybridization signals of at least 5 different
experiments consistently revealed that in the absence of p42 infection foci size was smaller
than those observed in wild-type infections (Figure 2a and below). No hybridization signal was
detected when mock inoculated plant cotyledons were also assayed (data not shown). These
data suggest that p42 is an important factor controlling symptoms which is required for systemic

transport and that also enhances cell-to-cell movement.

Replication of mutants was analyzed by Northern-blot of equivalent amounts of total
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RNAs purified from all inoculated cotyledons. MNSV RNAs were detected only when MNSV(AI)-
42(FS) RNA was inoculated (Figure 2b, lane 8). No significant effect was observed with this
mutation on either the accumulation level of viral RNAs or the synthesis of both sgRNAs when
compared to those observed for the wild-type RNA or even for viral particles, indicating that the
replication/accumulation is not affected detectably by the absence of p42 (Figure 2b, compare
lane 8 with lanes 1 and 2). To study p42 function further a deletion mutant was constructed
(PMNSV-AIl-Acp) and tested for its replication ability. Inoculation of these truncated RNAs
resulted in an asymptomatic infection where one gRNA and two sgRNAs of approximately 1.2
kb smaller than the corresponding wild-type RNAs were detected by Northern-blot hybridization
(Figure 2b, lane 9). Furthermore, the accumulation levels of these MNSV-Al-Acp RNAs were
comparable to what is found in wild-type infections. These results strongly suggest that

symptoms depend on the presence of the p42 nucleotide coding region and the protein itself.
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Figure 2. (a) Photographs of melon cotyledons showing local lesions produced by inoculation of transcripts of either
pMNSV/(AI) (left) or pMNSV(AI)-42(FS) (right). Corresponding Tissue-blotting is also shown beside both images. Assays
were performed by using a p42 MNSV-specific riboprobe. (b) Detection by Northern-blot analysis of MNSV RNAs in
melon plant cotyledons inoculated with purified virions (Lane 1) and in vitro transcripts of pMNSV(AI), pMNSV/(Al)-29(-),
PMNSV/(AI)-89(FS), pMNSV(AI)-7A(FS), pMNSV(AI)-7B(FS), pMNSV(AI)-14(+), pMNSV(AI)-42(FS) and pMNSV-Al-Acp
(Lanes 2-9, respectively). Total RNA extracts obtained from mock-inoculated plants were used as healthy controls (lane
10). MNSV genomic and subgenomic RNAs positions are indicated on the left. Relative sample loading is inferred from
ethidium bromide staining of plant ribosomal RNA (bottom panel).
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p29 and p89 are essential in MNSV replication whereas cell-to-cell movement is
controlled by the small p7A and p7B proteins.

A GFP-based approach commonly used to monitor virus infections (Baulcombe et al.,
1995) was developed to differentiate between replication and cell-to-cell movement deficient
mutants. Thus, a GFP-MNSV recombinant (pbMNSV(AIl)-Acp-GFP) obtained by replacing the p42
ORF from the full-length clone pMNSV/(AI) by the GFP ORF was constructed. GFP gene was
fused in-frame with the first nine amino acids of the p42 ORF without affecting the p7B
overlapping amino acids (Figure 1b). Transcripts derived from this chimeric construct
(MNSV/(AI)-Acp-GFP RNAs) were mechanically inoculated onto melon cv galia cotyledons and
GFP expression was monitored by confocal microscopy as green fluorescence. Three days
post-inoculation, fluorescent infection foci were observed in inoculated cotyledons indicating
that chimeric RNAs were able not only to replicate, since that GFP expression is only possible if
the corresponding sgRNA 2 is synthesized, but also to move from cell-to-cell (Figure 3a).
Systemic spread of the fluorescence was not detected and no symptoms were observed
consistent with the results obtained before with MNSV(Al)-Acp RNAs.

PMNSV/(Al)-Acp-GFP PMNSV/(AI)-Acp-GFP-7A(FS) pMNSV(AI)-Acp-GFP-7B(FS) pMNSV(AI)-Acp-GFP-14(+)

(b)

(c)

200.00 pm

pMOG7A

Figure 3. (a) Confocal imaging of infectious foci produced by inoculation of in vitro transcripts of pMNSV/(AIl)-Acp-GFP
onto melon plant cotyledons. (b) Transcripts from pMNSV(AI)-Acp-GFP-7A(FS), pMNSV(Al)-Acp-GFP-7B(FS) and
pMNSV/(Al)-Acp-GFP-14(+) were inoculated onto melon plant cotyledons producing individual fluorescence cells (panels
1, 2 and 3 respectively). (c) Images from complementation assays of MNSV movement mutants by transient expression.
Complementation of MNSV(Al)-Acp-GFP-7A(FS) or pMNSV/(AI)-Acp-GFP-7B(FS) RNAs by transient expression of p7A
or p7B resulted in fluorescent cell groups (panels 4 and 5, respectively). Complementation assay of MNSV(Al)-Acp-
GFP-14(+) RNA with p7A (panel 6) did not restore virus cell-to-cell movement capacity. All photographs were taken at 6
days post-inoculation.

We then made a set of pMNSV/(AI)-Acp-GFP mutants, similar to those generated in
pMNSV(AI) (Figure 1b) to discriminate between mutants that can not replicate from those that
have their cell-to-cell movement impaired. Therefore, the modified MNSV/(AI)-Acp-GFP RNAs
were inoculated onto melon cotyledons and at 3, 6, and 8 days post-inoculation, a total of 100

cotyledons per construct were monitored for green fluorescence expression . RNAs from
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pMNSV(Al)-Acp-GFP-89(FS) and pMNSV(Al)-Acp-GFP-29(-), which were defective in the
putative replicases p29 and p89 proteins, respectively, were unable to induce fluorescence
(data not shown). Those from pMNSV/(AI)-Acp-GFP-7A(FS) and pMNSV(AI)-Acp-GFP-7B(FS),
which were defective in putative cell-to-cell movement proteins p7A and p7B, respectively, led
to GFP expression in individual cells (approximately 10 single cells/cotyledon) (Figure 3b,
panels 1 and 2, respectively) until 8 dpi. Afterwards, the green fluorescence disappeared.
Transcripts from pMNSV/(AI)-Acp-GFP-14(+) provided similar results, indicating that viral RNA
may not reach adjacent cells using the p14 fusion protein alone (Figure 3b, panel 3). These
data strongly suggest that p29 and p89 are essential for virus RNA replication while p7A and
p7B are involved in cell-to-cell movement but most likely does not function as a p14 fusion

protein.

Different complementation assays were performed to gain insight into the mechanism of
cell-to-cell movement involving both p7A and p7B. Unlike the results reported for Turnip crinkle
virus (TCV) in Arabidopsis thaliana (Li et al., 1998; Cohen et al., 2000), movement was not
restored when RNAs from pMNSV/(AI)-Acp-GFP-7A(FS) and pMNSV(AI)-Acp-GFP-7B(FS) were
inoculated together. Transgenic melon plants over-expressing MNSV proteins remain
unavailable and experimental plants like A. thaliana or N. benthamiana are not MNSV host
plants (except for isolate; MNSV-264; Diaz et al.,, 2003). Thus, we developed a different
complementation approach using individual inoculation onto melon cotyledons of either
MNSV(AI)-Acp-GFP-7A(FS) or MNSV(AI)-Acp-GFP-7B(FS) RNAs and providing each of the
functional protein by transient expression using A. tumefaciens infiltration. Transient expression
in melon plant cotyledons was previously assessed by agroinfiltration of binary vectors carrying
GFP or p42 ORFs. Major expression of either GFP or p42, assessed as green fluorescence
appearance or by Western-blot analysis, respectively, was observed at 5 days post-infiltration.
Unlike in other experimental systems such as N. benthamiana, a non-uniform green
fluorescence distribution among melon cotyledon cells was observed (Figure 4). Therefore, 10-
days-old cotyledons were agro-infiltrated with binary vectors carrying non mutated p7A or p7B
ORFs (pMOG7A and pMOG7B) and five days later, coincident with the peak of transient
expression, they were inoculated with MNSV(AI)-Acp-GFP-7A(FS) or MNSV(Al)-Acp-GFP-
7B(FS) RNAs, respectively. A putative model involving p7A/p14 or p7B/p14 was evaluated by
inoculating MNSV(AIl)-Acp-GFP-14(+) RNAs onto either pMOG7A or pMOG7B agroinfiltrated
cotyledons. A total of 50 cotyledons from each complementation assay were monitored by
confocal microscopy. Individual cells and small fluorescent groups of cells were observed in
similar proportions when MNSV(AI)-Acp-GFP-7A(FS) and MNSV(AI)-Acp-GFP-7B(FS) RNAs
were complemented with the transient p7A expression (groups of no more than 3-4 cells)
(Figure 3c, panel 4) and p7B (groups of no more than 6 cells) (Figure 3c, panel 5), respectively.
By contrast, fluorescence was only detected in single cells in complementation assays
performed with MNSV(Al)-Acp-GFP-14(+) RNAs, (Figure 3c, panel 6). Although we can not rule
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out the possibility that small foci originated by unconnected events of viral infection on adjacent
cells this seems very unlikely since these results were never observed when movement mutants
were inoculated onto pMOG800 agroinfiltrated cotyledons (data not shown). Both transiently
expressed proteins, 7A and 7B, were able to complement in trans the corresponding mutant
transcripts although the replicating mutant viruses never reached the levels of the infection foci
produced when both movement proteins were provided by MNSV(AI)-Acp-GFP RNA (Figure
3a). This was probably because the agro-infection was not homogeneously distributed into the
cotyledon as described before (Figure 4). Hence, the local spread of movement deficient RNAs
was completely dependent on the location of the initially viral-infected cells inside a region
expressing the corresponding movement protein. In addition, a new difficulty must be
circumvented since proteins must be agro-expressed at levels able to support viral movement

coinciding in time with the presence of the viral RNA inside the cell.

1 dpi 3 dpi

Figure 4. Magnificient images of abaxial-side of melon cotyledons taken at 1, 3 and 5 days post agroinfiltration of
pMOG(GFP) using Nikon’s SMZ800 stereoscopic microscope under fluorescence illumination.

The MNSV movement protein p7B and the coat protein (p42) delayed RNA silencing in
transient expression experiments.

A. tumefaciens-mediated transient expression assay on transgenic N. benthamiana
plants expressing GFP (lane 16¢; Ruiz et al., 1998) was performed as previously reported
(Voinnet et al., 2000; Qu et al., 2003) to study the capacity of all MNSV genome encoded
proteins to act as potential RNA silencing suppressors (see Methods section for detailed
description of constructs). At 2 dpi, the transient GFP expression induced an evident increase of
green fluorescence in all the infiltrated leaves when compared with the fluorescence observed
in non agro-infiltrated (transgenically expressing GFP) or pMOG800 agro-infilirated leaves (data
not shown). As expected, the increase in GFP mRNA levels rapidly triggered the PTGS process
in pMOG(GFP) agro-infiltrated leaves and, at 4 dpi, the fluorescence almost disappeared as a

result of the specific GFP mRNA degradation (Figure 5a).
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Figure 5. Identification of p7B and p42 as suppressors of RNA silencing by co-infiltration of N. benthamiana 16¢ plants
with A. tumefaciens suspensions carrying the different MNSV-Al ORFs. Binary vectors delivering HC-Pro and GFP
proteins were used as controls of presence and absence of RNA silencing suppression, respectively. (a) Green
fluorescence images of abaxial-side of leaves taken at 4, 5, 7 and 11 days post-infiltration. Construct names are shown
above the figure. Exposure time was 1 s except for pMOG HC-Pro (100 ms). (b) Northern-blot analysis of GFP mRNA
levels in tissues co-infiltrated with different constructs (indicated on bottom). Relative sample loading is inferred from
ethidium bromide staining of plant ribosomal RNA (top panel).

Nevertheless, when leaves were co-infiltrated with the mixture of bacterial strains carrying
pMOG(GFP) and pMOG(HC-Pro) early GFP expression or GFP mRNA accumulation was much
higher than in leaves infiltrated with pMOG(GFP) alone (Figure 5a and 5b, respectively).
Moreover, fluorescence was maintained until 11 dpi as expected for the activity of the potyviral
HC-Pro, a strong RNA silencing suppressor (Kasschau & Carrington, 1998; Anandalakshmi et
al., 2000), and then, started to decline (Figure 5a). p7B or p42 proteins were able to delay
complete GFP silencing at least up to seven days post-infiltration as monitored by green
fluorescence intensity whereas the expression of MNSV-AI gene products p29, p89, p14 and
p7A had no obvious consequence on PTGS (data not shown and Figure 5). This effect was

clearly protein- rather than RNA-mediated since no PTGS suppression occurred when the MOG
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vector carried the complete MNSV-AlI genome. Since N. benthamiana is a non-host of the
MNSV-AI isolate, no sgRNAs are produced and p7A, p7B and p42 proteins are not expressed
(Riviere & Rochon, 1990) (Figure 5a). Therefore, expression of 7B as well as p42 contributed to
the stabilization of GFP mRNA (Figure 5b) that further led to elevated GFP fluorescence (Figure
5a). The effect of p7B and p42 proteins on GFP silencing was approximately 10-fold weaker
than that generated by HC-Pro as measured by the GFP mRNA accumulation levels at 5 days

post-infiltration (Figure 5b).

MNSV coat protein (p42) and potyviral helper component proteinase (HC-Pro) favour
local spread of MNSV(AI)-Acp-GFP RNAs.

As demonstrated above, p42 shows a RNA silencing suppressor activity and it is involved
in the final size that infection foci develop during MNSV invasion. To study the effect of this
protein on viral local spread and comparing it with that of HC-Pro we performed a
complementation strategy based on the transient expression assay. A. tumefaciens strains
carrying pMOG800, pMOG42 or pMOG(HC-Pro) clones were agro-infiltrated into melon
cotyledons. MNSV/(AI)-Acp-GFP RNAs were inoculated at post-infiltration day 5. Local spread
progress was assessed at 3, 5, 8, 12 and 14 days post-inoculation by monitoring green
fluorescence. The differences observed from three independent experiments 8
cotyledons/assay) clearly demonstrated that the presence of p42 and HC-Pro produced an
enhancing effect (higher in the case of HC-Pro) on infection foci size clearly obvious at 5 dpi. At
this point, the diameter mean of infection foci in the presence of either p42 or HC-Pro was
750153 um and 820+45 um, respectively (Figure 6a, panels 1 and 2, respectively) whereas in
the absence of both proteins was 300+13 um (figure 6a, panel 3). Additionally, viral RNA
accumulation/replication rates were maintained when p42 or HC-Pro were expressed since all
foci in infected cotyledons fused until the inoculated cotyledons were completely invaded at 14
days post-inoculation (data not shown). Unlike these results, the smaller fluorescence foci
produced in the absence of both proteins continued to spread slowly until 8-10 dpi, and then
spreading stopped and the fluorescence began to gradually decay (Figure 6b). Green

fluorescence was never observed in vascular tissues.
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100um
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Figure 6. (a) Enhancing effect of transient expression of p42 (panel 1) or HC-Pro (panel 2) on infection foci size
produced by MNSV(Al)-Acp-GFP RNA. Inoculation onto pMOGB800 agro-infiltrated cotyledons was used as a control
(panel 3). (b) MNSV(Al)-Acp-GFP RNA replication in absence of either p42 or HC-Pro. Photographs were taken at 5, 8
and 12 days post-inoculation, as indicated. Fluorescent foci size increased until 8-10 dpi (panel 1 and 2), then,
spreading stopped and brightness began to gradually decay (panel 3). Magnificent Images were taken by using Nikon's
SMZ-800 stereoscopic microscope.

DISCUSSION

Plant virus infection involves intracellular replication, movement from an infected cell to
adjacent healthy cells by crossing the cell wall through the plasmodesmata and subsequently,
long-distance spread to other plant parts via the vascular system. The accomplishment of this
life cycle is also the consequence of antagonist balance between viral infection and plant host
defence mechanisms that specifically target viral replication or movement (e. g. PTGS and
systemic acquired resistance). In this work, we revealed the putative function of every MNSV
encoded protein at each step of the infection, including replication, local and systemic
movement as well as RNA silencing. To perform this study we used a mutational analysis by
reverse genetics of both an infectious clone containing the whole genome of the isolate MNSV-
Al and a chimeric construct carrying GFP instead of p42 ORF. Firstly, the MNSV RNAs
synthesis in inoculated melon plants was impaired when either p29 or p89 ORFs were
inactivated in both series of mutants pMNSV(AI)-89(FS) and pMNSV(AI)-29(-) or pMNSV/(Al)-
Acp-GFP-89(FS) and pMNSV(AI)-Acp-GFP-29(-). Consequently, these overlapping proteins are
essential for MNSV replication and are probably part of the replication complex as has been

described for related viruses such as TCV (Hacker et al., 1992; Rajedran et al., 2002) or
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Tomato bushy stunt virus (Rajendran & Nagy, 2003; Panaviené et al., 2003; Rajendran & Nagy,
2004; Panavas et al., 2005).

Following intracellular replication, cell-to-cell movement of carmoviruses (e. g. Cohen et
al., 2000; Garcia-Castillo et al., 2003) seems to be controlled by two small proteins working in
trans (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998; Cohen et al., 2000), an RNA-binding protein (Marcos
et al., 1999; Vilar et al., 2001) and a membrane protein (Vilar et al., 2002), referred to as double
gene block proteins, DGBps (Hull, 2002). Interestingly, the homologous proteins from TCV have
overlapping regions (Carrington et al., 1989) while MNSV-Al DGBps (p7A and p7B) are
exceptional among sequenced carmoviruses since both proteins are arranged in-frame in such
a way that a fusion protein consisting of complete p7A-p7B ORF (p14) could be synthesized by
a read-through process (Riviere & Rochon, 1990). However, the results reported here
demonstrated that p7A and p7B operating in trans are sufficient to move viral RNAs among
neighbouring cells of natural host plant. Complementation in trans of homologous TCV proteins
was demonstrated on experimental plants (Li et al., 1998; Cohen et al., 2000), although indirect
evidence was reported in the it natural host Brassica campestris (Hacker et al., 1992). p14 was,
by contrast, unable to promote cell-to-cell movement even in the presence of either p7A or p7B.
This last observation was also suggested by the presence of a strong termination codon at the
end of p7A ORF that avoids p14 synthesis in isolate MNSV-Ma5 (Diaz et al., 2003).
Consequently, if this protein is still expressed in some isolates, it is unlikely to play a role in local

spread.

On the other hand, the absence of p42 led to localized infections as well as a reduced infection
foci size even though it has been reported that coat proteins are dispensable for carmovirus
cell-to-cell movement (type | movement, Scholthof, 2005). However, it is possible that these
coat protein effects on local and systemic spread are associated with their RNA silencing
suppression ability as suggested for other plant viral systems (Qu & Morris, 2005). From data
presented here and elsewhere, it is revealed that p42 has several functions throughout the
MNSYV life cycle. Primarily, this protein is responsible for the capsid structure (Riviere et al.,
1989; Riviere & Rochon, 1990), but it is also a pathogenicity determinant (protein that increase
viral symptoms) enhancing local spread and an essential factor for systemic infection.
Moreover, p42 and p7B are weak silencing suppressors since they delayed but did not prevent
PTGS in transient expression experiments on GFP-transgenic plants. Nevertheless, similar
results were observed for other plant viral suppressors when initially they were analyzed by
using this transient expression method (p25 of Potato virus X; p20 and CP encoded by Citrus
tristeza virus; Lu et al., 2004). Analogous combinations of p42 functions have been previously
reported for other viral proteins potyviral HC-Pro; Cucumber mosaic virus 2b, including the
related TCV coat protein (Brigneti et al., 1998; Qu et al., 2003; Thomas et al., 2003; Roth et al.,
2004; Ryabov et al., 2004; Qu & Morris, 2005). In this sense, p42 can contribute to development

of lesions indirectly by facilitating virus replication and spreading. Interestingly and in parallel to
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our observations, with regard to the p7B component of the DGBp, a weak RNA suppressor
activity was initially described in agro-infiltration experiments for Potato virus X p25, protein 1
from the ftriple gene block of proteins which are required for cell-to-cell movement of
potexviruses (Voinnet et al., 2000; Lough et al., 2001). These data suggest that PTGS could be
controlled by a component of the cell-to-cell movement machinery as a common feature among
a number of plant viruses whose silencing suppression might be linked to viral transport
(Verchot-Lubicz, 2005). Although, the PTGS mechanism stage (initiation, local or systemic
spread of a silencing signal or maintenance) affected by both MNSV suppressors was not
studied in this work, the transient expression of p42 was relevant at an early infection stage by
stimulating cell-to-cell movement and maintaining RNA replication. However, further studies on
melon transgenic plants or alternatively, the use of MNSV isolates infecting experimental plants
(MNSV-264, Diaz et al., 2003) are necessary.
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ABSTRACT

Advances in structural and biochemical properties of carmovirus movement
proteins (MPs) have only been obtained in p7 and p9 from Carnation mottle virus
(CarMV). Alignment of carmovirus MPs revealed a low conservation of amino acid
identity but interestingly, similarity was elevated in regions associated with the
functional secondary structure elements reported for CarMV which were conserved in all
studied proteins. Nevertheless, some differential features in relation with CarMV MPs
were identified in those from Melon necrotic virus (MNSV) (p7A and p7B). p7A was a
soluble non-sequence specific RNA-binding protein, but unlike CarMV p7, its central
region alone could not account for the RNA-binding properties of the entire protein. In
fact, a 22-amino acid synthetic peptide whose sequence corresponds to this central
region rendered an apparent dissociation constant (Ky) significantly higher than that of
the corresponding entire protein (9 mM vs 0.83-25.7 uM). This p7A-derived peptide could
be induced to fold into an alpha-helical structure as demonstrated for other carmovirus
p7-like proteins. Additionally, in vitro fractionation of p7B transcription/translation
mixtures in the presence of ER-derived microsomal membranes strongly suggested that
p7B is an integral membrane protein. Both characteristics of these two small MPs
forming the double gene block (DGB) of MNSV are discussed in the context of the intra-

and inter- cellular movement of carmovirus.
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INTRODUCTION

Cell-to-cell movement of plant viruses requires specific viral factors (movement proteins,
MP) that direct virus transport from the primary infection point to neighbouring cells by
interacting with either entire viral particles (Pouwels et al., 2004) or nucleoprotein intermediates,
including active replication complexes (Kawakami et al., 2004). These viral or subviral particles
are commonly targeted by the machinery of the intracellular transport of macromolecules to the
cell periphery where plant viruses overcome the rigid cell wall barrier by moving through
modified intercellular channels (plasmodesmata), most likely by means of an internal
membranous translocation system. Consequently, MPs have inevitably been found to associate
with cytoskeletal elements or endoplasmic reticulum network as well as host factors in order to
assist the movement process (Heinlein and Epel, 2004; Nelson and Citovsky, 2005, Lucas,
2006). Moreover, they are forced to adjust plasmodesmata dimensions to that of the viral mobile
element by increasing their size exclusion limit (Waigmann et al., 2004). Alternatively, they can
cause a drastic rearrangement of the original structure that is occasionally replaced by
specialized MP-tubules (Kasteel et al., 1997). Given existing data, it is evident that MPs play a
central role in the spread of infection by accomplishing several functions: 1) viral genome
binding (Citovsky et al., 1990; Marcos et al, 1999; Herranz and Pallas, 2004); 2) association
with the intracellular transport pathway and related host factors (Lucas, 2006); 3) interaction
with additional MPs or with different viral factors such as coat protein (Sanchez-Navarro et al,
2005 Verchot-Lubicz, 2005); 4) plasmodesmata gating (Wolf et al., 1989), and 5) influencing
RNA silencing suppression (Bayne et al, 2005; Genoves et al., 2006). It has been reported that
an individual MP may mediate most of the above mentioned activities. Otherwise, a distribution
of these functions among multiple viral proteins is also possible. In this sense, five different
virus-specific systems for cell-to-cell movement have been described: 1) the extensively
characterized “30K superfamily” present in a large number of plant viruses representing a
unique MP that shows structural similarities to the 30 kDa MP of Tobacco mosaic virus, TMV
(Melcher, 2000); 2) the tymovirus MP (Bozarth et al., 1992); 3) the two small MPs encoded by
carmo-like viruses (Li et al., 1998; Vilar et al, 2001; Genoves et al., 2006) referred to as the
double gene block proteins (DGBp; Hull, 2002) and the two MPs encoded by some
geminiviruses (nuclear shuttle protein, NSP and movement protein, MP) (Noueiry et al., 1994;
Sanderfoot and Lazarowitz, 1995); 4) the triple gene block of proteins from potexviruses
(Morozov and Solovyev, 2003; Verchot-Lubicz, 2005); and 5), filamentous closteroviruses which
require up to five proteins for cell-to-cell movement (CP, minor CP, and three MPs, namely the
6-kDa protein, the Hsp70 homolog, and the 64-kDa protein) (Prokhnevsky et al., 2002;
Peremyslov et al., 2004).

Coordination between two small proteins (smaller than 10kDa) encoded in the central

region of the non-segmented plus stranded RNA genome of carmoviruses allows for the
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movement of both Turnip crinkle virus (TCV) as well as Melon necrotic spot virus (MNSV)
genomes among adjacent cells (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998; Cohen et al., 2000;
Genoves et al.,, 2006). However, structural and molecular properties involving this simple
movement apparatus have only been studied for the homologous MP of Carnation mottle virus
(CarMV). CarMV p7 presents three different putative domains. However, only the basic central
region, which adopts an a-helical conformation in the presence of secondary structure inducers,
is responsible for the RNA binding properties (Marcos et al, 1999; Vilar et al, 2001 and 2005).
On the other hand, CarMV p9 contains two transmembrane domains (TM1 and TM2) (Vilar et
al., 2002) that are in vitro targeted and inserted into ER-derived microsomes by means of a
cotranslational/signal recognition particle (SRP)-dependent and translocon-assisted process
(Sauri et al.,, 2005). Based on these data, a topological model has been proposed in which
CarMV p9 is anchored to the membrane with its N- and C-terminal regions oriented to the
cytoplasmic face and with its C-terminus interacting with the soluble, RNA-bound p7 partner
(Vilar et al., 2002). However, data involving both p7 and p9 proteins in CarMV cell-to-cell

movement in vivo are lacking.

Here we provide a structural study of homolog DGB proteins from all sequenced
carmoviruses and demonstrate the in vitro RNA-binding capacity and membrane insertion ability
of MNSV p7A and p7B, respectively. Characterized properties of both p7A and p7B
demonstrate adaptation to their assigned role in MNSV cell-to-cell movement in vivo (Genoves
et al., 2006), which represents a step forward towards definition of reliable molecular models for

DGBp-mediated cell-to-cell movement of plant viruses.

MATERIALS AND METHODS

Expression in bacteria, purification and analysis of MNSV p7A and the deletion mutant
forms.

MNSV p7A and p7B genes, and the deletion mutant forms p7AA;.2 and p7AAys.es, lacking
the amino acid residues located between positions 1-22 (N-terminal region) and 45-65 (C-
terminal region) respectively, were amplified from plasmid pMNSV-Al which contains the
genomic sequence of the Spanish isolate MNSV-Al (DQ339157) (Gosalvez et al., 2004;
Genoves et al., 2006). The PCR products were fused in frame after the coding sequence of
maltose binding protein (MBP) into pMal-c2x expression vector (New England Biolabs Inc., MA,
USA) to generate the recombinant constructs pMal-7A, pMal-7AA15, and pMal-7AAs5.5.
Moreover, the central region of p7A encoding residues 23-44 was deleted by reverse PCR of
plasmid pMal-7A with phosphorylated oligonucleotides VP 461 and 462 (Table 1). The amplified
product was self-ligated to generate plasmid pMal-7AA,;.44. Alternatively, MNSV p7A gene was
cloned into pETDuet-1 (Novagen) by deleting the second T7 promoter and fusing the p7A ORF
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after a sequence coding for a six histidine tag to generate pET-p7A construct. PCRs were
carried out by using Vent DNA polymerase (New England Biolabs Inc., MA, USA) and indicated
primer pairs (Table 1). All pMal-p7A constructions as well as pMal-c2x vector were introduced
into the E. coli strain DH5a by electroporation (GenePulser Xcell™ electroporator system, Bio-
Rad). E. coli strain BL21 was used in the case of pET-p7A. Next, all recombinant p7A proteins
(His-tagged p7A, MBP-p7A, MBP-p7AA15, MBP-p7AAy;44 and MBP-p7AA4565) as well as
fusion MBP-B-galactosidase a fragment protein (MBP-Bgala) resulting from the pMal-c2x
expression vector were purified as manufacturer protocol indicated. The purified proteins were
quantified and analyzed by SDS-PAGE in 12 % polyacrylamide gels after Coomassie brillant

blue staining.

Synthesis of the RBD-derived peptide and circular dichroism analysis.

Synthetic peptide including the p7A amino acid sequence comprised between residues
23 to 44 (p7Az344, AC-GGKQKNSMGRKIANDAISESKQ-NH,) was synthesized as previously
described (Marcos et al, 1999 Secondary structure was monitored by circular dichroism
spectroscopy (Jasco J-810 CD spectropolarimeter). CD spectra were the average of a series of

ten scans taken at 0.2 nm intervals.

Nucleic acid binding assay.

Protein RNA-binding studies were performed by means of electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) as previously described (Herranz et al., 2004). Briefly, 5 ng of a digoxigenin
labelled plus-strand MNSV RNA (CP(+) RNA) located on the coat protein ORF (2841-3304
positions) and generated by in vitro transcription from BamHI-linearized pMNSV-CP (Gosalvez
et al.,, 2004) by using T3 RNA polymerase, was heat denatured for 5 min at 85°C and then
allowed to cool to room temperature for 15 min. CP (+) RNA was incubated for 30 min at room
temperature with different amounts of MBP-Bgala,MBP-p7A, MBP-p7B and His-tagged p7A
recombinant proteins as well as with several concentrations of synthetic peptide p7Ag;.44 in @ 10
pl reaction mix also containing 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 50 % glycerol and 2 units
of RNase inhibitor. Afterwards, samples were electrophoresed on a 1% agarose gel in 1X TAE
buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0), capillary-transferred to positively-charged
nylon membranes (Roche Diagnostics GmbH) in the presence of 10X SSC (1,5M NacCl, 0,15M
sodium citrate) and exposed to UV irradiation (700 x 100 uJ/cm?2) to cross-link RNA. Riboprobe

detection was conducted as previously described (Pallas et al., 1998).

Nucleic acid binding assay in the presence of competitors was performed by mixing the
CP(+) RNA with either equal or with ten-fold mass excess of different types of nucleic acids as
well as with a constant amount (6 ug) of MBP-p7A recombinant protein. Competitors included: a
20nt-length single strand DNA (ssDNA) oligonucleotide (VP 51-1,
TTTACCCACAGTGAAGCTTGC, viral positions 2841 to 2861); a double strand DNA (dsDNA)
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corresponding to CP(+) RNA sequence obtained by PCR using pMNSV-CP as template and
primer pair VP 51-1 and VP 51-2 (TGGATCCGGTAGTAGGAATG, complementary sequence of
coat protein positions 3285 to 3304); a 1238nt-length heterologous ssRNA consisting of the
complete sequence of the coat protein from Lettuce big-vein associated virus (LBVaV) (Navarro
et al.,, 2004) and finally, a dsRNA obtained by annealing of non-labelled CP(+) RNA and its
complementary RNA sequence CP(-) RNA followed by RNase A/RNase T1 treatment in the
presence of 2X SSC.

Additionally, the RNA-binding activity dependence on salt was monitored by increasing
the NaCl concentration in EMSA assay using 5ng of CP(+) RNA and 6 pg of MBP-p7A

recombinant protein.

Northwestern assays.

Recombinant proteins MBP-gala, MBP-p7A, MBP-p7AA 2, MBP-p7AAy;.44 and MBP-
p7AA45.65 were electrophoresed through 12 % SDS-polyacrylamide gels and electroblotted to
nitrocellulose membranes (Bio-Rad) in the presence of transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM
glycine and 20% methanol). Northwestern-blot assays were performed as described previously
(Pallas et al.,, 1999). The membrane-attached proteins were renatured by four-fold shaking
incubation for 30 min a room temperature in RN buffer (10 mM Tris-HCI pH7.5, 1 mM EDTA,
100 mM NaCl, 0.05 % Triton X-100, 1X Denhardt’s reagent). Digoxigenin-labelled CP(+) RNA
was then added to RN buffer and incubation was continued over night. The membrane was
washed three times (15 min each) in the same RN buffer lacking Triton X-100 and Denhardt’s
reagent. Finally, bound RNA was detected as described (Pallas et al., 1998) but Tween 20 was

omitted from washing solutions and NBT-BCIP colorimetric substrate was used.

In vitro transcription and translation of p7B in reticulocyte lysate.

Plasmid pGEM-p7B was created by subcloning p7B sequence into Ncol/Ndel restriction
sites in the pGEM-Lep vector (Nilsson and von Heijne, 1993). In vitro transcription was
performed as previously reported (Vilar et al., 2002). Briefly, the reaction mixtures were
incubated at 37 °C for 2 h. The mRNAs were purified using a Qiagen RNeasy clean up kit and
verified on 1% agarose gel. In vitro translation of the synthesized mRNA was done in the
presence of reticulocyte lysate, [358]Met, and dog pancreas microsomes as described
previously (Nilsson and von Heijne, 1993; Vilar et al., 2002). After translation, the samples were
analyzed by 20% SDS-PAGE.

Membrane sedimentation, urea treatment, alkaline wash and triton X-114 partitioning.

The translation reaction mixture was diluted in either 8 volumes of buffer A (35 mM Tris-
HCI at pH 7.4 and 140 mM NaCl) for the untreated samples, 4 volumes of buffer A containing 8
M urea for the urea treated samples, or 4 volumes of buffer A containing 100 mM Na2COs (pH

11.5) for the alkaline extraction, as previously described (Garcia-Saez et al., 2004). The

108



Capitulo Il

samples were incubated on ice for 30 min, and then clarified by centrifugation at 10.000 g and 4
°C for 10 min. Subsequently membranes were collected by layering the supernatant onto a 50
ul sucrose cushion and centrifugation at 100.000 g for 20 min at 4 °C in a Beckman tabletop
ultracentrifuge with a TLA-45 rotor. Finally, pellets and supernatants were analyzed by 20%
SDS-PAGE.

The Triton X-114 partitioning experiments were performed according to (Schaad et al.,
1997). A total of 10 pL of hydrated Triton X-114 were added to 55 4L of the translation reactions
containing microsomes, and the mixtures were incubated for 30 min on ice. The incubated
Triton X-114 samples were equilibrated at 37 °C for 10 min to allow for the development of
aqueous and organic phases (Bordier, 1981). These phases were then separated by
centrifugation at 10.000 g at room temperature. Subsequently, the lower, detergent-rich fraction
was washed twice by adding 10 volumes of fresh detergent-free buffer, followed by vortexing,
incubation on ice for 30 min, and phase separation as before. The proteins present in the
aqueous and detergent-rich fractions were finally precipitated in acetone and analyzed by 20%
SDS-PAGE.

RESULTS

Sequence alignment and structural properties of homologous proteins from the

carmovirus double gene block movement proteins (DGBp).

Secondary structure prediction by computer-assisted methods and alignment of amino
acid sequences were carried out with homologous DGBp from eleven carmoviruses as well as
from the related Pelargonium line pattern virus (PLPV, Castano and Hernandez, 2005) as a
reevaluation of the studies previously performed (Marcos et al., 1999; Canizares et al, 2001;
Vilar et al, 2001, 2002). For the 5’ distal protein (referred here as DBGp1), the accuracy of
prediction approaches were confirmed by a reasonable correlation between the consensus
secondary structure of p7 CarMV obtained from data of six different computational prediction
methods (PHDpsi, PROFsec, SSPro 2.01, Predator, YASPIN, JNet and PSIPred) by means of
SYMPRED server (http://ibivu.cs.vu.nl/programs/sympredwww/) and that deduced
experimentally by means of circular dichroism spectroscopy analyses (Vilar et al, 2001, 2002,
2005). Three different structured domains were assumed: an unordered N-terminus, an
inducible a-helical central region and a C-terminus with potential B-sheet folding. The presence
of these secondary structure elements mapping in the homologous positions were predicted in
all studied proteins (Figure 1a). Moreover, alignment of amino acid sequences computed by
means of Clustal X (1.8) interface (Thompson et al., 1997) revealed low sequence identity
among all proteins at the N-terminus. However, the central and Ct-domains exhibited a

moderate and high degree of similarity respectively, concordant with the prediction of secondary

109



RNA-binding properties and membrane insertion of MNSV MPs

structure elements. These data suggested a conservation of amino acid properties as well as
primary sequence mainly when the protein structure was affected. The a-helical structure
located at the central region was variable depending on the virus, but always included a 3’ distal
a-helix similar to that characterized in the p7 CarMV segment ?AKDAIRK® (Vilar et al. 2001,
2005). This motif was also preceded by several conserved basic residues which confer a
surrounding positive charge density distribution (Figure 1a). It has been demonstrated that this
domain is responsible for the RNA binding properties of intact CarMV p7 by means of a RNA-
protein adaptative interaction process modulated by the above mentioned secondary structure
element (Marcos et al.,, 1999; Vilar et al, 2001 and 2005). Interestingly, most of the acidic
residues are located at the N-terminus of the protein, resulting in a negative overall charge
allocation, except for MNSV, PSNV, CPMoV, CCFV and PLPV, where positively-charged
residues were found at the N-terminus and central region (Figure 1a). Finally, well-defined Ct p-

sheet folding was predicted in all cases.

a
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Figurel. (a) Amino acid alignment of the sequences from eleven Carmovirus and related Pelargonium line pattern virus
(PLPV) DGBp1, CarMV-like (b, up) and MNSV-like (b, down) DGBp2. Consensus residues predicted to be involved in a-
helix or transmembrane fragments are boxed in (a) and (b), respectively, whereas B-sheet structured domains are
underlined. Amino acid similitude is indicated by grey boxes and basic (K or R) or proline (P) residues are in bold in (a)
and (b), respectively. Symbols + and - in consensus sequence represent basic (K or R) and acid residues (D or E),
respectively. A diagrammatic representation of deduced secondary structure of DGBps is displayed below each
alignment. Boxes represent a-helix or transmembrane fragments in (a) and (b), respectively and broken lines
correspond to B-sheets structures. CarMV, Carnation mottle virus (X02986); SCV, Saguaro cactus virus (U72332);
JINRV, Japanese iris necrotic ring virus (D86123); PFBV, Pelargonium flower break virus (AJ514833); TCV, Turnip
crinkle virus (M22445); GaMV, Galinsoga mosaic virus (Y13463); HCRV, Hibiscus chlorotic ringspot virus (X86448);
MNSV, Melon necrotic spot virus (DQ339157); PSNV, Pea stem necrosis virus (AB086951); CPMoV, Cowpea mottle
virus (U20976); CCFV, Cardamine chlorotic fleck virus (L16015).
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The amino acid sequence from 3’ distal homolog proteins (DGBp2) were analyzed for
possible transmembrane (TM) segments with the aid of TMHMM (Krogh et al., 2001), DAS
(Cserz6 et al., 1997), HMMTOP (Tusnady and Simon, 1998) and TopPredll (Claros and von
Heijne, 1994). Consensus domains are presented in Figure 1b. Homologs DGBps2 show a high
percentage of hydrophobic amino acids distributed along either one or two predicted TM a-
helices (TMH), arranging the proteins into two different groups that we refer to as CarMV-like
(Figure 1b, upper group) and MNSV-like (Figure 1b, lower group). A conserved B-sheet
structure was predicted at the C-terminus of both groups, most likely involved in the interaction
with the similar motif at the C-terminus of DGBp1 (Vilar et al, 2001). As previously observed with
DGBp1, homologs of DGBp2 show an overall low sequence identity, although regions with
moderate similarity are associated with the presence of TMH. Interestingly, both TMH from
CarMV-like DGBp2 are separated by a polar region containing several proline residues (Figure
1b, up). The cyclic structure of this amino acid strongly restricts the conformational space of the
peptide chain in protein structures and tends to inhibit both a-helical and p-sheet structure
formation. This probably forces the proteins to fold as helical hairpins. In this sense, it has been
recently shown that this short loop ensures that, after translation, both TMH fragments from
CarMV p9 leave the translocon complex in a concerted fashion to become membrane
embedded (Sauri et al., 2005).

RNA-binding properties of MNSV p7A.

A relationship between DGBps and carmovirus cell-to-cell movement can be inferred by
sequence similarity with DGBp from TCV and MNSV, the two carmoviruses where these
proteins have been shown to be directly involved in in vivo cell-to-cell movement (Hacker et al.,
1992; Li et al., 1998; Cohen et al., 2000; Genoves et al., 2006). However, DGBp from MNSV
have some different structural features compared with well-characterized CarMV DGBp: the 5’
distal protein (p7A) shows a different distribution of positive charge residues, and only one
membrane spanning domain was predicted for DGBp2 (p7B). Therefore, to investigate whether
the CarMV DGBp properties (Marcos et al., 1999; Vilar et al, 2001and 2002) are assumed by
homolog MNSV proteins, studies on both in vitro p7A RNA binding properties as well as p7B

membrane insertion were performed.

The putative RNA-binding properties of the p7A movement protein were studied by in
vitro EMSA (Herranz and Pallas, 2004) using increasing amounts of a recombinant protein
expressed in bacteria consisting of the p7A fused at the N terminus with maltose binding protein
(MBP-p7A), and a MNSV-specific DIG-labelled ssRNA (CP(+) RNA) (Figure 2a, left). RNA
mobility shifts, suggesting the presence of an RNA-protein interaction, became detectable when
400 ng of MBP-p7A protein was added to the reaction mixture. Maximal binding occurred using
6 ug of protein, as measured by disappearance of unbound RNA. Comparable concentrations of

MBP-Bgala protein expressed in bacteria containing the empty pMal-c2x vector failed to bind
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CP(+) RNA, indicating that the shift observed in the EMSAs was specific for p7A (data not
shown). Interestingly, the MBP-p7A:RNA complexes formed at higher protein amounts slightly
increased the electrophoretical mobility of the ribonucleoprotein complex, which at lower protein
amounts (between 0.4-6 ug), migrated only slightly into the gel matrix. Similar results have been
previously reported for Prunus necrotic ringspot virus MP indicating that the higher protein
amounts the greater protein-protein interactions that result in a structural change of the
ribonucleoprotein complex from rod-like to a globular form (Herranz and Pallas, 2004).
Alternatively, a His-tagged p7A was used in in vitro EMSA. As expected from the previous
experiments performed with the fusion protein MBP-p7A, RNA mobility shift was also detected

although in this case, intermediate complexes were observed (Figure3).
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Figure 2. Determination of the in vitro RNA binding properties of the recombinant MBP-p7A. a) Analysis of MBP-p7A
binding to ssRNA (CP (+) RNA) by electrophoretic mobility shift assays (EMSA) (left) and binding kinetics determined by
Hill transformation of data from three independent EMSA (right). Equation of linear regression and the corresponding r
coefficient are indicated into the graphic representation. b) Dependence of MBP-p7A RNA-binding activity on salt
concentration represented as the fraction of bound RNA against NaCl concentration (left) and ssRNA binding specificity
(right) measured by EMSA in the absence (lane 2) and presence (lanes 3 to 10) of either equal (odd lanes) or ten-fold
(even lanes) mass excess of different classes of competitors: heterologous ssRNA (lanes 3 and 4) and homologous
dsRNA (lanes 5 and 6), ssDNA (lanes 7 and 8) and dsDNA (lanes 9 and 10). Lane 1 corresponds to electrophoretic
mobility of the ssRNA probe in the absence of MBP-p7A.The position of free and protein bound RNA on EMSA are

marked.
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Binding kinetics analysis was performed using a Hill transformation of data from three
independent experiments using both MBP-p7A and His-tagged p7A (Figure 2a, right and Figure
3b, respectively). RNA-protein complex formation was measured as the disappearance of the
band corresponding to unbound CP(+) RNA from each EMSA (Carey, 1991; Daros and
Carrington, 1997). The apparent dissociation constants (Ky) for both MBP-p7A: RNA and His-
tagged p7A: RNA complexes were calculated from linear regression as the p7A concentration at
which half of the RNA is bound. These values (25.7 uM and 0.82 uM, respectively). were in the
same order as those corresponding to homolog CarMV p7 (2.4 uM) (Marcos et al., 1999; Vilar
et al, 2001) as well as to other sequence non-specific RNA-binding proteins (Burd and Dreyfuss,
1994; Pata et al., 1995; Skuzeski and Morris, 1995; Daros and Carrington, 1997; Herranz and
Pallas, 2004). Additionally, Hill plot of the data provides a mathematical calculation of the
degree of cooperativity in the binding event, which is provided by the gradient of the resulting
line or Hill coefficient (c). The c values for MBP-p7A:RNA and His-tagged p7A binding kinetics
were slightly higher than 1 (c=1.1and 1.3, respectively). Therefore, a low degree of cooperativity
could be assigned to the process (c=1 is indicative of no cooperativity) suggested by the
presence of intermediates complexes in the EMSA performed with the His-tagged p7A (Figure
3a) (Marcos et al, 1999). The size of MBP moiety present in the fusion protein MBP-p7A may
affect p7A-p7A interactions so that decreasing the ¢ value and perhaps, avoiding also the

appearance of intermediate complexes.
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Figure 3. Determination of the in vitro RNA binding properties of the recombinant His-p7A. Analysis of His-p7A binding
to ssRNA (CP (+) RNA) by electrophoretic mobility shift assays (EMSA) (a) and binding kinetics determined by Hill
transformation of data from three independent EMSA (b). The position of free and protein bound RNA on EMSA are
marked. Equation of linear regression and the corresponding r coefficient are indicated into the graphic representation.
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To challenge the forces that govern the MBP-p7A:RNA interaction, complex resistance
was evaluated by increasing NaCl concentration of the incubation mixtures in the presence of a
protein concentration (6 ng) that was sufficient to bind all CP (+) RNA molecules. The
appearance of free RNA was quantified to evaluate complex dissociation and a 50% reduction
of binding was observed at NaCl concentration of 435 mM (IC50) (Figure 2b, left). This
remarkable salt tolerance was similar to that observed with homolog TCV p8 (Wobbe et al.,
1998) suggesting that interactions other than electrostatics between the RNA and the MP are
involved in binding (Herranz and Pallas, 2004). These results are in contrast with those obtained
in similar assays but using a recombinant protein consisting of the MNSV p7B fused at the N
terminus with MBP (MBP-p7B) (Figure 4). Free RNA consistently disappeared only at a NaCl
concentration of 50 mM. Putative interaction was unstable at any other salt concentration most

likely indicating an artefactual RNA binding.

Finally, competitive binding assays were performed to examine the selectivity of p7A to
bind different nucleic acids (Figure 2b, right). Reaction mixtures containing the DiG-labelled
CP(+) ssRNA were assembled in the presence of a 10-fold mass excess of unlabelled
competitors. The ssRNA from a heterologous origin (Lettuce big vein virus; LBVV; Navarro et
al., 2004) was able to compete at 10-fold excess (Figure 2b, lanes 3 and 4), whereas the
dsDNA weakly displaced the binding only at a 10-fold ratio (Figure 2b, lanes 9 and 10). Both
dsRNA and ssDNA had no effect on the electrophoretic retardation (Figure 2b, lanes 5 to 8).
These results indicated that the p7A has a preference for ssRNA binding in a sequence non-

specific manner.
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Figure 4. Mobility shift assays of CP (+) RNA in the presence of MBP-p7B using different NaCl concentrations. The
position of free RNA and gel wells on EMSA are marked.

Characterization of the RNA-binding domain of p7A MP.

Three deletion variants lacking each of the previously mentioned p7A structural regions
(Figure 5a) were expressed as MBP fusion proteins to avoid incorrect conformation after

denaturation and refolding (Citovsky et al., 1992; Vaquero et al., 1997) in Northwestern assay
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(Aparicio et al., 2003, Herranz and Pallas, 2004). Recombinant MBP-p7AA4.5, and MBP-p7AAys.
5, deficient in the N-terminal and C-terminal domains respectively, showed strong reduction of
RNA binding activity when compared with full-length MBP-p7A (Figure 5b, compare lane 2 with
4 and 6). However, deletion of the basic a-helical predicted domain located in the central portion
of the protein (mutant MBP-p7AA;;3 44) eliminated RNA:protein interaction (Figure b, lane 5). No
binding of the riboprobe was observed with MBP-Bgala protein (Figure 5b, lane 3). This p7A
RNA binding domain (RBD) fits well with the previously described RBD from p7 CarMV (Marcos
etal., 1999; Vilar et al, 2001, 2005).
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Figure 5 Characterization of the RNA binding domain (RBD) of p7B a) Diagrammatic representation of the pMal-7A and
its mutant forms pMal-7AA+,2, pMal-7AAz3.44 and pMal-7AA4s.6s. Numbers in the construct name and discontinuous lines
in diagram refer to the amino acid residue position deleted from wild-type protein. Grey boxes and broken line represent
a-helix and B-sheets structures, respectively. Symbols + indicated the position of basic residues (K or R). b) SDS-PAGE
analysis of the purified MBP-Bgala, MBP—p7A and its deleted forms in a 12 % gel stained with Coomassie blue (up) and
the corresponding ssRNA binding analysis by Northwestern blot assay (down). The positions of the molecular mass
markers are indicated on the left.

To corroborate these results a 22-amino acid synthetic peptide covering p7A positions 23
to 44 was synthesized. This p7A derived peptide (p7A23.44) was randomly structured in aqueous
solution as monitored through far-UV circular dichroism spectroscopy. However, increasing
concentrations of secondary structure inducers, such as trifluorethanol (TFE) (Figure 6a, left
panel) and SDS (Figure 6a, right panel) induced p7Ay;.44 to fold into an a-helical conformation.
In vitro RNA-binding properties of p7A,;44 peptide were demonstrated by EMSA and the
kinetics of the process was evaluated by the same approach used with the MBP-p7A protein
(Figure 6b). K4 from p7A,;.44 peptide was higher than that observed for the MBP-p7A protein (9

mM vs 25.7uM, respectively).

115



RNA-binding properties and membrane insertion of MNSV MPs

a
20000 20000
15000 15000
< 100004 ~~ 10000
? E
g o 5o
2, TFE - SDS
-10000 -10000+
-15000+ -15000-
™ 20 20 20 20 240 20 W 20 200 20 20 2 20
A (nm) A (nm)
b peptide (mM)
O o © © © o 2,1 2,3 2,5 2,7
o388 E 8883 08 ‘ ‘ ‘
— a=| o peptide:RNA
-0,6
<o
0,7 x
-0,81 S “:-j
()]}
)
-0,91
y = 0,4806x - 1,9026
170 r=0,9052
e Cfree RNA

log [peptide 7Ay3 44]

Figure 6. a) Far UV CD spectra of RBD-derived peptide p7A,s.44 in the presence of increasing concentrations of two
different secondary structure inductors, TFE (20, 40 60 and 70%, as the arrow indicates) and SDS (1, 5 and 10 mM).
Peptide concentration was 30 uM in 5 mM MOPS/NaOH buffer, pH 7.0 at 25°C. b) RNA-binding analysis of different
amount of peptide p7A,s.44 by EMSA (left) and Hill transformation of data (right). Equation of linear regression and the
corresponding r coefficient are indicated.

p7B is an integral membrane protein.

Computer analysis of the p7B amino acid sequence predicted that p7B is a membrane
protein with a single transmembrane domain, roughly spans from residue 14 to residue 32. To
test the computer predictions, in vitro p7B transcription/translation experiments were performed
in the presence of ER-derived microsomal membranes. After centrifugation of the translation
reaction mixture, p7B was recovered from the 100.000 g pellet fraction (Figure 7a, untreated
lanes) indicating that it could be either a membrane-associated (peripheral or integral) protein or
a luminal protein (Figure 7b). To differentiate between these possibilities, translation reaction
mixtures were either treated with 8M urea or washed with sodium carbonate (pH 11.5). Urea
was expected to dislodge proteins that are weakly or peripherally associated with membranes
(Figure 7b, scheme 2) (Schaad et al., 1997) whereas sodium carbonate renders microsomes
into membranous sheets, thus releasing the soluble luminal proteins (Figure 7b, scheme 1)
(Peremyslov et al., 2004). After treatments with both agents, p7B appeared to be mainly
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associated with the membranous pellet fraction (Figure 7a), suggesting a tight association with
microsomal membranes. To confirm this conclusion, p7B translation reaction mixtures were also
treated with Triton X-114, a detergent that forms a separate organic phase to which the
membrane lipids and hydrophobic proteins are segregated (Bordier, 1981). Because p7B was
detected in the organic, but not the aqueous phase (Figure 7a), we concluded that p7B is an
integral membrane protein. Further experiments will be needed to define its topology (Figure 7b,
scheme 3).

a
Untreated Urea Na,CO; Triton X-114

P S P S P S OP AP

Figure 7. Location in dog pancreas microsomes of p7B protein transcribed/translated in vitro a) Segregation of [*S]Met
labelled p7B into membranous fraction after urea treatment, alkaline wash (sodium carbonate buffer) and triton X-114
partitioning. P and S, pellet and supernatant, respectively; OP and AP, organic and aqueous phases, respectively. b)
Representation of the different membrane association possibilities of p7B with microsomes as luminal (1) and either
peripheral (2) or integral (3) membrane-anchored protein.

DISCUSSION

Non-virion cell-to-cell movement of plant carmoviruses involves specific transport of
replicated genomes by means of two small movement proteins (DGBp) and in some instances
requiring coat protein (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998; Cohen et al., 2000; Genoves et al.,
2006). Although the alignment of carmovirus homolog DGB proteins revealed low identity,
similarity of amino acid sequences was noted that mostly affected regions arranged as
conserved secondary structure elements. These data suggest that the biological function of
both proteins is dependent on the physical and chemical properties of the residues either by
itself or by influencing the folding of the polypeptide backbone rather than primary structure. In
vitro studies have shown that the proteins encoded by the DGB 5'-proximal genes from both
TCV and CarMV are able to bind RNA in a sequence non-specificity fashion. However, only
CarMV p7 RBD has been well-characterized and localized to the basic central region of the
protein (Wobbe et al.,, 1998; Marcos et al.,, 1999; Vilar et al. 2001, 2005). CarMV p7 RBD
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consists of an a-helical inducible structure that also includes almost all basic residues of the
protein. Both secondary structure and positively charged amino acids modulate RNA binding by
means of an RNA:protein adaptative process (Vilar et al., 2001, 2005). Moreover, a lysine to
glutamate mutation in amino acid position 25 of TCV p8 reduced RNA binding activity and
virulence on Arabidopsis thaliana (Wobbe et al., 1998). The essential role of basic residues in
RNA binding has been described for MPs such as TGBp1 (Morozov and Solovyev, 2003) and
the 30K superfamily (Herranz et al., 2005) from other positive ssRNA virus. Despite the fact that
the a-helix is predicted at nearly the same position in all homolog DGBp1, the distribution of
basic residues varied considerably and was not always concentrated in the central region as
was found for MNSV p7A. Gel-shift assays revealed that p7A can bind ssRNA non-specifically
in a slightly cooperative manner as expected. However, when RNA complex formation by full-
length p7A and three deletion mutants was tested by Northwestern assays, results revealed that
although RNA binding was impaired when the central region was removed, deletion of either the
Nt or Ct region also dramatically reduced binding. Unlike the negatively charged Nt from CarMV
p7, the Nt from MNSV p7A contains a number of positively charged amino acids (five basic
residues conferring an overall charge of +1 vs the +3 observed at the central domain).
Therefore, the p7A Nt could also participate in RNA-binding as an extension of the basic central
RBD. Finally, the lack of the B-sheet Ct domain in the MBP-p7AA4s.65 mutant protein could
hypothetically affect the cooperative binding of protein molecules prior to fixation onto a solid
phase in Northwestern assays or it might influence the correct folding of the rest of the
molecule; both of these possibilities could affect the RNA binding. These results are in
accordance with the Ky values from gel shift assays using the p7A,344 peptide and MBP-p7A
protein (9 mM vs 25.7uM, respectively), which revealed that the central region alone could not
account for the RNA-binding properties of the entire p7A protein unlike that observed with
CarMV p7 and its RBD derived peptide (Kq4 values: 0,7 and 1,1uM, respectively) (Marcos et al,
1999).

Since nucleic acid binding associated with MPs seems to be a non-sequence specific
process, MPs are possibly translated in close proximity to the genome replication complex to
bind viral but not host plant RNA. Therefore, the ability of a virus to move is determined by
interactions among the genome-MP complex and host proteins from cellular secretory pathways
and the cytoskeleton (Nelson and Citovsky, 2005; Scholthof, 2005). In the TGB system, TGBp2
and TGBp3 play this role since they have been described as integral membrane proteins that
are associated with the endoplasmic reticulum (ER) (Morozov and Solovyev, 2003; Verchot-
Lubicz, 2005). TGBp3 redirects TGBp2 and most likely TGBp1 from the ER network to the
plasmodesmata (Haupt et al., 2005; Solovyev et al., 2000; Zamyatnin et al., 2004). In
carmoviruses, in vitro experiments demonstrated that CarMV p9 is the responsible for the
interaction with ER (Vilar et al, 2002 Sauri et al., 2005). As with hordei-like and potex-like

TGBp3, two- or single-spanning transmembrane domains are predicted for CarMV-like and
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MNSV-like DGBp2, respectively. Evidence is herein provided that MNSV p7B and most likely all
single-spanning transmembrane DGBp2 also insert in vitro into the ER lipid bilayer as integral
proteins. Therefore, MNSV-like DGBp2 like potex-TGBp3 may be functionally sufficient to direct
the intracellular movement of the carmovirus complex DGBp1:RNA. Alternatively, a dimerization
process could be involved. In this sense, several cysteine residues that are located at all
homolog MNSV-like but not CarMV-like DGBp2 Nt can potentially generate intermolecular
covalent disulfide bonds as occurs with the 6-kDa transmembrane protein from closteroviruses
(Peremyslov et al., 2004). Cysteines are conserved among all sequenced isolates of MNSV
except for the residue located at position 4, which was replaced by Tyrosine in five isolates
(data not shown). Interestingly, anomalous Cys-Tyr covalent bonds involving protein interactions
have been described (Diaz et al., 2004).

To conclude, viral genome binding function seems to be accomplish by p7A whereas p7B
could be involved in the association with the intracellular membrane system. Both functions
have been described for a number of viral MPs. However, the molecular mechanism used to
target the MNSV ribonucleoprotein complex to plasmodesmata and then from cell-to-cell in a
coat protein-independent process and linked to the p7B silencing suppression (Genoves et al.,
2006) is still unknown. In this scenario, unlike the 30K family, TGB and other multicomponent
transport systems, carmovirus movement based on DGB of MPs is energy-dependent on host
proteins. Therefore, this simple system converts such virus into a suitable model of study to
advance into the knowledge of mechanisms involved in plant virus cell-to-cell movement and

the interactions with host factors produced during the process.
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ABSTRACT

Cell-to-cell movement of Melon Necrotic Spot Virus requires two movement
proteins (MP), p7A and p7B. The former has been described as a hydrophilic protein
essential for the local spread of the infection most likely due to its RNA-binding
properties. Two RNA binding themes commonly observed in RNA-protein interactions
can be found among the conserved structural elements of this MP: a sequence rich in
positively-charged residues that can be induced to fold as a a-helix as well as the
presence of conserved aromatic residues positioned at the end of a pB-sheet
conformation. The disruption of these elements revealed a strong correlation between
MNSV cell-to-cell movement and in vitro p7A RNA binding capacity. The subcellular
localization of p7A was studied by using a variety of transient and virus vector-based
expression systems involving fusions between the p7A and fluorescent reporter proteins
combined with microsomal fractionation and bimolecular fluorescence complementation.
The p7A was localized at the Golgi stacks even in the absence of any viral factor and
later it was observed at the cellular periphery in co-localization with plasmodesmata
markers. The possible existence of a Golgi-mediated route assisted by host factors for

intracellular movement of this protein is discussed.
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INTRODUCTION

Most of plant viruses move from cell-to-cell through channels in the cell wall that provide
symplastic connections between adjacent cells, known as plasmodesmata (PD). Therefore, the
local spread of the infection requires the trafficking of movement-competent viral elements into
the correct pathway towards the plasma membrane. To achieve this function, viruses encode
one or more non-structural factors known as movement proteins (MPs). Despite the structural
differences found among MPs most of them share functional features, such as: the RNA binding
capacity; the interaction with viral and host factors and the PD gating (reviewed in Lucas, 2006;
Waigmann et al., 2004). Moreover, it has been shown that a particular MP is able to
complement the movement deficiency of viruses from unrelated families (Sanchez-Navarro et
al., 2006; Scholthof, 2005). In the other hand, a large number of MPs have been identified as
membrane proteins often associated to the endoplasmic reticulum (ER)/actin network and the
citoskeletal elements suggesting a great dependence on the cell macromolecular transport
system for the viral transport (Nelson and Citovsky, 2005). In this sense, plant viruses have
developed a variety of strategies to carry out the intracellular movement, for example: the
Tobacco mosaic virus (TMV) MP can be targeted to PD most likely using both the ER/actin and
microtubules network but without the participation of the Golgi-mediated secretory route (Boyko
et al., 2007; Wright et al, 2007); the multi-component transport system of potex-like and hordei-
like viruses (the triple gene block, TGB) consisting on three different proteins (TGBp1, TGBp2
and TGBp3) move from ER to the cellular periphery generating mobile ER-derived bodies
(Morozov and Solovyev, 2003) and later, some components are recycled by the endocityc
pathway (Haupt et al., 2005); finally, it has been established that neither a functional secretory
pathway nor an intact cytoskeleton are required for MP targeting to the plasma membrane in
some tubule forming viruses (Boevink and Oparka, 2005) although the participation of the
secretory transport has been suggested for tubule formation (Laporte et al., 2003; reviewed by
Ritzenthaler and Hofman, 2007).

The cell-to-cell movement of carmoviruses requires concerted action of two small proteins,
not larger than 12 kDa (Cohen et al., 2000; Genoves et al., 2006) and encoded by a cassette of
two genes referred as the double gene block (DGB) (Hull, 2002). The structural and molecular
properties of the corresponding gene products (DGBp1 and DGBp2) have been studied in vitro.
Biochemical assays have demonstrated that homologous DGBp1, characterized as positively
charged proteins, are able to bind single stranded RNA (ssRNA) (Akgoz et al., 2001; Marcos et
al., 1999; Navarro et al., 2006; Vilar et al., 2001; Vilar et al., 2005). On the other hand, DGBp2
are integral membrane proteins that anchors in the reticulum endoplasmic trough either single-
or two- spanning transmembrane domains (Martinez-Gil et al., 2007; Navarro et al., 2006; Sauri
et al., 2005; Vilar et al., 2002). In this scenario, the ability of carmoviruses to move from cell-to-

cell could be determined by the formation of a hypothetical genome-DGBp1 complex that would
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be assisted by the ER-interacting DGBp2 (Villar et al., 2002). However, speculation concerning

this model has been only based on in vitro biochemical data.

The Melon necrotic spot virus (MNSV) has a single-stranded RNA genome of 4.3 kb wich
code for five viral proteins: the p29 and the read-through p89, both involved in virus replication,
are released from the genomic-length RNA (gRNA), whereas the small p7A and p7B (DGBp1
and DGBp2, respectively) and the coat protein (p42) are translated from the 1.9 and 1.6 Kb
subgenomic RNAs (sgRNAs), respectively (Genoves et al., 2006; Riviere and Rochon, 1990).

In this investigation, we have addressed further insight in the p7A contribution on virus
cell-to-cell movement. For this purpose, we analyzed the involvement of p7A conserved
structural elements in spread of the viral infection by amino acid replacements in the p7A
sequence of a MNSV vector carrying the green fluorescent protein (GFP). Results revealed a
strong correlation between MNSV cell-to-cell movement and p7A RNA binding capacity. In the
other hand, we have demonstrated that p7A was initially targeted to the motile Golgi apparatus
(GA) stacks and later on the PD-rich areas at the cell periphery in absence of any other viral
factor. These last results represent the first clear association of a plant viral movement protein

to the GA stacks and can provide new clues on the intracellular transport of plant viruses.

MATERIALS AND METHODS

Site-directed mutagenesis into p7A ORF.

All the positively charged amino acids and the conserved Fg;NgsFg5 motif were replaced
to alanine as well as the AP mutation within the p7A open reading frame (ORF) by using
pMNSV(Al)-Acp-GFP and pET-p7A as templates (Genoves et al., 2006; Navarro et al., 2006).
Mutants were obtained by oligonucleotide-direct mutagenesis using the QuickChangeR XL-Site
Direct Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) according to the manufacturer protocol and

specific primer pairs listed in Supplemental Table 1.

In vitro transcription of MNSV RNAs and inoculation of plants.

In vitro transcripts derived from all the MNSV constructs were synthesized by T7 RNA
polymerase (Roche Diagnostics, Germany) and then, 6-8-days-old Cucumis melo L. subsp.
melo cv. Galia and N. benthamiana plants were mechanically inoculated by either rubbing fully
expanded cotyledons or young leaves, respectively with the viral RNAs. Two days before, the
melon cotyledons were infiltrated with A. tumefaciens carrying pMOG42 (Genoves et al., 2006).
In N. benthamiana plants, p42 together with the STtmd-ChFP (Syalil transferase trasmembrane
domain-Cherry Fluorescent Protein) Golgi marker were expressed by infiltration of A.
tumefaciens carrying either pMOG42 or pCBNoXbaSTtmdCherry, respectively, but ten hours

after viral inoculation.
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Table 1. List of primers used for site-directed mutagenesis

Mutant Primer Sequence'r in 5°-3" orientation Position*
K27A VP840 GGTGACAGCGGGGGAAAACAGGCGAACTCAATGGGG 2500-2535
VP841 CCCCATTGAGTTCGCCTGTTTTCCCCCGCTGTCACC 2535-2500
KssA VP842 GAACTCAATGGGGCGAGCGATAGCCAATGATGC 2523-2555
VP843 GCATCATTGGCTATCGCTCGCCCCATTGAGTTC 2555-2523
AP VP844 GCGAAAGATAGCCAATGATCCTATCTCTGAATCGAAGCAAGG 2535-2576
VP845 CCTTGCTTCGATTCAGAGATAGGATCATTGGCTATCTTTCGC 2576-2535
KasA VP799 GCTATCTCTGAATCGGCGCAAGGAGTTATGGG 2555-2585
VP800 CCCATAACTCCTTGCGCCGATTCAGAGATAGC 2585-2555
R13AR A VP836 GAACAAACTAATCCTGCTGGAGCAAGTAAAGAACGTGGTGACAGCGGGGG 2464-2514
VP837 CCCCCGCTGTCACCACGTTCTTTACTIGCTCCAGCAGGATTAGTTTGTTC 2514-2464
K2sAK27A VP795 GGTGACAGCGGGGGAGCACAGGCGAACTCAATGGG 2500-2536
VP796 CCCCATTGAGTTCGCCTGIGCTCCCCCGCTGTCACC 2536-2500
R32AK33A VP797 GAACTCAATGGGGGCAGCGATAGCCAATGATGC 2523-2548
VP798 GCATCATTGGCTATCGCTGCCCCCATTGAGTTC 2548-2523
KssAKsgA VP801 GCACATACATTGCTGATGCAATTGCGGTGACTATTAACTTTAAC 2591-2635
VP802 GTTAAAGTTAATAGTCACCGCAATTIGCATCAGCAATGTATGTGC 2635-2591
FeaANgsAFesA VP847 ATTAAGGTGACTATTAACGCTGCCGCTTAGTGTATGGCTTGTTGCCGTTGC 2611-2661
VP846 GCAACGGCAACAAGCCATACACTAAGCGGCAGCGTTAATAGTCACCTTAAT 2661-2611
R13AR15AK17AR10A VP793 GAACAAACTAATCCTGCTGGAGCAAGTGCAGAAGCTGGTGACAGCGGGGG 2464-2513
VP794 CCCCCGCTGTCACCAGCTTCTGCACTIGCTCCAGCAGGATTAGTTTGTTC 2513-2464

T The boldface identifies the location of the nucleotide changes and underlined sequences indicate the codon
* The nucleotide positions within MNSV genome are indicated.

Expression in bacteria, purification and analysis of MNSV p7A mutant forms.

All pET-p7A constructs were introduced into E.coli strain BL21(DE3) pLysS by
electroporation (GenePulser Xcell™ electroporation system, Bio-Rad). The recombinant His
tagged p7A (His-p7A) protein and the mutants were purified by using Ni-NTA agarose and
analyzed by SDS-PAGE in 12% poliacrylamide gels after quantification by absorbance

measuring.

Nucleic acid binding assay.

Protein RNA-binding studies were performed by means of electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) as previously described (Herranz and Pallas, 2004). Briefly, different
concentrations of either the His-tagged p7A or the mutants were incubated 30 min at room
temperature with a digoxigenin-labeled plus-strand MNSV RNA (Gosalvez et al., 2003) in a 10
pl reaction mix also containing 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 50 % glycerol and 2 units
of RNase inhibitor. Afterwards, samples were electrophoresed on a 1% agarose gel in 1X TAE
buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0), capillary-transferred to nylon membranes
(Roche Diagnostics GmbH) in the presence of 10X SSC (1,5M NaCl, 0,15M sodium citrate) and
exposed to UV irradiation (700 x 100 ud/cm2) to cross-link RNA. Riboprobe detection was

conducted as previously described (Pallas et al., 1998).
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Construction of recombinant MNSV-Al and MNSV-AI/264 cDNA clones.

The cDNA corresponding to the 3’ termini of MNSV-264 gRNA were obtained by RT-PCR
of total RNAs isolated from leaves of melon plants infected with MNSV-264 isolate (Diaz et al.,
2004) and purified after electrophoretic separation on polyacrylamide gels. After restriction with
the appropriate endonucleases, the MNSV-264 3' UTR was inserted into pMNSV/(AI) which 3’
UTR was previously removed to generate the recombinant pMNSV(AI/264) clone. The
sequences of both MNSV-264-specific primers were obtained from GenBank database
(accession number AY330700). In the case of recombinant GFP and GFP-p7A MNSV(AI/264)
clones, the p42 gene from pMNSV(AI/264) clone was either replaced by the GFP or by the
GFP-p7A  ORF to generate pMNSV(AI/264)Acp-GFP and pMNSV(AI/264)Acp-GFP7A,
respectively. For the pMNSV(Al)Acp-GFPp7A clone, the p42 gene was replaced by the GFP-
p7A ORF.

Agrobacterium tumefaciens-mediated transient expression assays and bimolecular

fluorescent complementation

cDNAs of recombinant proteins corresponding to GFP-p7A (green fluorescent protein
fused in frame to the amino terminus of the p7A), N-[YFP]-p7A and Ci-[YFP]-p7A consisting on
an amino-terminal yellow fluorescent protein (YFP) fragment (residues 1-155, referred to as N
[YFP]) and a carboxyl-terminal YFP fragment (residues 156-238, referred to as C-[YFP]) fused
to the amino terminus of the p7A were obtained by standard procedures. All these recombinant
proteins together with the Ni-[YFP] and C-[YFP] fragments were inserted in the binary vector
pMOG800 under the control of the Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter (Knoester et
al., 1998). Additionally, expression cassettes containing the Ni-[YFP] and C-[YFP] fused to the
N-terminal signal peptide sequence of Arabidopsis thaliana basic chitinase and the C-terminal
ER-retention signal HDEL were obtained from pRT-YN-ER and pRT-YC-ER, respectively and
cloned into pMOG800. pRT-YN-ER and pRT-YC-ER were kindly provided by Dr Jari P. T.
Valkonen (University of Helsinki, Department of Applied Biology, Helsinki, Finland). The
previously described binary constructs together with the pMOG(GFP) carrying GFP expression
cassette, (Herranz et al., 2005), were introduced into Agrobacterium tumefaciens strain C58C1
by electroporation (GenePulser Xcel™ electroporation system, Bio-Rad). Transient expression
assay on N. benthamiana plants was performed as previously described (Sanchez-Navarro et
al., 2006). For experiments requiring co-infection of more than one construct, bacterial strains
containing the constructs were mixed before performing the leaf infiltration, with the inoculum of
each construct adjusted to the required final ODgg. Infiltrated plants were kept in grown
chambers in 16h light at 25°C and 8h dark at 22°C.

Microsomal fractionation and immunoblotting.

Microsomal fraction (P30) of extracts from approximately 2 g of N. bentathamiana leaves

transiently expressing either GFP or GFP-p7A were performed in the presence of 5 mM MgCl,
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as previously described (Peremyslov et al., 2004). Immunoblot was done using mouse

polyclonal antibody to GFP (Roche Diagnostics, Germany).

Fluorescent microscopy

All imaging was conducted on a Leica TCS SL confocal laser-scaning microscope using
an HCX APO 40x/0.90 w water dipping lens to study the subcelular localization of the
fluorescent tagged proteins. GFP and YFP fluorescence was visualized by 488 nm excitation
with a Kr/Ar laser and its emission was examined with a bandpass filter for 500-520 nm. For
imaging of ChFP and mRFP fluorescence excitation at 514 nm was used and emission
examined at 600-620. When indicate, successive serial images were recorded along the Z axis
of the microscope over a range of N. benthamiana epidermal cell planes and finally merged to

be displayed.

RESULTS

Mutational analysis of p7A function in MNSV cell-to-cell movement.

The p7A is a positively charged protein structured in three conserved domains among
carmoviruses: an unordered N-terminus, an inducible a-helical central region and a C-terminus
with a potential B-sheet folding that exhibits the highest degree of sequence similarity and the
conserved motif FNF (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001; Navarro et al., 2006) (Figure 1).
Here, alanine-scanning mutagenesis was used to map structure-to-function relationships
through the entire p7A sequence. The mutant p7A variants were engineered into a recombinant
cDNA clone of MNSV tagged via insertion of GFP reporter gene instead of the CP ORF, since
the CP was reported not to be essential for cell-to-cell movement although favoured it, most
likely due to its capacity to delay the RNA silencing mechanism (Genoves et al., 2006). The
RNAs derived from modified pMNSV(Al)-Acp-GFP clones were inoculated onto melon
cotyledons that, in order to avoid any potential detrimental effect caused by the absence of the
CP, were previously agro-infiltrated with the CP-expressing construct pMOG42. Approximately
20 to 30 individual infection foci of at least five different plants were analyzed for each of the
MNSV variants at 2-3 days post inoculation (dpi). Local spread was measured by quantifying

the fluorescent area.

As observed in Figure 1, each of the mutations, either single or double, introduced into
the p7A central domain resulted in the complete inhibition of virus cell-to-cell movement, except
for the K43A mutant that reduced it approximately to 65%. Instead, double mutants at the p7A
amino- and carboxyl-terminal regions slowed down local spread approximately to 70%,
moreover, the combination of both mutants resulted in a considerable reduction to 34% (Figure

1). Nevertheless, the movement was abolished after four A replacements of positively charged
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residues within the protein N-terminus (Figure 1). These results indicate that p7A function in
MNSV movement is given by positively charged residues of its sequence, especially those

within the protein central domain.

In the other hand, it is well characterized that p7A central domain derived peptide, p7A,s.
44, €an be induced to fold into a a-helical conformation (Navarro et al., 2006). Moreover, the
significance of a-helix in the protein RNA-binding properties has been demonstrated for the
RNA binding domain (RBD) of the CarMV homologous movement protein p7 (Vilar et al., 2005).
Thus, the replacement of Ass with P in p7A should preclude the adoption of the a-helical
structure of the central domain, as occurs in p7 (Vilar et al., 2005). As expected, only individual
fluorescent cells were observed when the RNAs derived from this construct were inoculated
(Figure 1). Finally, the replacement of the p7A consensus motif FNF with A residues resulted in
the block of virus local movement (Figure 1).These results underscore the critical nature of the
p7A a-helical structure and FNF motif revealing that they are essential for the MNSV cell-to-cell

movement.
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Figure 1. Site-directed mutagenesis analyses of p7A function in MNSV cell-to-cell movement in melon plants. A
schematic representation of the secondary structure of the p7A showing the three different structural regions separated
by dotted lines is displayed in the upper side of the figure. The conserved. a-helix and B-sheet structures are
represented by boxes and broken lines, respectively. Below the scheme, a diagrammatic presentation of the results
from the p7A site-directed mutagenesis analysis is presented. The residues that were modified in p7A ORF into the
pMNSV/(Al)Acp-GFP construct are showed in red and their relative position is indicated by a subheading number.
Moreover, the number of replacements generated in each mutant are indicated over and underlined in p7A sequence.
Combination of mutants R13AR1sA and KssAKsgA is indicated by using a key. All of the modifications consisted on
alanine replacements except for AzP. An image of a representative fluorescent infection focus taken 2-3 days after
inoculation of each MNSV mutant RNAs on melon cotyledons by using a confocal laser microscope is shown. The
percentages below the images indicate the infected tissue area generated by each mutant relative to that produced by
the original MNSV RNA. No percentage indicated the appearance of unicellular foci.

In order to discard that the mutant p7A variants were affected in the virus replication,

fluorescent area generated by the mutants with reduced movement was cut, discarding non-
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infected tissue, and total RNAs were extracted. Northern-blot hybridisation with an antisense
specific ribobrope from GFP revealed that the MNSV RNAs were multiplied and accumulated at
approximately the same amounts, indicating that viral replication was not affected (data not

shown).

The p7A RNA binding capacity is required for MNSV cell-to-cell movement.
The in vitro RNA-binding activity of the p7A suggests that it might be involved in the

formation of the MNSV genome-MP complex in vivo (Navarro et al., 2006). Therefore, the
differences in the infection spread among mutant p7A variants could be a direct consequence of
its RNA-binding capabilities. To further evaluate this possibility, the in vitro RNA-binding
properties of the p7A variants were analyzed by in vitro electrophoretic mobility shift assay
(EMSA). The EMSA were performed using a MNSV-specific DIG-labelled ssRNA riboprobe and
increasing amounts of either a His-tagged p7A (referred afterwards as wt p7A) expressed from
pET-p7A construct (Navarro et al., 2006) or the His-tagged p7A variants obtained by pET-p7A
alanine-scanning mutagenesis (Figure 2A). For wt p7A, all added RNAs were quickly converted
to a slightly-retarded intermediate complex (IC) even at very low quantities of the protein (<1 ng)
(data not shown), however, with increasing amounts IC was progressively disappearing as a
fully-retarded complex (FC) that hardly enters in the gel. This FC was initially detected in the
presence of 10 ng of protein whereas the IC practically disappeared when 160 ng of protein
were added to the binding mixture (Figure 2B). Similar complexes have been described either
for viral (for example; Infectious bronchitis virus, IBV nucleocapsid and Poa semilatent virus,
PSLV TGBp1) or for non-viral proteins (the major core informosome protein associated with
eukaryotic mMRNA p50) (Kalinina et al., 2001; Osborne and Elliot, 2000). Moreover, in the case
of PSLV TGBp1, the fully and partially retarded complexes showed distinct shapes as were

imaged by atomic force microscopy (Kalinina et al., 2001).

The RNA-binding ability of the p7A central domain mutant R3;,AK 33A was drastically
inhibited (Figure 2D) even at 600 ng of protein (data not shown) whereas the N terminus
R13AR/5A substitution had negligible effect on the RNA-binding process (Figure 2C). When the
central a-helix was disrupted in the AzgP mutant, the RNA binding capacity also disappeared
(Figure 2E) indicating the requirement of the secondary structure element for this property.
Finally, p7A C- terminus mutant Fg3ANgsAFgsA (Figure 2F), although still able to bind RNA, did it
with an apparent dissociation constant (Kd= 1.7 uM) 6-fold higher than that obtained for both
p7A and R3AR5A (0.3 uM and 0.28 uM, respectively). Taken together, the results presented
above establish a direct correlation between the RNA binding capacity of the p7A and the viral
cell-to cell movement, except in the case of the conserved FNF motif mutant which is probably

involved in other p7A quality necessary in the viral movement.
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Figure 2. Comparison of in vitro RNA binding properties between the His-tagged p7A and some representative His-
tagged p7A variants by electrophoretic mobility shift assays (EMSA). A) Schematic representation of the p7A structure
as in Figure 1 showing the location of basic residues (K or R) by + symbols and the representative p7A mutants which
were selected to study their RNA-binding properties by EMSA. A representative EMSA from wild-type (wt) and each p7A
mutant are presented: B) EMSA from wild-type p7A, C and D) EMSA from two-positively charged to alanine
replacements located either at the amino termini (left) or at the central region (right) of p7A. E) EMSA from AssP p7A
mutant and F) EMSA from Fg;ANgsAFssA p7A mutant. The position of free RNA, intermediate (IC) and fully retarded (FC)
complexes are indicated. Ky of the His-p7A/RNA formation was determined by Hill transformation of data from three
independent EMSA.

Subcellular localization of tagged p7A during infection in N. benthamiana leaves.

To further elucidate the p7A properties that make this protein necessary for the viral
movement we addressed the subcellular localization of a GFP-tagged p7A in a MNSV infection
background. After inoculation of run-off transcripts derived from the clone pMNSV/(AI)-Acp-
GFP7A over melon cotyledons, punctuate fluorescent bodies were observed within the
cytoplasm (Figure 3A-C) and the periphery (Figure 3D-E) of the infected cells. The identification
of this protein pattern requires the transient expression of well-establish subcellular markers for
co-localization assays (Haupt et al., 2005). In this scenario, the experimental host was changed
to N. benthamina, commonly used in subcellular studies of plant viral movement proteins. This

plant is host for isolate MNSV-264, which possesses an avirulence determinant in its 3’-UTR
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allowing the infection of non-cucurbit species (Diaz et al., 2004). Thus, the pMNSV/(AI) clone
was modified by replacing its 3'-UTR from that of the isolate MNSV-264 (pMNSV/(AI)/264). The
inoculation of N. benthamiana leaves with transcripts derived from pMNSV(AI)/264 resulted in
the development of both local and systemic infection symptoms. As expected, Northern-blot
hybridization of RNA extracted from the infected tissue with an antisense specific ribobrope
from 3’-UTR of isolate MNSV-264 revealed that the genomic and both subgenomic RNAs were

multiplied (data not shown).

20,00 um

Figure 3. Subcellular localization of GFP tagged p7A by MNSV-derived vector expression in cotyledons of Cucumis
melo L. subsp. melo cv. Galia. A) Confocal laser image resulted from serial projection of 30 recorded scans (10 uM
deep) of an individual epidermal cell from infection foci generated by inoculation of in vitro transcripts derived from the
pMNSV/(Al)-Acp-GFP-p7A onto melon cotyledons. The area inside the inset has been enlarged in a new scan to clearly
show the fluorescent bodies (panel B) and the absence of signal inside the nucleus (panel C). D) Confocal laser
enlarged scan showing the localization of fluorescent paired structures at both sides of the cell wall produced by GFP-
p7A at the boundary between two adjacent cells (see the white light image at the panel E).

Once demonstrated the viability of this quimera construct, it was replaced the p42 ORF
either by the GFP ORF (pMNSV(Al)-Acp-GFP/264) or by the GFP-p7A ORF (pMNSV/(AIl)-Acp-
GFP-p7A/264), respectively. The expression of the GFP or GFPp7A is driven by sgRNA 2,
generated after virus replication. After inoculation of run-off transcripts derived from pMNSV(Al)-
Acp-GFP/264 over N. benthamiana leaves, no local lesions were seen but fluorescent infection
foci were observed. These results indicate that the chimeric RNAs were able not only to
replicate but also to move from cell-to-cell in the absence of CP, as stated above for melon
infection. After 2-3 dpi, confocal laser scanning microscopy revealed that the GFP was
uniformly distributed among cytoplasm and nuclei of infected cells but, interestingly, the GFP-
p7A was also detected in motile granules within the cell cytoplasm (Figure 4A) trafficking in
particular directions, most likely along the actin microfilaments (Figure 4B-C). Moreover, at later

infection stages (3-4 dpi) the fluorescent signal was also observed as aggregates localized
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primarily close to the cell plasma membrane (Figure 4D) that occasionally resembled cell wall
embedded punctuate bodies (Figure 4E). This pattern distribution resembles that of Golgi
apparatus (GA) stacks (Saint-Jore-Dupas et al., 2004).

30,00 um

Figure 4. Subcellular localization of GFP tagged p7A by MNSV-derived vector expression. A) Confocal laser scan of an
individual epidermal cell from infection foci generated by inoculation of in vitro transcripts derived from the
pPMNSVAI/264)Acp-GFP-p7A onto N. benthamiana leaves. The areas inside the insets have been enlarged in new
scans to clearly show the fluorescent bodies and the absence of signal inside the nucleus. B) Confocal laser image
resulted from serial projection of 30 recorded scans (10 uM deep) of an epidermal cell showing the motile bodies
trafficking in a particular direction most likely along the actin filaments. The movement of 3 bodies (indicated with arrows
and numbers 1,2, and 3) located inside the inset was followed by three consecutive scans of the same confocal plane
and enlarged in panel C. D) Confocal laser enlarged scan showing the localization of fluorescent aggregates produced
by GFP-p7A (left side image) at the boundary between two adjacent cells (white light image at right side) and a different
scan showing fluorescent punctuate structures generated by GFP-p7A at both sides of the cell wall in panel E.

To corroborate the identity of these bodies as GA stacks a co-localization assay was
performed consisting on the infection of N. benthamiana leaves with MNSV(AIl)-Acp-GFP-
p7A/264 RNAs and after that, when the infected leaves recuperated their vigour, the STtmd-
ChFP (Syalil transferase trasmembrane domain-Cherry Fluorescent Protein) marker was

transiently expressed by agro-infection. Note that the STtmd is well established as a trans GA
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marker in plants (Wee et al., 1998). After 24 to 48 hours, co-localization of the red and green
signals was observed (Figure 5A-C) revealing tight association of the GFPp7A granules and the

GA stacks, even that the p7A is a soluble protein.

Considering that the p7A is lacking hydrophobic domains, it was decided to investigate
whether its association to GA stacks could be mediated by the presence of the DGB-
counterpart membrane-associated protein (p7B). For this purpose, a frame-shift mutation was
introduced in position 2646 of the pMNSV(AI)-Acp-GFP-p7A/264 construct to impede the
synthesis of p7B (Genoves et al., 2006). Run-off transcripts derived from this clone were used
in a GFP-p7A/STtmd-ChFP co-localization assay as described before. No modification of the
subcellular localization of GFP-p7A was observed (Figure 5D-F) suggesting that either other
MNSYV proteins, as the replicases, or host factors are involved in the GA stacks and cellular
periphery targeting of p7A.

STtmd-ChFP Overlay

Figure 5. Identification of GFP-p7A motile granules as Golgi stacks by fluorescence co-localization assays with STtmd-
ChFP subcellular marker in N. benthamiana leaves. A and D, confocal laser scan showing the bodies generated by
GFP-p7A expression from viral infection with viral RNAs derived from the original and the p7B deficient
pMNSV/(AI/264)icp-GFP-p7A construct, respectively. B and E) Identical confocal laser scan registering the red
fluorescence staining of Golgi stacks by the (bandpass of 600-620 nm) transient expression mediated by agroinfection
of STtmd-ChFP. C and F) Merged image of panel A and B (panel C) as well as that resulting from panels D and E
overlay (panel F) showing co-localization of GFP-p7A bodies and STtmd-ChFP labeled Golgi stacks.
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Subcellular localization of tagged p7A by A. tumefaciens-mediated expression reveals

non-viral factor requirements for the Golgi association.

The recombinant protein GFP-p7A, as well as the GFP were expressed transiently in N.
benthamiana leaves by agro-infiltration. The anti-GFP immunoblot analysis of the subcellular
fractionation of extracts derived from expressing tissue (Peremyslov et al., 2004) revealed that
the distribution of both proteins was quite different (Figures 6A and D). As expected, all the free
GFP was present in the soluble fraction (S30) but the GFPp7A was detected in this soluble
fraction and predominantly associated to the insoluble pellet (P30), which mainly contains
membranous material and cell organelles. Interestingly, in the P30 fraction it was observed
possible multimeric forms of the protein, referred as GFP-p7A dimmers (GFP-p7A/D) and
oligomers (GFP-p7A/O) (Figure 6D). These results suggest that the protein could associate with
membrane organelle in agreement with the subcellular location of the GFP-7A expressed during
a MNSV infection. Moreover, confocal laser scanning microscopy revealed that the distribution
pattern of the fluorescence from the cells expressing GFP-p7A (Figures 6E and F) was different
from the cells expressing free GFP (Figures 6B and C). As indicated the subcellular
fractionation, this fusion protein (GFPp7A) was detected in the cell soluble fraction (cytoplasm
and nucleus); however, it was also observed in punctuate structures (Figures 6F and G) that co-
localized with STtmd-ChFP (Figures 6G-I). Moreover, fluorescent structures could be observed
as granulates at the cell periphery (Figure 6J), which co-localized with the MP of Tobacco
mosaic virus, TMV, (Figures 6J-L), a well-characterized PD marker protein (Waigmann et al.,
1994) These results indicate that the distribution pattern previously observed with GFPp7A
expressed from the viral RNA is also observed with the transiently expression of the fusion
protein carried out in absence of any other viral factor. Nevertheless, in this case GFPp7A was
also observed in the soluble fraction.

In the other hand, the detection of the GFP-p7A as multimers strongly suggested the
existence of self-interaction for p7A and thus, further studies on p7A subcellular localization in
the absence of viral factors were performed by using the Bimolecular Fluorescence
Complementation (BiFC) assay (Citovsky et al., 2006). For this purpose, it was fused either an
amino-terminal or a carboxyl-terminal Yellow Fluorescent protein (YFP) to the amino terminus of
the p7A to generate N-[YFP]-p7A and C-[YFP]-p7A recombinant proteins, respectively. Two
days after the Agrobacterium-mediated co-expression of both half-YFP-tagged p7A, it was
observed a fluorescent signal located at particular granules that actively moved throughout the
cytoplasm of N. benthamiana epidermal cells (Figure 7A) whereas the expression of each
recombinant protein alone did no produce any detectable fluorescent signal (data not shown).
Three days later, the fluorescent signal was also observed as aggregates localized primarily
close to the plasma membrane (Figure 7B-C). Moreover, the identity of these p7A-mobile
bodies as GA stacks was confirmed by co-localization of the green signal from both N-[YFP]-
p7A and C[YFP]-p7A expressed together with the red signal from the recombinant protein
STtmd-ChFP (Figure 7D-F).
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Figure 6. Analysis of the subcellular localization of different fluorescent tagged p7A in the absence of viral factors by
means of the transient expression mediated by A. tumefaciens infection in N. benthamiana leaves. A and D)
Immunoblotting of microsomal fractionation of N. bentramiana leaves transiently expressing either GFP or GFP-p7A,
respectively. B and E) Confocal laser images resulting from the serial projection of 30 recorded scans (10 uM deep) of
an epidermal cell showing the fluorescence distribution obtained when either the GFP (panel B) or the GFP-p7A (panel
E) were expressed. The areas inside the insets have been enlarged in new scans to clearly show the presence of the
fluorescent bodies in GFP-p7A expression (pointed by arrows in panel F) but their absence inside the cells expressing
GFP (panel C). G to I) Identification of the fluorescent bodies observed by agro-expression of GFP-7A in N.
benthamiana leaves as Golgi stacks by fluorescence co-localization assays with STtmd-ChFP subcellular marker. G
and H) Identical confocal laser scan registering the green and the red fluorescence staining of Golgi stacks by the
transient expression mediated by agro-infection of both GFP-p7A (green) and STtmd-ChFP (red), respectively. I)
Merged image of panel G and H showing co-localization of GFP-p7A bodies and STtmd-ChFP labeled Golgi stacks
(some of them pointed by arrows). J to L) Confocal laser scans of epidermal cells co-expressing GFP-p7A and the
Tobacco mosaic virus movement protein fused to the mRFP ORF (MPTMV-mRFP) as plasmodesmal marker. Overlay
images of the red, the green and the white light channels showing colocalization of the viral protein and the PD marker
on the boundaries between adjacent epidermic cells are displayed in the panel L.
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It has been described that the non-fluorescent half-YFP fragments are able to form
fluorescent complexes by self-assembly in the absence of any specific interaction (Walter et al.,
2004). Moreover, the re-assembly efficiency between these non-interacting YFP fragments can
be increased either by concentrating both N-[YFP] and C-[YFP] into a cellular compartment as
the ER luminal space (Zamyatnin et al., 2006). Indeed, when N-[YFP] and C-[YFP] constructs
were used as negative controls, fluorescence was observed both at early (Figure 7G) and late
(Figures 7H-1) stages post-agroinfection. However, in both cases the fluorescence distribution
was completely different to that observed when the p7A was present, since neither Golgi-stacks
(compare Figures 7A vs 7G) nor punctuate granules at the plasma membrane (compare Figures
7B-C vs 7H-I) were observed. Taken together the GFPp7A localization, subcellular fractionation
and BiFC experiments strongly indicate that p7A is autonomously targeted to Golgi and PD in
absence of any other viral factor. In this scenario, since p7A is a soluble protein and does not
require any other viral protein, its localization in these membranous organelles could be lead by
host factors.

A N‘[Y%P]—p7A + c‘[YFP—p7A] B N{YFP]-p7A + C{[YFP-p7A]
.
-

E ChFP-STtmd Overlay

—
8,00 pm 8,00 um

N{YFP] + C{[YFP] H N{[YFP] + C[YFP]

Figure 7. Subcellular localization of GFP-p7A in the absence of viral factors by bimolecular complementation
fluorescence assay in N. benthamina leaves. A-C) Fluorescence distribution resulting from co-expression of N-[YFP]-
p7A and C[YFP]-p7A in motile granules (panel A) and cellular boundary (panel B). A image taken under white light of
the panel B scan is displayed in panel C. D-F) Coexpression of Ni-[YFP]-p7A,and C«[YFP]-p7A (panel D) together
STtmd-ChFP (panel E) recombinant proteins showing colocalization of both fluorescent signals (panel F). G-H) Images
taken with panels A and B identical parameters showing the fluorescence distribution that resulted from Ni-[YFP] and Ci-
[YFP] fragments co-expression and the corresponding white light image of the panel H scan (panel ).
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DISCUSSION

In this work, we focused on the requirements of the RNA binding properties of the DGBp1
in the MNSV movement and its subcellular localization in order to go further in the knowledge of
the route this virus utilizes for intracellular trafficking. Previous work demonstrated that the
MNSV DGB products (p7A and p7B) operating in trans are sufficient to move viral RNAs among
neighbouring cells, indicating that cell-to-cell movement of MNSV should take place as
ribonucleoprotein complexes (Genoves et al., 2006). Unlike CarMV DGBp1 (p7), which
possesses a precise well-characterized RNA binding domain (RBD) localized at the a-helical
structured central region of the protein (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001; Vilar et al., 2005),
both the amino and carboxyl terminal regions of the MNSV p7A molecule were shown to be
involved in the in vitro RNA-binding, in spite of being less important than the central region
(Navarro et al., 2006). In the other hand, the essential role of the positively charged amino acids
lateral chains in the RNA binding process has been described for different viral genera (Herranz
et al., 2005; Morozov and Solovyev, 2003) including carmoviruses (Vilar et al., 2001; Wobbe et
al., 1998). However, experimental data supporting those observations were not provided. Thus,
the nature of the p7A-RNA interaction and their relevance in MNSV cell-to-cell movement was
explored.

Two RNA binding themes commonly observed in RNA-protein interactions can be found
among the conserved structural elements of p7A: (i) a sequence rich in arginine and lysine
residues, mainly comprising both the Nt and central domain, which can be induced to fold as a
a-helical conformation and (ii) the aromatic residues positioned at the end of the B-sheet-folded
Ct region that could be also involved in unstacked RNA bases binding (Drapper, 1999; Jones et
al., 2001). Our results revealed that cell-to-cell movement was essentially not permissive to any
change affecting either the removal of positively charged residues or the destabilizing of the
secondary structure of the p7A central region whereas Nt and Ct regions admitted reduction in
the number of positive charges before the movement was completely abolished. Moreover, the
correlation of cell-to-cell movement extension with the p7A RNA binding activity was
corroborated by EMSA. The major contribution of the central region in this interaction was
further demonstrated since the reduction in only one of the positive charges as well as the
distortion of the a-helix by proline insertion resulted in the total inhibition of the in vitro RNA
binding ability of p7A, whereas, the interaction seems to be unaltered when two positive
charges were removed from the Nt region. These results are similar to those observed for the
RNA binding domain (RBD) of the Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) MP (Herranz et al.,
2005), for which RNA binding properties were shown to be essential for cell-to-cell movement.
In the other hand, a different situation was observed when the aromatic lateral chains of the
conserved residues located at the Ct end of p7A were eliminated. In this case, cell-to-cell
movement was blocked but RNA binding affinity was not abolished. Impaired cell-to-cell

movement in FNF motif p7A mutant could result from the hindering of essential interaction with
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either viral or host proteins, since, the aromatic residues could act as anchors in the binding
interface of identical or different interacting proteins (Rajamani et al., 2004) and conserved polar
and aromatic residues have been shown to be highly likely peptide binding sites (Ma et al.,
2003).

Furthermore, our results demonstrated that the MNSV p7A is associated to the Golgi
stack system and to the cell peripheral PD in the absence of the MNSV p7B, the membrane-
associated partner essential for MNSV cell-to-cell movement, and any other viral factor.
Interestingly, as far as we know, no previous association to Golgi stacks has been described for
viral movement proteins. Moreover, it is generally accepted that intra e intercellular movement
of plant viruses occurs through cellular machinery of macromolecular transport that the virus
hijacks for its delivery to and through PD. According to this, it has been established the
involvement of the cortical ER and the actin cytoskeleton for targeting TMV MP to PD, the
secretory vesicles for tubule-forming viruses and the actin-ER-driven and the endocitic
pathways for the TGB MPs (see Ritzenthaler and Hofman, 2007 and Waigmann et al., 2007 for
review). Nevertheless, the association to the Golgi apparatus has never been demonstrated
before in any of these mechanisms.

In the other hand, it has been reported that RNA-binding MPs from multi-component
transport systems such as the triple gene block of proteins from rod-shaped viruses (the triple
gene block protein 1; TGBp1) and 30K superfamily members are localized in the
plasmodesmata of infected tissue. However, the TGBp1 generated from either transient or
transgene-expression was uniformly distributed inside the cell and localization in PD of Hordei-
like TGBp1 is determined by the viral membrane-associated movement proteins referred to as
TGBp2 and TGBp3 (Erhardt et al., 2000; Erhardt et al., 1999; Lawrence and Jackson, 2001;
Zamyatnin et al., 2004). For MNSV, we have observed that the RNA-binding protein, p7A, does
not require either the counterpart membrane protein, p7B, or any other viral factor for its
association to PDs or GA stacks. However, since p7A is a soluble protein, this association must
be mediated by a host factor from the GA unidentified yet. Supporting this idea, transmembrane
proteins from the Golgi complex have been described to interact with animal viruses although
their function are still unknown (Compton and Behrend, 2006).Indeed, the results obtained by
GFPp7A resemble very much those observed for the GRIP domain proteins, a class of golgins
that have been described in yeast, animals and also in plants (Latijnhouwers et al., 2005;
Stefano et al., 2006; Yoshino et al., 2003). The GRIP-domain proteins bind to a soluble Arf-like
protein 1 (Arl1p) that is also located at the trans-Golgi by a signalling cascade involving a Golgi
localized integral membrane (Liu et al., 2006). In this scenario, it is feasible that the subcellular
localization of p7A could be also mediated by the interaction with a host protein which, in turn,
could be located at the cytosolic surface of the Golgi stack membranes. Evidence for the TCV
DGBp1 (p8) interaction with an A. thaliana protein (Atp8, from A. thaliana-p8) which contain two
putative transmembrane domains and two RGD amino acid sequences recognized by integrins

has been obtained (Lin and Heaton, 2001). However, p8-GFP was confined to the cell nucleus
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and the role of this interaction in cell-to-cell movement remains unclear. Further studies are
necessary to identify the host factor recruiting p7A to the Golgi stacks and the corresponding
structural elements involved in this interaction.

In this study, we have presented experimental data showing that p7A RNA-binding
activity is directly associated with MNSV cell-to-cell movement, suggesting that this protein is
most likely the viral factor that recognizes the viral genome to initiate the intra and intercellular
transport of the movement-competent complexes. Moreover, considering that the Golgi
apparatus is an intermediate compartment within the secretory pathway throughout which
numerous secreted proteins are continuously trafficking, the subcellular localization of the
tagged p7A in the membrane surface of Golgi stacks and later at the PD suggested that this MP

could follows this pathway for its intracellular trafficking.
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ABSTRACT

Plant viruses hijack endogenous cellular routes to move from the initial replication
sites to the plasma membrane which is traversed through plasmodesmata (PD). Here, we
study the intracellular route of a membrane-associate viral protein, MNSV 7B, involved in
the cell-to-cell movement of Melon necrotic spot virus. Thus, in transient expression
assays of fluorescent tagged p7B, the MP was initially positioned at the polygonal
network of the cortical ER and the extern nuclear envelope but later, the protein transited
to both motile bodies that actively tracked the actin microfilaments and punctuate
structures into plasma membrane. Coexpression with organelle markers revealed that
these structures corresponded to the Golgi apparatus (GA) stacks and plasmodesmata
(PD), respectively. Additionally, the fact that the secretory pathway inhibitor brefeldin A
(BFA) fully retained the p7B into ER by stopping the MP traffic to GA bodies and PD,
strongly suggested that the delivering to this later destination is mediated by a GA-
dependent pathway, where the PD is most likely the functional final target. On the other
hand, the disruption of some topological and membrane insertion determinants found
among the conserved structural elements of this MP by means of site-directed
mutagenesis into a quimeric GFP/MNSV vector revealed a strong correlation between
cell-to-cell movement and ER-to-Golgi export, also supported by the restriction of local
spread of the infection when the secretory pathway was disrupted in the presence of
BFA. Therefore, our results represent the first direct evidence about the existence of a
Golgi-mediated traffic of a plant viral protein to PD that was essential for viral cell-to-cell

movement.
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INTRODUCTION

In order to move from cell-to-cell plant viruses overcome the cell wall barrier by traversing
it through the specialized pores called plasmodesmata (PD) (Beachy and Heinlein, 2000).
These narrow channels are symplastic connections that allow the transport of solutes,
macromolecules and signaling factors among cells either controlling the coordination of the
plant development or the responses to pathogen invasion (Zambrisky and Crawford, 2000). The
plasmodesmal pore is occupied by a number of associated proteins and the desmotubule, an
actine-entwined membrane cylinder connecting the endoplasmic reticulum (ER) from adjoining
cells (Overall, 1999). It is now well established that the viral traffic through PD occurs only when
it is either mediated by a single or, in the case of multi-component movement systems, by more
than one non-structural virus-encoded factor termed movement proteins (MPs) (Waigmann et
al., 2004; Lucas, 2006). To accomplish this task, the MPs make use of mainly two different
strategies; either generate an increasing of the size exclusion limit (SEL) of the PD channel to
mediate cell-to-cell transport of a complex of viral RNA and MP or as viral replication complex
(Hawakami et al., 2004) or instead, an embedded tubular arrangement which highly modify the
native structure and through which virion are transported to the neighboring cell. A third
intermediate alternative has been recently proposed by which MP assembles into tubules to
promote the movement of CP/RNA ribonucleoprotein complex rather than entire virus particles
(Sanchez-Navarro et al., 2006). In addition to this functional quality, other two general features
consisting on the capacities of RNA/DNA binding and self-delivering to PD are also found
among all characterized MPs (Waigmann et al., 2004; Lucas, 2006). In view of this data, it is
obvious that these multifunctional factors are also involved in viral genome translocation from
the subcelular compartment where its replication take place to the cellular periphery
(intracellular transport) and thus, after PD traversing, viruses progressively colonize the
neighboring cells (intercellular transport or cell-to-cell movement). According to the viral
movement system considered, a variety of strategies for intracellular transport have been
described; but in any case, all of them were heavily dependent on endogenous host transport
machinery (Boevink and Oparka, 2005; Nelson and Citovsky, 2005). The internal organization of
plant cells includes an intricate endomembrane system defining highly dynamic subcellular
compartments (i.e. endoplasmic reticulum, ER; Golgi apparatus, GA; endosomes, prevacuoles
and a great variety of vacuoles) that is functionally assisted by a network of actin/myosin-motors
microfilaments and microtubules (cytoskeleton) (Jirgens, 2004). In this scenario, the GA plays a
central role in the correct delivering of a variety of cargo molecules to the pathway toward its
appropriate final destination such as cell wall, plasma membrane, external surface, storage and
lytic vacuoles (Matheson et al., 2006; Moreau et al, 2007; Robinson et al., 2007). Additionally,
GA has been described as an alternative route to the chloroplasts, the mitochondria and

peroxisomes (Matheson et al., 2006). Moreover, the plant cell GA shares unique structural
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features that make it different from both mammalian and yeast GA,; it is divided into a variable
number of small cisternae stacks functionally independents which shows a dynamic
translocation along the cortical ER/actin microfilaments network most likely driven by myosin

motors (Boevink et al, 1998; Hawes and Satiat-Jeunemaitre, 2005; Robinson et al., 2007).

How plant viruses take advantage of this intracellular highways network seems to be
related to the structural and functional characteristics of the factors associated to their
movement machinery. Tobacco mosaic virus (TMV) cell-to-cell movement is driven by an
extensively characterized single protein of 30 kDa which shares structural similarities with a
large number of plant virus MPs (the 30K superfamily) (Melcher, 2000). Moreover, PD gating by
TMV MP is most likely accomplished without significantly disturb the original structure and
therefore, maintaining unbroken the intercellular connection through the desmotubule ER (Wolf
et al., 1989). In this situation, it has been demonstrated that TMV MP may arrive to desmotubule
and consequently to PD by tracking itself to the actin/myosin directed flow of proteins along the
ER membrane (Wright et al., 2007). Additionally, TMV movement has been related with the MP
association to the microtubules (Ashby et al., 2006; Ferralli et al., 2006). Some experimental
evidences indicated that this later microtubule-interaction is most likely involved in a proteasome
dependent MP degradation pathway rather than in PD targeting (Reichel and Beachy, 2000)
although controversial data are still being reported (Boyko et al., 2007; Curin et al, 2007). It is
feasible that the TMV MP would be delivered to PD by following two alternative routes as in the
case of the Grapevine fanleaf virus (GFLV). The MP of this tubule forming virus was not
associated to ER membranes; therefore the ER would not serve as a direct route to PD since
during the tubule formation the PD desmotubule is lost. Despite this inconvenience, GFLV MP
can arrive to its final destination by using the plant secretory pathway but either travelling along
microtubules in normal cells or along actin microfilaments when microtubules are lacking
(Laporte et al., 2003). In contrast to that, PD targeting of another tubule-forming MP from
Cowpea mosaic virus (CPMV) was not affected by disruption of either the secretory pathway or
cytoskeleton (Pouwels et al., 2002) indicating that mechanistic differences would exist among
the strategies used by related tubule-forming virus (reviewed by Ritzenthaler and Hofmann,
2007). On the other hand, in two groups of positive-strand RNA viruses (potex-like and hordei-
like viruses), the movement function is provided by the proteins encoded by the so-called triple
gene block (TGB) including an RNA binding protein with helicase activity (TGBp1) and two
putative small membrane-associated proteins (TGBp2 and TGBp3). All three proteins move
from ER to the cellular periphery generating ER-derived vesicles which also travel along
actin/myosin microfilaments and it is also known that later, the membrane-associated MPs can
be recycled making use of the endocityc pathway (Haupt et al, 2005; Ju et al, 2007; Morozov
and Solovyev, 2003).

With the purpose of going further in the knowledge of the different routes plant viruses

hijack to reach the PDs we use one of the most simple multi-component transport system
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identified to date such as those of the Carmovirus genus, which is extremely reduced in the
case of Melon necrotic spot virus, MNSV (Hibi and Furuki, 1985). The MNSV has a single-
stranded RNA genome of 4.3 kb long which code for five functionally characterized proteins:
p29 and his read-through protein p89, two proteins functionally involved in genome replication
which are directly translated from the genomic-length RNA (gRNA); p7A and p7B, two small
movement proteins, (corresponding to the DGB, and then also referred as DGBp1 and DGBp2,
respectively) which are translated from the 1.9 Kb subgenomic RNA (sgRNA1) (Navarro et al.,
2006), and finally, p42, the coat protein which is translated from 1.6 Kb subgenomic RNA
(sgRNA2) (Genoves et al., 2006; Riviere & Rochon, 1990). Considering both MPS, biochemical
assays have demonstrated that p7A as well as others homologous DGBp1 are positively
charged residues rich proteins that are able to bind single stranded RNA (ssRNA) (Marcos et
al., 1999; Vilar et al., 2001; Vilar et al., 2005, Navarro et al, 2006). On the other hand, p7B was
confirmed as an integral membrane protein that anchors in the reticulum endoplasmic trough a
single-spanning transmembrane domain (Navarro et al, 2006; Martinez-Gil et al., 2007). Also
taking into account that the coat protein was dispensable for MNSV cell-to-cell movement
(Genoves et al, 2006), it is reasonable to speculate that local spread of MNSV occurs by means
of a hypothetical ribonucleoprotein complex (genome-p7A) that will be assisted by the ER-

interacting p7B to complete its intracellular movement.

Therefore, in this investigation we have addressed a detailed study on p7B subcellular
localization by using a transient expression system involving fusions between this protein and
fluorescent reporters. This MP was initially localized at the ER but later trafficked to Golgi stacks
and PD. Moreover, the contribution of common membrane-insertion and topology determinants
found into p7B as well as the Cys-covalent dimmer formation was evaluated either on local
spread of the infection or p7B Golgi-mediated targeting to PD. To address this issue, a site-
direct mutagenesis assay including amino acid replacements either into a GFP-MNSV quimeric
construct or into a binary vector expressing a fluorescent tagged p7B was performed. From
results obtained we concluded that both p7B localization on Golgi stacks and the presence of a

functional Golgi-mediated secretory pathway are essential for MNSV cell-to-cell movement.

MATERIALS AND METHODS

Construction of binary vectors for fluorescent-tagged-p7B recombinant proteins
expression and p7B membrane topology assessment.

The p7B ORF was amplified from pMNSV/(AI) vector containing the full-length sequence
of MNSV-AlI genome (accession number DQ339157, Genoves et al., 2006; Gosalvez et al.,
2003). After that, the corresponding cDNA was either fused in frame to the Nt or to the Ct of the
enhanced green fluorescent protein gene (GFP) to generate the p7B-GFP and GFP-p7B
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recombinant proteins, respectively, by using standard molecular cloning procedures (Sambrook
et al., 1989). Additionally, the monomeric red fluorescent protein (MRFP) gene was joined to the
Nt of the p7B resulting in the mRFP-p7B fusion protein. All three recombinant sequences (p7B-
GFP, GFP-p7B and mRFP-p7B) were inserted between the 35S promoter of Cauliflower mosaic
virus and the Solanum tuberosum proteinase inhibitor terminator (PoPit) in pMOG800 binary
vector (Knoester et al., 1998) to generate pM-7BGFP, pM-GFP7B and pM-RFP7B, respectively.

For p7B membrane topology studies, the cDNAs of both p7B-N-[YFP] and p7B-C-[YFP]
recombinant proteins consisting on an Nt-terminal yellow fluorescent protein (YFP) fragment
(residues 1-155, referred to as Ni-[YFP]) and a Ct-terminal YFP fragment (residues 156-238,
referred to as C-[YFP]) fused to the Ct of the p7B, respectively, were obtained (Sambrook et al.,
1989). These cDNAs were restricted, purified and inserted in the binary vector pMOG800 under
the control of the Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter and the terminator sequence
of the potato proteinase inhibitor Il gene (PoPit). Moreover, similar cDNAs containing the N
[YFP] and C+[YFP] fused to the N-terminal signal peptide sequence of Arabidopsis thaliana
basic chitinase and the C-terminal ER-retention signal HDEL were restricted from pRT-YN-ER
and pRT-YC-ER, respectively and cloned into pMOG800. pRT-YN-ER and pRT-YC-ER were
kindly provided by Dr Jari P. T. Valkonen. The binary vectors either expressing unfused N

[YFP] or C-[YFP] fragments were available in our laboratory (Aparicio et al., 2006).

Fluorescent-tagged-markers of subcellular compartments.

The fluorescent markers of different cellular organelles used in co-localization assays with
fluorescent—-tagged-p7B included: the Tobacco mosaic virus movement protein fused to the
mRFP ORF (MPmyw-mRFP) and the Arabidopsis thaliana reversibly glycosylated polypeptide
fused to GFP (AtRGP2GFP) both used for plasmodesmata labeling; a cytoskeleton-targeted
recombinant protein consisting on the actin-biding domain of the mouse talin fused to the
DsRed fluorescent protein (RFPTalin); the rat a-2,6-sialyltransferase either fused to the yellow
(YFP) or to the cherry (ChFP) fluorescent protein (STtmdYFP and STtmdCherry, respectively)
both employed as Golgi-specific fluorescent reporters (Prokhnevsky et al., 2005); a ChFP-
tagged-peroxisome marker and finally; an endoplasmic reticulum (ER) marker engineered by
cloning the ER targeting sequence of calreticulin and the sequence encoding the ER retrieval
sequence KDEL at the 5’ and 3’ end of mRFP, respectively (ER-mRFP). Alternatively, a similar
ER marker was constructed but including the YFP instead of the mRFP (ER-YFP).

Additionally, the Beet yellows virus (BYV) p6 ORF fused to the Nt of the GFP (p6GFP)
was used as control of a homodimer protein generated by disulfide bridges (Peremyslov et al.,
2004).

Transient expression of tagged-p7B recombinant proteins mediated by A. tumefaciens

infection of N. benthamiana plants.
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Transient expression assays on N. benthamiana plants were performed as previously
described (Voinnet et al., 2000; Qu et al., 2003). Briefly, all the binary construct described
before were introduced into Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 by electroporation
(GenePulser Xcel™ electroporation system, Bio-Rad) and transformed bacteria were grown
overnight in a shaking incubator at 28°C in Luria-Bertani (LB) medium supplemented with the
appropriate antibiotic mixture (50 ug/ml kanamycin, 100 upg/ml rifampicin, 12,5 ug/ml
tetracycline). Besides, the tetracycline was removed in cultures of A. tumefaciens either
containing the fluorescent subcellular markers or p6-GFP vectors. The cultures were colleted by
slow-speed centrifugation and adjusted to the required final ODggo value with 10 mM MgClI2, 10
mM MES pH 5.6 and 150 uM acetosyringone and these suspensions were infiltrated into two-
weeks-old N. benthamiana plants by gentle pressure infiltration into the lower side of the leaves.
For both co-localization and topology experiments requiring the simultaneously expression of
more than one construct, bacterial strains containing the required vectors were mixed before
performing the leaf infiltration with the inoculum of each one adjusted to the required final
0OD600. Infiltrated plants were kept in grown chambers in 16h light at 25°C and 8h dark at 22°C.

Site-directed mutagenesis into the pMNSV(AIl)-Acp-GFP recombinant vector, in vitro
transcription of MNSV RNAs and inoculation of melon plants.

Mutations either affecting the hydrophobic profile or the helix structure of p7B
transmembrane domain (TMD) in addition to the charge balance around the TMD were
introduced into the p7B ORF from pMNSV(AIl)-Acp-GFP making use of the QuickChangeR XL-
Site Direct Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) and the primer pairs enumerated in
supplemental table 1. pMNSV/(Al)-Acp-GFP was previously obtained by means of the p42 gene-
to-GFP ORF replacement into the clone pMNSV(AI) containing the full-length genome sequence
of MNSV-AIl. Recombinant RNAs derived from run-off transcription of pMNSV/(AI)-Acp-GFP were
successfully used for visualization of the MNSV cell-to-cell movement by fluorescence extension
(Genoves et al., 2006). Thus, all pMNSV/(AIl)-Acp-GFP constructs either carrying the wild-type or
each mutant forms of the p7B ORF were linearized by Pstl endonuclease restriction. Non-viral
nucleotides located at the 3"-end were removed by T4 DNA polymerase treatment and in vitro
MNSV transcripts were synthesized by T7 RNA polymerase (Roche Diagnostics, Germany).
The efficiency of MNSV mutant to move from cell-to-cell was measured by in vivo assays as
follows: 6-8-days-old melon plants were mechanically inoculated by rubbing the fully expanded
cotyledons with carborumdum and the MNSV uncapped run-off RNAs. Two days before, the
cotyledons had been infiltrate with A. tumefaciens carrying pMOG42 following the procedure
previously described (Genoves et al.,, 2006). Leica Confocal Lite Sofware was used for the
measurement of fluorescent area extension representing viral infection foci. Additionally, some
of the modifications introduced into the pMNSV(AI)-Acp-GFP were selected for subcellular
localization studies and consequently, also introduced into the p7B ORF of pM-GFP7B
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(QuickChangeR XL-Site Direct Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, CA). In the case of

cysteine-to-alanine replacement mutant, the pM-7BGFP vector was also modified.

Confocal laser-scanning microscopy and Golgi velocity quantifying

Plant tissue was observed with both Zeiss LSM 510 META and Leica TCS SL spectral
confocal microscopes either using a HC PL FLUOTAR 10x/0.3 or a HCX PL APO 40x/1.25-0.75
oil CS objective. For Leica TCS SL, the GFP or YFP derived fluorescence was monitored by
excitation with a 488-nm and 514 argon laser line, respectively, and emission was visualized
with a 30 nm-width band-pass window centered at 515 nm. When mRFP and ChFP were used,
the excitation was performed by means of a 543 nm green-neon laser line and fluorescence

emission was collected at 610-630 nm.

The velocity at which GFPp7B and STtmdYFP fluorescent particle moved was manually
estimated by using Zeiss LSM image browser software. Briefly, ten movie files consisting on a
stack of 25 consecutive frames were recorded from different epidermic cells and the distance
covered by more than 40 individual fluorescent bodies of each type from the initial to the
successive next slices was measured. Considering that the time interval between frames was

known, the velocity of each tracked particle was obtained and an average velocity calculated.

Sucrose gradient of microsomal fractionation and immunoblotting.

Approximately 2 g of N. bentathamiana leaves individually expressing p7B-GFP, GFP-
p7B, STtimdYFP, ER-YFP by agro-infection were homogenised in lysis buffer containing 20mM
HEPES, pH 6.8; 150 mM potassium acetate; 250 mM mannitol and 1 mM MgCl,. Large cellular
debris were removed by gentle centrifugation at 3000 x g for 10 min and next, the resulting
supernatant was ultracentrifuged at 30,000 x g for 1 h to generate the soluble (S30) and the
microsomal (P30) fraction. After that, the P30 fraction resuspended in 2 ml of lysis buffer
containing 5 mM MgCl, and later, it was loaded on top of 20% to 60% linear sucrose gradients
containing lysis buffer with the same MgCl, concentration. The gradient was centrifuged for 16 h
at 100,000 x g in a Beckman SWA40 rotor at 4°C and 18 fractions were taken starting from the
bottom. Samples from each fraction were analysed were analysed by SDS-PAGE in 12%
poliacrylamide gels and subsequent and transferred to polyvinylidene fluoride membranes
(PVDF) (Amersham Biosciences) for immunoblotting with a mouse polyclonal antibody to GFP

(Roche Diagnostics, Germany). (Peremyslov et al, 2004).

Brefeldin treatment

A stock of Brefeldin A (BFA, Invitrogen) was obtained by dissolving the drug in dimethyl
sulfoxide (DMSO) solvent at 10mg/ml and diluted to 10 pg/ml for their use in all experiments.
Two different treatment experiments were performed: for subcellular localization experiments,
leaf disc from N. benthamiana plant transiently expressing either STtImdYFP or GFPp7B were

immersed in BFA solution (10 ug/mL) for 5h. at 19 h post infiltration of the A. tumefaciens
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cultures; alternatively, for cell-to-cell movement assays, melon cotyledons were infiltrated into
the abaxial side with BFA solution (10 ug/mL) at 2, 3 and 4 days after inoculation of viral run-off
RNAs. Controls were made either by leaf disc immersion in DMSO or direct infiltration into

melon cotyledons, respectively.

RESULTS

p7B Associates with the Endoplasmic Reticulum during Early Virus Infection but Later

Transfers to Golgi Apparatus.

The p7B (also referred as MNSV DGBp2) has been functionally characterized as an
essential protein for MNSV cell-to-cell movement that operates coordinately with its DGB
counterpart designed as p7A (Genoves et al., 2006). The structural properties of p7B revealed
the presence of a single-transmembrane domain roughly spanning from the S;; to the Ls;
residue that allows the protein insertion into ER-derived microsomal membranes obtained in
vitro (Navarro et al., 2006; Martinez-Gil et al., 2007). To visualize the membranous intracellular
compartment where this protein is most likely targeted, GFP fluorescent reporter was either
fused to the amino (Nt) or carboxyl (Ct) terminus of the viral MP to generate the recombinant
proteins GFPp7B or p7BGFP, respectively. Additionally, a different tag consisting on the mRFP
was attached to the p7B Nt end. All recombinant proteins were transiently expressed in N.
benthamiana leaves and later, a portion of each leaf was sliced and analyzed by laser scanning
microcopy at different times. Initially, at 24-36 hours post infiliration, the fluorescence was
distributed as an elaborate polygonal network most likely representing the endoplasmic
reticulum (ER) in all expressing cells independently of the cargo construct (data not shown).
However, an intriguing finding was observed at 36-72 hours post infiltration since changes in the
fluorescence pattern were different depending on the relative position of the p7B ORF in the
recombinant proteins. Fusion proteins with the fluorescent reporter positioned at the Nt of the
p7B (GFPp7B and RFPp7B), revealed numerous bright small and motile punctuate structures
into the cytoplasm of the cells (Figures 1A and 1B) as the network fluorescence was decreasing
to completely fading (see per example, Figures 1G, 1J and 1M). In contrast to this situation, the
fluorescence pattern derived from p7B-GFP was maintained as an intense green labeling of the
polygonal system (Figure 1C) that was essentially indistinguishable from the red staining of the
typical cortical ER network in cells expressing both the p7B-GFP and the ER-mRFP reporter
(Figures 1D-F). On the other hand, a careful observation of the movement of the GFP-p7B
punctuate structures revealed that they were in close association with the cortical ER also
labeled by this protein giving them the appearance of being tracked to the tubules network.
Moreover, GFP-p7B bodies were not observed to occur away from the ER network even when

the protein was no far labeling the ER as visualized in co-expression with the ER-mRFP marker
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(Figures 1G-I). In this sense, it has been reported that the cortical ER can support the motility of
a variety of organelles such as Golgi apparatus and peroxisomes that appears to be dependent
of the actin cytoskeleton (Boevink et al., 1998; Muench and Mullen, 2003). Thus, to gain further
insights into the dynamics of GFP-p7B bodies, co-expression of GFP-p7B and a cytoskeleton-
targeted recombinant protein consisting on the actin-biding domain of the mouse talin fused to
the DsRed fluorescent protein (RFPTalin) was also performed. The resulting confocal laser
scanning showed that GFP-p7B bodies were located along the actin filaments, but they halted
their movement in the presence of the actin marker (Figures 1J-L). This situation is most likely
related with the blocking in the myosin-dependent motility that has been reported in Arabidopsis
thaliana due to the competition between the over-expressed marker and the endogenous actin-
binding proteins (Holweg, 2007). This finding suggested that GFP-p7B bodies are not passively
dragged along by a streaming of cytoplasm but that they actively track along the actin cables
most likely by means of myosin motor. This situation is extremely similar to that of plant Golgi
apparatus, constituted by multiple stacks showing myosin-driven translational movement along
actin filaments (Boevink et al., 1998) but also resembles that of plant peroxisomes, consisting
on actin-traveling organelles which movement is determined by the class V myosin motor
protein Myo2p (Muench and Mullen, 2003). To differentiate whether the GFP-p7B punctuate
organelles either correspond to the Golgi apparatus or to the peroxisomes, we simultaneously
expressed the GFP-p7B and an established fluorescent reporter of each one of these
organelles. The markers consisted on the cherry fluorescent protein either fused to the
trasmembrane domain of the rat a-2,6-sialyltransferase (STtmd-ChFP) that is targeted to the
trans-citernae of Golgi apparatus or to the type 1 peroxisomal targeting signal of the pumkin
hydroxypyruvate reductase. The GFP-p7B fluorescent punctuate pattern was indistinguishable
to that generated by the Golgi apparatus marker (Figures 1M-O) whereas no colocalization with
the peroxisomes was observed (Figures 1P-R). To provide further evidences about the
identification of GFP-p7B labeled bodies as Golgi stacks, the average velocity of both GFP-p7B
and STtmd-ChFP labelled particles was quantified by using a multiple-frame averaging facility
on the Zeiss LSM image browser software. For this purpose, 10 plots of time-lapse sequences
made on different individual epidermal cells were used and more than 40 particles of each
construct were tracked. The resulting rate for both particles was practically identical and
approximately of 0.9 um s” (data not shown). This value is in the range of the previously
published Golgi speed lying between 0.76 pm-s’1 to 3um s” as calculated in the tobacco leaf
epidermis and BY-2 cells (Boevink et al., 1998; Yang et al., 2005). Once the GFP-p7B labeled
bodies were identified as Golgi stacks, further investigation about the situation involving the ER-
resident p7B-GFP was performed. Thus, coexpression of p7B-GFP and STtmd-ChFP
corroborated that the former was entirely retained in ER since no colocalization of the
corresponding green and red signals was imaged in any sample when they were taken at late

post infiltration stages (Figures 1S-U).

162



Capitulo IV

GFP- p7B RFP- p7B

—
30,00 um

| |
30,00 um

TAGGED p7B SUBCELLULAR MARKER
@ L BIB:GEF mRFP-ER

mREP-ER

GFP-p7B RFP- talin
=

— — —
4.00 pm 4.00 um 4.00 pm

GFP- p7B

—
4.00 um

—
8.00 um

Figure 1. Studies on subcellular localization of different fluorescent tagged p7B by means of the transient expression
mediated by A. tumefaciens infection in N. bentahamina leaves. (A) to (C) Confocal laser scans of epidermal cells
expressing GFP-p7B, RFP-p7B and p7B-GFP, respectively, taken at 48 hours post infiltration and showing a fluorescent
polygonal network pattern that, in the case of the two former recombinant proteins, also presented numerous network-
associated punctuate bodies. (D) to (U) Confocal laser scans of epidermal cells co-expressing either GFP-p7B or p7B-
GFP (left image column) together with fluorescent-tagged-markers of different subcellular compartments (middle image
column). Overlay images of both red and green channels are displayed in the image column on the right. (D) to (F)
Colocalization of the polygonal network labeled by p7B-GFP with an endoplasmic reticulum (ER) marker (mRFP-ER).
(G) to (I) GFP-p7B punctuate bodies showing a clear association with the ER stained with mRFP-ER. (J) to (L) GFP-
p7B punctuate bodies showing a clear association with the actin microfilaments stained with the actin-biding domain of
the mouse talin fused to the DsRed fluorescent protein (RFPTalin). (M) to (O) Colocalization of the GFP-p7B punctuate
bodies with the Golgi apparatus stacks stained by using the rat a-2,6-sialyltransferase fused to the cherry (ChFP)
fluorescent protein (STtmdCherry). (P) to (R) No colocalization of the GFP-p7B punctuate bodies with peroxisomes (red
signal). (S) to (U) No colocalization of the p7B-GFP ER labeling with Golgi stacks (STtmdCherry) reveals a p7B-GFP
retention into the ER membranes and no exit to Golgi apparatus.
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It is possible that the GFP molecule would generate steric impediments that preclude an
interaction between the p7B Ct and a putative receptor which is essential for ER-to-Golgi
transport. Consistently with this finding it is worthy to note that the over-expression of SED5, a
protein required for vesicular transport between the ER and the Golgi complex (Hardwick and
Pesman, 1992), has an inhibitory effect on the secretion only when the fluorescent tag is
present at the N-terminus. In addition, the length of the transmembrane domain but also export
signals have been implicated in export of proteins for ER (Hanton et al., 2006). Taken together,
these results indicate that the viral movement protein p7B is initially inserted into the ER as
appointed by in vitro assays but later can be exported to Golgi apparatus by means of

unidentified export signals.

Nt-tagged-p7B Also Associates to Punctuate Structures at the Cell Boundary but
Disruption of ER-to-Golgi Transport Inhibits Forward Trafficking.

Translocation of proteins into the ER lumen or insertion into the ER membranes represent
the first step of the secretory pathway where Golgi apparatus plays an intermediary role into the
protein traffic towards a variety of different locations mainly including the cell surface and the
pre-vacuolar compartments (PVC) (Jirgens, 2004; Matheson et al.,, 2006). PVCs are
intermediate organelles where secretory and endocityc traffic leads to the lytic and protein
storage vacuoles (PSV). In this scenario, additional p7B subcellular localization beyond the
Golgi apparatus is possible. To provide further evidences of this putative p7B post-Golgi
targeting, a careful observation of confocal scans taken at the z-plane where boundaries
between adjacent cells are clearly visible was performed (Figures 2A and 2D). Interestingly,
both transiently expressed GFP-p7B and RFP-p7B in N. benthamiana leaf epidermal cells were
also located in punctuate areas at the cell wall that occasionally were detected on opposite
sites. It is well established that plant viruses utilize plasmodesmata (PD) for their MP-driven
intercellular movement and consequently, it is expected that MPs target to cell wall and to PD
by itself but also with the assistance of other factors (Waigmann et al., 2004). Therefore, the
GFP-p7B and RFP-p7B fluorescent punctuate pattern observed at the cell wall most likely
corresponds to PD rich areas. To verify this supposition, the Tobacco mosaic virus (TMV) MP
fused to the mRFP ORF (MPryw-mRFP) or the Arabidopsis thaliana Clas 1 reversibly
glycosylated polypeptide fused to GFP (AtRGP2GFP) were used as PD markers in
coexpression assays with Nt-tagged-p7B. Confocal scans taken at the appropriate z-plane
showed clearly colocalization in both combinations, which are: MPw-mRFP expressed
together the GFP-p7B (Figures 2A-C); and AtRGP2GFP expressed with RFP-p7B (Figures 2D-
F). Both, the TMV MP and AtRGP2 have been shown labeling PD but the route followed for
each one to reach its destination was different. The targeting of TMV MP to PD during infection
is mediated by the actin/ER network (Wright et al., 2007) whereas AtRGP2 is delivered to PD
via the Golgi apparatus (Sagi et al., 2005). Therefore, it is feasible that MNSV MP reach the PD
via the Golgi stacks as the A. thaliana protein does. However, considering that p7B was early
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inserted into the ER, a transport to PD along the membrane of the ER network without passage

through the secretory system as TMV MP might also take place.
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Figure 2. Studies on subcellular localization of Nt-tagged-p7B on the boundaries between adjacent epidermic cells of
both GFP-p7B and RFP-p7B by means of the transient expression mediated by A. tumefaciens infection in N.
bentahamina leaves. (A) to (C) Confocal laser scans of epidermal cells co-expressing GFP-p7B and the Tobacco
mosaic virus movement protein fused to the mRFP ORF (MPmw,-mRFP) as plasmodesmal marker. (D) to (F) Confocal
laser scans of epidermal cells co-expressing mRFP-p7B and the Arabidopsis thaliana reversibly glycosylated
polypeptide fused to GFP (AtRGP2GFP) to plasmodesmata (PD) labeling. Overlay images of the red, the green and the
white light channels showing colocalization of the viral protein and the PD markers on the boundaries between adjacent
epidermic cells are displayed in the image column on the right.

Fortunately, the discrimination between both pathways is possible by using the fungal
metabolite brefeldin A (BFA). This drug affects both anterograde and retrograde transport
between ER and Golgi generating a redistribution of the Golgi enzymes into the ER at low
concentrations (5-10 ug/mL) (Ritzenthaler et al., 2002) but it appeared has no effect on ER
which needs, as PVCs, a high BFA concentration (100 ug/mL) to be disrupted (Tse et al, 2006).
To monitor the drug effect on the secretory system, STtmd-ChFP expressing tissue was
simultaneously treated. The incubation of the tissue during 5 hour leads to a complete
redistribution of the fluorescence from both the GFP-p7B and the Golgi reporter STtmd-ChFP
punctuate pattern into the ER (Fig 3B and 3D, respectively), providing additional evidence of

subcellular localization of tagged p7B to Golgi stacks but also suggesting that movement protein
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was not further targeted to PD. In this sense, supplementary data corroborating these results
were provided by expressing the ER resident p7BGFP fusion protein. In this case, no punctuate
fluorescent regions in the plasma membrane of epidermal cells that colocalized with PD
markers were observed (data not shown) suggesting that this route to reach the PD is most

likely avoided for p7B.

Brefeldin A

STtmdYFP

Figure 3. Effect of brefeldin A (BFA) on fluorescence distribution in epidermic cells of N. benthamiana leaves transiently
expressing either GFP-p7B or the rat a-2,6-sialyltransferase fused to the YFP (STtmdYFP). Tissue disc were either
immersed into a solution of brefeldin A dissolved into DMSO (10 mg/ml) or into DMSO alone during 5 h at 19 h post-
infiltration. The drug treatment led to the complete redistribution of fluorescence derived from GFP-p7B from the Golgi
apparatus stack (A) into the endoplasmic reticulum (B). BFA has the same effect in the localization of STtmdYFP (C)
and (D).

Dimerization of p7B Through Cys N-terminus Residues Occurs at the Microsomal

Membrane Fraction.

In previous works we and others proposed an arrangement of the carmovirus DGBp2 into
two different groups which were referred as MNSV-like and Carnation mottle virus CarMV-like
DGBp2 depending on whether the hydrophobic N-terminus acid regions were either distributed
along one or two transmembrane domains (TMD), respectively (Matinez-Gil et al., 2007;
Navarro et al., 2006; Sauri et al., 2005; Vilar et al., 2002). By having a unique TMD it is temping

to speculate that the functional unity of MNSV 7B in its viral cell-to-cell involvement would be the
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dimmer form, as it has been described for 6-kDa transmembrane protein from closteroviruses
(Peremyslov et al., 2004). In this sense, several conserved cysteine residues that are present in
all homolog MNSV-like but not in CarMV-like DGBp2 Nt could potentially generate
intermolecular covalent disulfide bonds. The Nt sequence of p7B has three cysteines located at
Nt positions C3C,Cs, These Nt residues were conserved among all available MNSV isolates
except for the residue located at position 4, which was replaced by Tyrosine in five cases (data
not shown). Interestingly, anomalous Cys-Tyr covalent bonds involving protein interactions have
been described (Diaz et al., 2004). With this assumption, a characterization of the p7B form
which could be detected in vivo from the ER and Golgi stack membranes was performed by
subcellular fractionation of protein extracts derived from the N. benthamiana plants either
expressing p7BGFP or GFPp7B fusion proteins, respectively. As expected, all the free GFP was
present in the soluble fraction (S30) (data not shown) and thus the P30 fraction, which it is
established mainly to contain membranous material and cell organelles such as microsomes
derived from endoplasmic reticulum (ER) and Golgi stacks, was loaded into the top of 20% to
60% linear sucrose density gradient and centrifuged at 100 000 g for 16h. The gradients were
then fractionated and analysed by anti-GFP immunoblotting as illustrated in Figure 4. Extracts
from leaves separately expressing GFP, STtmd-YFP and ER-YFP were used as controls for a
cytoplasm, a Golgi membrane and an ER luminal marker, respectively. The migration of
organelle-specific markers as well as both GFP tagged p7B was similar (a maximum peak was
detected between fractions 13-15) (Fig 4). Luminal ER-YFP was highly detected on loading
fractions (1-4) most likely due to that the microsomal integrity was compromised for unknown
reasons. Interestingly, both GFP tagged p7B were detected as a 35kDa band corresponding to
the molecular size of the monomeric fusion protein but predominantly as another band of
approximately 70KDa matching with the size of the dimer. A minor quantity of both GFP tagged
p7B was also present in the soluble fraction (S30) but interestingly, the dimers were never
detected (data not shown) suggesting that dimerization greatly depends on the membrane

insertion of the monomer.

The contribution of the cysteine residues in p7B dimerization was evaluated by
electrophoretic analysis under non-reducing versus reducing conditions of the protein extracts
from p7B-GFP P30 fraction. This fusion protein was selected since always presented a rate of
dimer formation higher than that obtained with GFP-p7B and, in some cases, only p7B-GFP
dimers were still detected (Figure 5). In the presence of the redox reagent dithiothreitol (DTT)
maintaining SH groups in reduced state, the p7B-GFP exclusively appeared as the monomer
form, whereas the band corresponding to dimers, showing a molecular mass of 70kDa,
completely disappeared. Simultaneously, similar results were obtained by using the protein BYV
p6 also fused to the GFP which in vivo was previously detected as a homodimer also
maintained by disulfide bridges (Peremyslov et al.,, 2004). Extracts from tissue samples

expressing free GFP were used as controls but never showed this dimerization phenomenon
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(data not shown). In this scenario, a cysteine-to-glycine replacement of the three Cys residues
by site-directed mutagenesis was used to corroborate the previous results (p7BA3C-GFP). ER
insertion of p7BA3C-GFP was not affected (data not shown) by the changes introduced but
interestingly, the dimerization faculty was lost (Figure 5). Thus, p7B dimerization can be
correlated to the disulfide bridge formation by the cysteine residues located in its Nt extreme

(C3C4C6) and is strongly dependent on the presence of a membraneous fraction.
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Figure 4. Biochemical localization of both p7B-GFP and GFP-p7B by subcellular fractionation of N. benthamiana tissue
transiently expressing each protein. The microsomal (P30) fraction was loaded on top of 20% to 60% linear sucrose
gradients containing lysis buffer with MgCl,1 mM and 18 fractions were taken for immunoblot analysis with a mouse
polyclonal antibody against the GFP/YFP. (A) Quantification in arbitrary units of the signals derived from the immunoblot
assay of each sucrose gradient fraction showing co-migration of both GFP tagged p7B with a luminal ER marker (ER-
YFP) but also with a Golgi apparatus marker (STtmdYFP). (B) Immunoblot assays of sucrose gradient fraction from N.
benthamiana tissues expressing STtmdYFP (Golgi apparatus marker), GFP-p7B, ER-YFP (endoplasmic reticulum
marker) and p7B-GFP. The immunoblot signals corresponding to monomeric (GFP-p7B/M, p7B-GFP/M) and dimeric
forms of both GFP tagged p7B are indicated (GFP-p7B/D, p7B-GFP/D). The fractions are numbered from top to bottom
(1 to 18) of the gradient.
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Figure 5. Study about the dimerization ability of the p7B-GFP recombinant protein extracted from P30 microsomal
fraction on N. benthamiana transiently expressing leaves. Electrophoretic analysis of both MNSV p7B-GFP and BYV p6-
GFP either under non-reducing (-) or reducing conditions (+) showed that in both cases the dimerization faculty was lost
in the presence of the redox reagent dithiothreitol (DTT). Homo-dimerization by means of disulfide bridge formation
between the cysteine residues located in the p7B Nt extreme (C3C4Cs) was demonstrated by mutant p7BAC-GFP
lacking dimeric forms even in the absence of DTT. The relative position of single and dimeric forms of the recombinant
proteins is indicated by a schematic representation of both conformations on the left side.

The p7B can adopt a Dual-Topology into ER Membrane as Deduced from Bimolecular
Fluorescence Complementation Assays.

The formation of disulfide bonds in newly synthesized polypeptide chains into the
secretory pathway is a consequence of the protein disulfide isomerase (PDI) activity in the ER
luminal space (Frand et al., 2000). Moreover, proteins containing stable disulfide bonds are
rarely found in the cytoplasm from any organism (Kadokura et al., 2003). On the basis of these
data, the detection of disulfide-linked p7B dimers could indicate that the Cys residues are laying
inside the ER and consequently, this protein adopting a type Ill membrane topology in living
cells with its Nt facing the lumen of the ER in a similar situation to that previously reported for
BYV p6 (Peremyslov et al., 2004). However, a significant but variable rate of the protein was
also detected as monomer forms in most of the microsomal fractionation assays we performed.
This situation is consistent with an opposite orientation of the protein where Cys residues are
exposed to the cytoplasmic face and then, making difficult the disulfide bond formation although
alternatively, it can be the result of an inefficient PDI activity. Similar duality in the results has

been observed in glycosylation site tagging experiments on p7B (Martinez-Gil et al., 2007).

Thus we addressed the question of the insertion mode of p7B into ER membranes from
living plant cells by means of a different approach that is based on the bimolecular fluorescence
complementation (BiFC) assay (Zamiatnin et al., 2006). We fused both an Nt-terminal Yellow
Fluorescent protein (YFP) fragment (residues 1-158, referred to as Ni-[YFP]) and a Ct-terminal
YFP fragment (residues 159-238, referred to as C-[YFP]) to the Ct of the p7B to generate p7B-
Ni-[YFP] and p7B-C[YFP] recombinant proteins, respectively, since we assumed that both

fusions must be retained in ER membranes as p7B-GFP does. The level of association of the
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YFP fragments was measured by agrobacterium-mediated co-expression in N. benthamiana
epidermal cells of both N-[YFP] and C-[YFP]. Moreover, a gene silencing suppressor (HC-Pro)
was added in all BiFC assays as reported (Zamiatnin et al., 2006). The resulting fluorescence
pattern was similar to that reported for the free YFP which is distributed between the cytoplasm
and nuclei but the re-assembly efficiency was increased by concentrating both fragments into
the ER luminal space (compare Figures 6A and 6B which were taken with identical parameters).
In this later case the fluorescence was confined to the ER network. The ER-specific targeting
was achieved by expressing both YFP fragments but engineered with the N-terminal signal
peptide sequence of Arabidopsis thaliana and the C-terminal ER-retention signal HDEL (SP-N-
[YFP]-HDEL and SP-C[YFP]-HDEL) (ER-YN and ER-YC, respectively in Zamiatnin et al.,
2006). Moreover, in order to corroborate that each free or ER-tagged fragment of YFP is
completely targeted to the appropriated compartment, SP-N-[YFP]-HDEL and C[YFP] or N-
[YFP] and SP-Ci-[YFP]-HDEL were coexpressed. The former combination resulted in no
fluorescence detection (Figure 6C) whereas unexpectedly, individual cells dispersed along the
tissue showing an ER network distribution of the fluorescence were observed in the later one
(Figure 6D). For that reason, the SP-N-[YFP]-HDEL and p7B-Ci[YFP] combination and
consequently the alternative N-[YFP] and p7B-C[YFP] were not evaluated. As an alternative,
the p7B-N[YFP] was either expressed in the presence of C-[YFP] or SP-C-[YFP]-HDEL and
unlike BYV p6 (Zamiatnin et al., 2006) the fluorescence was restored in both cases (Figures 6E
and 6F, respectively). However, the signal intensity resulting from the mixture with SP-C-[YFP]-
HDEL was higher than that obtained with the cytoplasmic C-[YFP] most likely reflecting the
previously observed differences between N-[YFP)/C-[YFP] and SP-Ni[YFP]-HDEL/SP-C:-
[YFP]-HDEL combinations but not at stoichiometry proportion. The results indicate that p7B can
adopt the two opposite orientations when inserted into ER. This dual topology has been also

described for other membrane proteins (von Heijne, 2006).

On the other hand, it has been demonstrated that the positively charged residues prevent
the translocation of the domain where are mostly located. Thus, the cytoplasmic domain of
membrane proteins contains more positively charged residues than do the opposite domain (the
positive-inside rule) (van Geest and Lolkema, 2000). In this sense, as it would be expected for
dual-topology proteins, the p7B Nt sequence contains only two positively charged residues (Rs
and K,g) each one positioned at a different side of the TMD (Fig 7A) unlike the BYV p6 where
the cytosolic Ct contains three positively charged residues vs only one in the Nt luminal end.
However, the introduction of three Lys residues downstream of the TMD (between L3, and S33)
into p7B-N¢[YFP] (p7B3K-N-[YFP]) does not modify the fluorescence pattern when
coexpressed either with SP-C-[YFP]-HDEL or with C-[YFP] (data not shown). Similar override
of the positive-inside rule has been described for the polytopic channel that constitutes the

ductin protein (Dunlop et al., 1995).
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Figure 6. Assessment of the MNSV p7B dual-topology by using the bimolecular fluorescence complementation (BiFC)
assay. Fluorescent confocal scans and white light images of epidermal cells of agro-infiltrated N. benthamiana leaves
expressing Ni-[YFP] and C+[YFP] (A), YN-ER (SP- N+[YFP]-HDEL) and YC-ER (SP- C+[YFP]-HDEL) (B), YN-ER and
C[YFP] (C), Ne-[YFP] and YC-ER (D), p7B-N[YFP] and C-[YFP] (E) and, p7B-N-[YFP] and YC-ER (F). A schematic
presentation of the expression cassettes for each combination is displayed on top of the corresponding images.

Both Topological and Membrane Insertion Determinants Present in p7B are Required for
MNSYV Cell-to-Cell Movement.

In spite of the structural differences found among the numerous integral membrane
proteins that have been identified, all of them present universal architectural features most likely

forced by the hydrophobic environment in which they are immersed. The membrane spanning
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regions typically present a a-helix conformation perpendicularly oriented to the membrane plane
which is constituted on average by 20 amino acids (van Geest and Lolkema, 2000). The
sequence of the TMD mainly includes hydrophobic (Ala, lle, Val and Leu) but also the aromatic
amino acid Phe in the middle of the domain whereas both Tyr and Trp aromatic residues can be
found in the lipid/water interface. In contrast, residues showing charged lateral chains and
prolines are largely excluded from the membrane embedded sequence (von Heijne, 2006)
except for the functional membrane-buried Pro residues which are selectively included into
channel-transport proteins (Deber and Therien, 2002). Finally, the positive-inside rule is an
important topological determinant as mentioned before. Here, an accurate site-directed
mutagenesis study on the involvement of the topological and membrane insertion determinants,
previously described, into the p7B molecule (see Figure 7A for a schematic representation of
p7B structure) was performed to map the in vivo structure-to-function relationships in MNSV
cell-to-cell movement. The experimental approach consisted on the non-conservative
replacement mutations within the p7B ORF by using the recombinant GFP-MNSV clone
(PMNSV/(Al)-Acp-GFP) as template (Genoves et al.,, 2006) and the inoculation of the
corresponding in vitro transcripts in melon plants. Therefore, a mutant collection was obtained
which affects the topology and membrane insertion determinants of p7B as listed in the Figure
7B. After 2-3 days post inoculation the appearance of fluorescent infection foci was evaluated
by confocal microscopy and at least 15 images of individual foci per construct were taken
(Figure 7C). The advance on MNSV infection was measured by quantifying the fluorescent area
rather than the average diameter of the multi-cellular infection foci due to its irregular shape.
The percentage values displayed in the Figure 7B represents the rate between the areas
infected by the mutant and the original viral RNA. A 0% value indicates that cell-to-cell

movement was completely impeded since only unicellular foci were observed (Figure 7C).

In order to reduce the hydropathy of the p7B TMD but keeping the a-helical folding
affected as less as possible, an Ala-scanning involving the hydrophobic Val, Leu and lle as well
as the aromatic Phe and Tyr residues located between S, to the Lj;, positions were performed.
The Ala-replacements were initially introduced in triple mutants and the resulting hydropathy of
each modified TMD was measured by means of the Membrane Protein Explorer (MPEXx)
software version 3.0 which is based upon Wimley-White whole-residue hydrophobicity scales
(Octanol-Interface combination) and incorporates thermodynamic principles of membrane
protein stability (White and Wimley, 1999) (Figure 7B). All of the triple mutants showed a
decreasing on its hydropathy that was measured as free energy values (AGn = 3,01-4,04 vs
AGy = 6,19 kcal/mol) and resulted on the complete inhibition cell-to-cell movement (Figure 7B
and 7C). However, the triple mutant Q;;AG;;AN;,A located downstream the TMD but not
disturbing the conserved Ct -sheet conformation (Navarro et al., 2006) only produced a 20%
reduction in local movement suggesting that most likely TMD hydrophobicity diminution but not

the amino acid changes itself was responsible of viral movement hampering (Figure 7B and
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7C). Considering that a hydrophobicity threshold is required for accurate membrane integration
of protein segments, we evaluated the putative relation of this phenomenon with the MNSV cell-
to-cell movement. For this purpose, a progressive reduction into the p7B TMD hydropathy was
obtained by introducing single or double ala-replacements into the p7B TMD as shown in the
Figure 7B. In this case, MNSV cell-to-cell movement was only maintained when the TMD
hydropathy exceeded a threshold value of 5.17 kcal/mol (obtained with the single mutants L4gA,
F21A, or Va5A) although in all competent-movement viral RNAs the spreading was lesser than
that obtained with the unmodified construct (Figure 7B and 7C). In any case, the a-helix
secondary structure of p7B TMD was not disturbed by the ala-replacements as deduced for the
consensus structure obtained by means of several computational prediction facilities from
SYMPRED server (http://ibivu.cs.vu.nl/programs/sympredwww/) (data not shown). In this sense,
statistical studies revealed that a-helical membrane-buried regions of non-channel proteins
were largely devoid of intramembranous proline residues in accord with structural
considerations since the cyclic structure of this amino acid strongly restricts the conformational
space resulting in a redirection of the peptide chain (Deber and Therien, 2002). Accordingly to
this observation, the S,3P replacement introduced in the middle of the TMD also impeded
MNSV cell-to-cell movement whereas a slightly reduction on local spread was observed when
the serine was replaced for alanine instead of proline (Figure 7B and7C). Thus, structural
requirements and hydrophobicity controlling the insertion of p7B TMD appears to be critical for
the efficient cell-to-cell movement of MNSV. On the other hand, analyses of TMD from
numerous membrane proteins have revealed that aromatic residues, tyrosines in particular,
have a propensity to mainly locate at or near the lipid-water interface of the membrane playing
an important function in membrane anchoring and stabilization of the corresponding protein.
Based on these data, the putative implication of the residues Y13 and Y28 either located
immediately upstream or near the Ct end of the p7B TMD was studied and interestingly local
spread of infection was higher than that obtained with original construct (Figure 7B and 7C). In
contrast, an approximately 50% reduction of the local movement was observed in the YjgA
replacement most likely due to their location in a conserved region which might be involved in
alternative functions different from membrane insertion but also relevant in cell-to-cell

movement (Figure 7B and 7C).

Flanking positively charged amino acids determine the final orientation of the hydrophobic
transmembrane segments according to the positive inside rule (von Heijne, 1992) but as
demonstrated before, p7B can be accommodated in both topologies and it is unclear to what
degree the distribution of positively charged lateral chains either affects their topology or
consequently, their function. In this aspect, a negative-to-positive inversion of the charge
balance present at both the Nt and Ct extremes flanking the p7B TMd (initial and final overall
charged values of -1 and +2, respectively at each p7B extreme) was either introduced by D;R or

D4R mutations into MNSV quimeric RNAs. In both cases, the cell-to-cell movement was
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drastically reduced to 10-15% values (Figure 7B and 7C). Finally, the participation of the dimer
conformational state of p7B in intercellular movement was also studied by introducing, as
performed before for p7B-GFP recombinant protein, a cysteine-to-glycine replacement of the
three Cys residues located at the Nt of the protein but using the infectious vector as template.
Unlike BYV p6, the ability of MNSV to invade adjacent cells was no completely inhibited but
movement was drastically reduced (10%) (Figure 7B and 7C). Subcellular localization of GFP-
p7B carrying the cysteine-to-glycine mutation was not modified (Table 1 and Fig 8). Therefore,

to fulfill its function in a more efficient manner, the p7B must be present as a dimeric element.

g AN —ANNA—

MAC,C,RCD,SS4P,,G,,DY ;SGAL ;L gliL 5oF 1 15,S,5F 5,V osF6F 57 Y 55 loe TSL5,8SQ4 G 6N, TY . VHHFD , ,NSSVKTQY V.G, | ..STNGDG*
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wT 6,19 100 —
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LyoAF 5 Aly,A* 3,12 0 T
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Figure 7. Studies on the contribution of the topological and membrane insertion determinants as well as the
dimerization ability of p7B in MNSV cell-to-cell movement in melon plants by site-directed mutagenesis. (A) Schematic
representation of the deduced secondary structure of MNSV p7B showing the conserved elements of secondary
structure (a-helix and B-sheet folding are represented by boxes and broken lines, respectively). (B) List of the amino
acid replacements performed into the p7B ORF from pMNSV/(Al)-Acp-GFP construct and the affected determinant, the
p7B hydrophaty values resulting after mutation measured as free energy (kcal/mol) and the relative percentage of
infected/fluorescent area obtained after inoculation of quimeric RNAs derived from the original vector and each modified
form on melon cotyledons. (C) An image of a representative fluorescent infection focus (muti- and unicellular) taken 2-3
days after inoculation of each MNSV mutant RNAs on melon cotyledons by using a confocal laser microscope is
showed.
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Subcellular Localization of p7B into Golgi Stacks is Largely Related to MNSV Cell-to-Cell
Movement.

Correlation between the intracellular traffic of p7B and viral cell-to-cell movement was
studied by imaging the subcellular localization corresponding to the mutants analyzed before in
the movement assays. To address this issue, we introduced identical modifications as in the
case of the viral vector but into the binary construct carrying the GFP-p7B fusion protein.
Therefore, based on the alteration of a particular topological and insertion determinant, both
competent and deficient movement mutations were selected: 1) the mutants Li;AF Al 0A |
LooAF21Al A and Fo7AlgA showing a TMD hydropathy reduction and local spreading completely
inhibited and the corresponding competent-movement SgAP10AG1A and Q35AG36AN37A
mutants used as controls; 2) the Sy3P mutation most likely distorting the membrane-spanning a-
helix and the corresponding control S,3A, both showing identical movement capacities as the
triple mutants previously mentioned; 3) the D;R and D44R mutations altering the charge balance
flanking the TMD which were also selected as representatives of modifications that highly
reduced the local advance of infection an finally; 4) the Y13A mutation which significantly
improved the efficiency of virus to move from cell-to-cell. A. tumefaciens strains either carrying
the binary vectors expressing GFP-p7B or each of its variants were coinfiltrated together with
the bacterial culture allowing the expression of the trans Golgi marker (STtmdChFP) or PD
marker (MPTMV-mRFP) in N. benthamiana leaves (Table 1).

p7B MUTATION AFFECTED QUALITY STtmdCherry MpTMVmREP
WT . N
SeAP,AG A HIDROFOBICITY + e
Q3AG AN A + -

L, AL gAl A* - -
L,oAF, Al,,A* - -

Fo AL A* - -
LA + +
F,,A + +
VysA + +
DR CHARGES - -
DR - -
YA AROMATIC AA + +
YA + +
SzA SECONDARY STRUCTURE + +
S,5P + -
C,GC,GC(G DIMMERS + +

Table 1: Represents the subcellular co-localization of different GFP-p7B mutants by A. tumefaciens mediated transient
expression together with the rat a-2,6-sialyltransferase fused to the cherry (ChFP) fluorescent protein (STtmdCherry), to
label Golgi apparatus stacks, or the MP of TMV fused to the monomeric red fluorescent protein (mRFP), to label the PD.
The corresponding p7B mutation is indicated in left column, wt refers to the unmodified p7B ORF. (+) and (-) tags refer
to co-localization or not between both particles, respectively.
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At early stage of the assays (24-36 hours post-infiltration) all the p7B related proteins
were properly targeted to the ER membrane as deduced from the observation of the typical
polygonal network (data not shown). This situation might be expected since TMD were always
predicted by using MPEx computer analysis (data not shown). Nevertheless, considering that
the first step of intracellular traffic appeared to be unaffected in all cases, later observations
were performed at different periods ranging from 36 to 72 h post-infiltration. Fluorescent
labelling of the ER progressively disappeared suggesting that the protein exit from this
subcellular compartment was also apparently unaltered (data not shown). Interestingly, both
proteins including the L,,AF,,Al,A and the D;R mutation which either impeded the cell-to-cell
movement or caused an extremely inefficient advance of the local infection, were found as
bright cytoplasmic bodies that did not colocalize with Golgi stacks whereas the rest of assayed
proteins that included the wt and its movement-competent variants as well as the S,3P, and the

C3GC,GCsG mutants were perfectly found on them (Figure 8).

SgAP,AG A

Figure 8. Studies on subcellular localization of different GFP-p7B mutants by means of the transient expression
mediated by A. tumefaciens infection in N. bentahamina leaves. Confocal laser scans of epidermal cells co-expressing
GFP-p7B (left image column) together with the rat a-2,6-sialyltransferase fused to the cherry (ChFP) fluorescent protein
(STtmdCherry) to label Golgi apparatus stacks (middle image column). Overlay images of both red and green channels
are displayed in the image column on the right. The corresponding p7B mutation is indicated in the upper side of the
panels located on the left column. wt refers to the unmodified p7B ORF.
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Disruption of the ER-Golgi traffic by Brefeldin A results in a reduction of MNSV cell-to-cell
movement

Further evidences correlating the Golgi-mediated traffic to PD of p7B and the local spread
of MNSV were obtained by evaluating what effect the disruption of the ER-Gogi transport of
cargo molecules by Brefeldin A treatment had on MNSV cell-to-cell movement. For this
purpose, quimeric MNSV(Al)-Acp-GFP RNAs were inoculated into a number of melon
cotyledons which were subsequently treated with the drug by using an established infiltration
procedure (Sagi et al, 2005). Considering that monitoring of local movement of this quimeric
RNAs requires several days and Golgi transport might be restored when Brefeldin A is removed,
the treatment was repeated at different times to maintain the drug presence into the tissue as
much as possible. Initial application (10 mg/mL) was performed at 2 days post inoculation when
all the infection sites were detected as multi-cellular foci as previously reported (Genoves et al,
2006). However, only foci showing a fluorescent area lesser than 1mm? were included into the
progress infection analysis to asses that virus was actively moving forward. At this point (t = 0),
each individual focus was identified by image recording of the non-scissed cotyledon with a
stereoscopic microscope to allow the subsequent visualization of the same tissue. Then, the
increasing of the fluorescent area was calculated at t = 24h, 48h and 72h by computer-assisted
analysis of the photographs by using Imaged v 1.37 software. Since Brefeldin A was diluted into
DMSO, control assays were simultaneously performed by infiltrating only this solvent into a half-
part of the melon cotyledons. Infections advance in drug-treated cotyledons was completely
stopped but fluorescence was maintained suggesting that replication was most likely unaffected.
In contrast, MNSV local infection in DMSO-treated cotyledons clearly progressed and in some
cases the final extension of the infected area was approximately three-fold bigger than that of
the initial focus (Figure 9). Additionally, fluorescent areas from drug-treated and untreated
tissues were sliced to discard non-infected tissue and total RNAs were extr acted. Northern-blot
hybridisation with an antisense specific ribobrope from GFP revealed that the MNSV genomic
and both subgenomic RNAs were multiplied and accumulated at approximately the same

amounts (data not shown).

To discard that the effect of Brefeldin A treatment on MNSV cell-to-cell movement could
be the consequence of an indirect effect due to a general de-organization of plant cellular
functions an additional control on transgenic N. tabacum p12 plants expressing the Alfalfa
mosaic virus (AMV) replicase protein was performed by mechanically inoculation of a quimeric
AMV RNA 3 not only including the AMV MP and CP ORFs but also the GFP gene (Sanchez-
Navarro et al, 2001). The tubule-forming AMV MP belongs to the “30K superfamily” (Kasteel et
al., 1997; Melcher, 2000) and most likely it is trafficked to PD through Golgi-independent routes
as has been described for other members of this MP cluster. Leaves were either treated with
Brefeldin A or DMSO and the AMV infection progress was visualized as before. In this occasion

there was no significant difference in the area of the GFP-fluorescence foci between control and
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BFA-treated leaves, indicating that BFA did not inhibit the cell-to-cell movement of AMV as has
been reported for the Tomato mosaic virus (ToMV) which also posses a “30K superfamily” MP
(Tagami and Watanabe, 2007).

BrA
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Figure 9: Representation of MNSV/(Al)-Acp-GFP infection foci area growing in melon cotyledons tissues in presence of
DMSO (A) or Brefeldin A (B). Y axis represents the foci diameter (mm2) and X axis represents the time of treatment (1 =
Oh, 2 = 24h, 3 = 48h, 4 = 72h).

DISCUSSION

The p7B Viral Movement Protein Is Targeted to PD by Means of a Golgi-Mediated
Pathway

Recent studies regarding the structural properties of p7B revealed the presence of a
single-spanning membrane domain that allows their co-translational insertion into ER-derived
microsomal membranes (Navarro et al., 2006; Martinez-Gil et al., 2007). However, no further
information concerning to the subcelular compartment where this protein is targeted within the
cell could be obtained from these assays since they were performed by using an in vitro cell-
free experimental system. For that reason, we report here the p7B subcelular localization in
plant cells which also provided interesting evidences about how intracellular movement take
place given that the location of this protein underwent a spatio-temporal variation. Thus, p7B
was initially positioned at the ER reaching out from the external nuclear envelope to the
polygonal network of the cortical regions but later was also detected into the trans-GA stacks
and the PD. The fact that the secretory pathway inhibitor BFA fully retained the p7B derived
fluorescence into ER by stopping the MP traffic to Golgi bodies and PD suggested that the
delivering to this later destination could be mediated by a GA-dependent pathway. The PD is
most likely the functional final target of p7B into the viral life cycle whereas GA might be an
intermediate organelle where the protein is in transit. Therefore, the visualization of p7B into the

GA was probably reflecting a large production of the protein in a very short time during transient
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expression. These results are quite similar to those reported for the PD-associated cellular class
1 reversibly glycosylated polypeptide RGP2 from Arabidopsis thaliana which also follows a GA-
mediated route (Sagi et al., 2005). However, some differences could be noted; early association
of RGP2 to the ER was neither observed during transient expression assays nor after BFA
treatments. Instead of this, an additional cytoplasm distribution of the protein was detected
(Drakakaki et al., 2006; Sagi et al, 2005). This situation is most likely reflecting the differences in
membrane association between both p7B and RGP2 that could determine the entry point at
which each protein is tracked into the secretory pathway. It is known that the entrance to the
endomembrane system for newly sinthesized proteins is mediated by the ER (van Geest and
Lolkema, 2000). Nascent polypeptides are cotranslationally transported into this subcelular
compartment by the translocon machinery that in the case of membrane proteins could stop the
transfer to integrate them in the lipid bilayer as is most likely the case of the p7B (Martinez-Gil et
al., 2007). Unlike, RGPs are soluble proteins that are peripherally associated to the cytosolic
face of GA membranes and subsequently could be directly targeted from cytosol to GA without

the involvement of the ER.

Dual Topology of p7B Could Represent an Initial Step in Evolution Toward CarMV-like
DGBp2

Carmovirus DGBps2 were assigned into two different groups, MNSV-like and CarMV-like
proteins, depending on the hydrophobic amino acids were either distributed along one or two
transmembrane a-helices, respectively. Additionally, a conserved sequence folding as a p-sheet
structure was predicted at the C-terminus of both groups suggesting an equivalent functional
involvement (Navarro et al., 2006). Interestingly, biochemical assays reveals a topological
arrangement of CarMV DGBp2 with both Nt and Ct facing the cytosol whereas the TMD-
connecting loop is positioned inside the ER luminal space (Vilar et al., 2002). In this scenario,
the positive inside rule seems to be accomplished for all DGBp2 members of CarMV-like cluster
(see the Figure 1 in Navarro et al., 2006). On the other hand, BiFC assays indicated that p7B
can adopt a dual-topology in the ER membrane showing both opposite orientations. Moreover,
the positive inside rule was apparently overridden as a mutant p7B engineered to have a Ct
cytosolic orientation also showed both topological orientations. However, the ability of p7B to
form Ct-cytosolic homo-dimers was here demonstrated to be essential for an efficient MNSV-
cell-to-cell movement but also an appropriate charge balance around the TMD as deduced from
the D7R and D4R mutations. Appropriate rate of opposite orientations seems to be necessary
for the ER-to-GA MP export since the introduction of D;R mutation generated a delivering of the
protein to non-GA punctuate bodies. In any case, p7B homo-dimer elements with a Ct cytosolic
orientation as well as molecules presenting an opposite orientation both play a functional role in
MNSYV intra- and consequently inter-cellular movement. This situation resembles that of CarMV-
like DGBp2 proteins showing two TMD with both Nt and Ct regions facing to cytosol. Perhaps,
MNSV-like DGBp2 could represent an initial step in evolution toward CarMV-like DGBp2. In this
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sense, it has been recently shown that membrane proteins initially presenting a dual topology
may undergoes a complete gene duplication which results in two similar ORFs but each one
showing opposite orientations most likely due to a redistribution of positive charged residues;
finally, a fusion event between both homologous genes may generate a single protein with two
opposite TMD (Rapp et al., 2006). Therefore, MNSV-like and CarMV-like DGBp2 represent

different steps in the evolution of carmoviruses MP.

ER-to-Golgi transit is necessary but not sufficient for MNSV Cell-to-Cell Movement that
Most Likely Requires a Functional Secretory Pathway

Relationships between intracellular traffic of p7B and MNSV cell-to-cell movement was
evaluated in this work by disruption the topological and membrane insertion determinants of
p7B by site-directed mutagenesis into a quimeric GFP/MNSV viral. Reduction of p7B TMD
hydrophobicity resulted in a drastic inhibition of cell-to-cell movement but a threshold
hydropathy value appears to exist that once surpassed restored the intercellular advance of the
virus. It is possible that ER insertion of p7B could be impeded into non-competent movement
proteins since it is known that hydrophobicity value dictates when a peptide can adopt a fully a-
helical structure inside a membrane environment. However, either the Li7;AF5AligA, the
LooAF21AlA or Ly7AlgA mutants showing a great TMD hydropathy reduction were inserted into
ER membranes although exported to unidentified punctuates bodies within cytoplasm unlike the
competent-movement SgAG1AY 13A and Q35AG3AN37A mutants that were correctly exported to
GA. Then, the TMD hydropathy reduction resulted in a different destination of p7B which was
not functional in viral movement. These data are suggesting that the appropriate targeting of
p7B could be determined by protein-lipid interactions which possibly are dictated by the
hydrophobicity levels of its TMD. At this point, it is interesting to mention that steric impediment
at the carboxyl terminus of p7B completely retained the protein at the ER membranes indicating
that other factors controlling the export could be located at this region. Moreover, they must be
dominant over trans-membrane domain length in defining ER exit. In this sense, any of the di-
hydrophobic, di-basic, di-acidic and di-aromatic motifs that have been involved in the plant ER-
to-Golgi traffic of single-spanning membrane proteins were observed in the p7B molecule
(Barlowe, 2003) except for a putative YXX® motif (were Y is Tyr, X is any amino acid, and @ is
an amino acid with a bulky hydrophobic side chain) that has been noted in some movement
proteins from different virus. It has been reported that this sequence element indicates an
involvement of secretory and/or endocitic vesicles in their intracellular movement (Boevink and
Oparka, 2005). However, excluding the Pea steam necrotic virus, the presence of YXX® motif
was not conserved among carmoviruses DGBp2. Therefore, further investigation is necessary

to identify the putative signal export.

A different situation was observed in the case of the S,3P mutation most likely distorting

the membrane-spanning a-helix and the corresponding control S,3A since both were trafficked
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from ER-to-GA. Appropriate membrane insertion of p7B S,3P mutant was not unexpectedly
since a widespread occurrence of this sort of residue in TM helices has not only been reported
but also functionally involved in transporter proteins (Deber and Therien, 2002). However,
drastic differences were observed in their MNSV movement capacities that were completely
inhibited in the S,3P mutant but were only slightly affected in the control. Therefore, subcellular
localization of p7B in the Golgi apparatus is a necessary but not sufficient condition to an
efficient MNSV cell-to-cell movement take place. This is a reasonable assumption considering
that the Golgi apparatus is an intermediate organelle of the secretory/vacuolar pathway and,
since the S,3P mutant is not locate in the PD (Table 1), the post-Golgi transport of this cargo
molecules to its functional destination is hampered According to the observation that
movement-competent p7B modifications do not affect their GA location, the p7B molecules
carrying the Y3A and Y33A mutations were also trafficked from ER-to-GA but surprisingly, in the
former the virus efficiency to move from cell-to-cell was significantly improved. This Y43 residue
is located at the end of the TMD and after membrane insertion most likely is positioned at the
membrane-water interface. Interfacial aromatic residues, commonly found among membrane
proteins, are important in both positioning and anchoring of the TMD in the lipid bilayer. In this
sense, the bacteriophage M13 major coat protein move into the water phase after ala-
replacement of two Phe anchoring residues (Stopar et al., 2006). In this scenario, the precise
positioning of p7B in the membrane might be not essential for its functional role but additionally,
lack of anchoring restrictions into lipid bilayer could favours a more efficient transport of the p7B
along the membranous compartments and consequently, a major advance of local MNSV
infection. Alternatively, a large capability to evade proteasome degradation by Y,3A mutant can
not be ruled out. In fact, the TMV MP mutants have been described with improved transport
functions due to their ability to evade this mechanism degradation (Gallespie et al., 2002). In
summary, all these data together with the drastic MNSV cell-to-cell movement arresting after
inhibition of the ER-to GA traffic in the presence of brefeldin A (Figure 9) strongly indicated that
p7B tracks the secretory pathways to achieve the PD in order to MNSV can move from cell-to-

cell.

Towards a Model for Carmovirus Cell-to-Cell Movement

The GA-assisted delivering of a protein to PD is not a new finding. In addition to the
above mentioned RGP, GA participates in the formation of both primary and secondary
branched PD during cell division (Ehlers and Kollmann, 2001) and, in tubule-forming virus
studies, circumstantial evidences have involved the secretory pathway in the transport to PD of
an unknown factor essential for tubule forming. However, our results represent the first direct
evidence that Golgi-mediated traffic of a plant viral protein to PD was essential for viral cell-to-
cell movement and significantly, a recently reported dual localization of the genome binding
p7A, the DGB counterpart of p7B, in both GA bodies and peripheral punctuate structures

(Genoves et al.,, 2007) most likely guarantee this route as that used for MNSV in their

181



MNSV membrane associated MP

intracellular movement. The p7A was periphellically associated to the cytosolic face of the GA
whereas p7B has a transmembrane region crossing the Golgi membrane but both MNSV MPs
were autonomously delivered to the cellular periphery. Then, it is possible that MNSV genome
associated to p7A arrives to the PD plasmalemma facing the cytoplasmic sleeve whereas p7B
might become inserted into plasmalemma exposing the soluble domains to both the apoplast
and cytoplasmic sleeve. Therefore, interaction between both proteins may occur at this location

to allow movement-competent complex to reach the adjacent cell after PD traversing.
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DISCUSION GENERAL

La propagacion de un determinado virus en una planta susceptible se inicia con la
replicacion del mismo en la célula inicialmente infectada. Un gran porcentaje de virus de
plantas presentan genomas de RNA de polaridad positiva, por lo que, en estos casos, la
infeccién requiere la sintesis de la RdRp viral. Tras replicarse, la progenie viral es transportada
hacia las células vecinas a través de los plasmodesmos en un proceso que incluye los
denominados movimientos intra- e intercelular. Esta fase del ciclo viral es dirigida en el
citoplasma celular por las proteinas de movimiento (MPs) del virus junto con la maquinaria de
transporte de macromoléculas de la célula huésped. Posteriormente, el virus alcanza las partes
distales de la planta mediante el movimiento sistémico para el cual es necesaria la invasion del
sistema vascular que, en la mayoria de casos descritos, es dependiente de la proteina de la
capsida (CP). Ademas, el virus ha de ser capaz de evadir la respuesta de defensa del
hospedador que limita, en muchos casos, el movimiento a corta y larga distancia del patégeno.
Un mecanismo defensivo de la planta bien caracterizado es el silenciamiento génico de RNA y
la forma mas habitual de contrarrestarlo por parte de los virus es la expresion de factores
proteicos que suprimen dicho mecanismo y que pueden actuar a diferentes niveles. Los virus,
por tanto, codifican en sus genomas las proteinas implicadas en el desarrollo de las principales
etapas de una infeccion viral y el estudio de los mecanismos implicados en cada una de ellas

constituye la base para el desarrollo de nuevas estrategias de control de las virosis.

El género Carmovirus representa al menos 13 especies de virus de plantas que afectan
a numerosas especies cultivadas en muchos de los casos con una gran repercusién econémica.
Estudios realizados in vivo con el virus del arrugamiento del nabo (TCV) sugieren la
participacion de un sistema de dos pequefias MPs (Bloque de dos genes, DGB) en el
movimiento de los Carmovirus. Por otro lado, estudios bioquimicos y estructurales con las
proteinas homologas del Virus de moteado del clavel (CarMV) han llevado a proponer un
modelo de movimiento para los Carmovirus en el que la DGBpl seria el factor encargado de
unir el RNA viral, mientras que la DGBp2, anclada a la membrana del RE, podria favorecer el
transporte del complejo DGBp1-RNA hacia la periferia celular (Marcos et al., 1999; Vilar et al.,
2001; Vilar et al., 2002). Debido a la sencillez estructural de estas proteinas, los Carmovirus

constituyen un sistema idoneo para el estudio del movimiento de los virus de plantas.

En este trabajo se ha abordado el estudio de: i) la funcion de las proteinas codificadas en
el genoma del MNSV, ii) las caracteristicas bioquimicas y funcionales de las proteinas de
movimiento (MPs) del MNSV, iii) el patron de distribucion subcelular de las MPs del MNSV. Los
datos obtenidos han llevado a la formulacion de un modelo de movimiento célula a célula para

estos patégenos.
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Analisis funcional de las proteinas codificadas por el genoma del Virus de las manchas
necroticas del melon (MNSV).

La obtencién de clones de DNA de secuencias virales que tras su transcripcion a las
correspondientes secuencias de RNA mantengan la capacidad infecciosa del RNA viral del cual
derivan ha constituido una herramienta imprescindible en el andlisis de la estructura-funciéon de
los virus de plantas (Boyer y Haenni, 1994). En el presente trabajo, la secuencia genémica de
un aislado natural del MNSV obtenido de plantas de melén (Cucumis melo cv galia) de cultivos
de invernadero de Almeria se ha clonado bajo el control del promotor de la RNA polimerasa T7.
Esta construccion se ha denominado pMNSV/(AI). Los RNAs transcritos a partir de este clon se
inocularon mecanicamente sobre cotiledones de melon. Las plantas inoculadas reprodujeron la
misma sintomatologia observada en infecciones iniciadas con el RNA viral o con los viriones
del aislado original: manchas redondeadas y cloréticas tanto en cotiledones como en hojas que

con el tiempo llegan a necrosarse dando lugar al aspecto tipico de cribado.

Al iniciar este estudio no se disponia de datos experimentales sobre la funcionalidad de
las diferentes proteinas codificadas en el genoma del MNSV. Por tanto, el papel desempefiado
por éstas en el ciclo vital del virus Unicamente se podia inferir mediante la busqueda de
similitud en la secuencia de aminoacidos con otras proteinas virales cuya funcionalidad habia
sido investigada. Estos estudios habian sido realizados principalmente en miembros del género
Tombusvirus pero solo para un Carmovirus, el TCV, se disponia de evidencias experimentales
al respecto. Por este motivo, una vez comprobada la viabilidad del clon pMNSV(AI), esta
herramienta molecular se utiliz6 para determinar el papel desempefiado por cada factor
proteico del virus en las etapas del ciclo infeccioso. Para ello, se procedié a la obtencién de una
coleccion de mutantes sobre pMNSV(AI) en los que se bloqueé la sintesis individual de las
proteinas virales mediante la utilizacion de técnicas convencionales de mutagénesis dirigida.
Ademas, se realizaron las mismas modificaciones en los genes virales sobre una construccion
guimérica de este clon viral, denominada pMNSV/(Al)-Acp-GFP, en la que se sustituy6 la ORF
correspondiente a la proteina de cubierta por el gen de la proteina de fluorescencia verde
(Green fluorescent protein, GFP). De esta forma, se pudo visualizar el avance de la infeccion a
nivel local en la planta mediante la deteccion de la fluorescencia generada por la GFP. Puesto
gue la expresion de esta proteina fluorescente depende de la sintesis del sgRNA 2, la emisién
de fluorescencia tan solo se observara si existe replicacion viral. Los RNAs virales derivados de

ambas colecciones de construcciones, se ensayaron in vivo sobre plantas de melon.

Trabajos previos habian puesto de manifiesto la existencia en la parte 5 del genoma del
MNSV de dos pautas de lectura abierta (ORF) separadas por un coddn de parada débil, UAG,
que dan lugar a una proteina de 29 kDa y a otra de 89 kDa, consecuencia de la lectura a través
del mismo (Riviere y Rochon, 1990). Para evitar la expresiéon individual de p29 o p89 se
sustituyé el codon de parada interno por un ftriplete AUG (Met) o se introdujo un

desplazamiento en la pauta de lectura inmediatamente después de la ORF de p29,
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respectivamente. El ensayo in vivo de ambas construcciones no ocasion0 ningin tipo de
sintomatologia macroscopica, asimismo, no se detectaron RNAs virales ni expresion de la
fluorescencia. Por tanto, la ausencia tanto de p29 como de p89 imposibilita la sintesis de
nuevas moléculas de RNA viral. Asi, estas dos proteinas deben ser esenciales en la replicacién
de MNSV y podrian considerarse como las RdRp de este virus. En este sentido, es probable
que tanto p29 como p89 formen parte del complejo replicativo viral, tal y como se ha descrito
para proteinas similares de virus relacionados como el TCV (Hacker et al., 1992; Rajendran et
al., 2002) o el virus del enanismo ramificado del tomate (Tomato bushy stunt virus, TBSV)
(Rajendran y Nagy, 2003; Rajendran y Nagy, 2004; Pogany et al., 2005).

Por otro lado, se ha descrito que el transporte célula a célula del TCV es controlado por
un sistema de dos pequefias proteinas de movimiento (MP) cuyas ORFs se sitdan en la region
central del genoma (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998; Chen et al., 2000). Aunque estas
proteinas reciben un nombre especifico segin su peso molecular, forman el denominado
Blogue de dos genes (Double gene block protein, DGBp) de los Carmovirus (Hull, 2002). Por
este motivo, también se les designa de forma genérica como DGBpl y DGBp2, segun el orden
5-3’ en la secuencia viral. Cabe destacar que mientras que las ORFs de DGBpl y DGBp2 de
todos los Carmovirus caracterizados molecularmente poseen secuencias que solapan entre
ellas en mayor o menor medida, esto no sucede en el MNSV. Por el contrario, ambos genes,
cuyos productos se denominan en este caso p7A (DGBpl) y p7B (DGBp2), se encuentran
separados por el codén débil de parada situado al final de la ORF de la p7A seguido de un
triplete de Cys inmediatamente anterior al de la Met inicial de p7B. De esta forma, en el caso
de evitarse la parada en la traduccion de la p7A y al mantenerse la pauta de lectura abierta
entre ambos genes, se podria sintetizar una proteina de fusidon de aproximadamente 14 kDa
que incluiria, en tamdem, la secuencia de aminoacidos completa de p7A 'y p7B (p14) (Riviere y
Rochon, 1990). La existencia de esta proteina y su posible participacion en el ciclo del virus ha
sido materia de debate en los Ultimos afios. Debido a esta peculiaridad, en el presente trabajo
se estudio el papel desempefiado por las DGBps del MNSV en el movimiento viral y también la
posible implicacion funcional de la p14 en el proceso. Para ello, se realizaron construcciones
con pérdida de funciéon para la p7A y la p7B, asi como una tercera en la que se elimino el
codon de parada que hay entre ambas ORFs para favorecer la sintesis de la pl4. Los
resultados de los bioensayos mostraron que en los tres casos no se observd la aparicion de
sintomas macroscopicos ni se pudieron detectar los RNAs virales, una situacion idéntica a la
observada en el caso de las RdRp. Sin embargo, aunque la inoculacion de RNAs derivados de
PMNSV(AI)-Acp-GFP generaron focos de infeccion multicelulares, la emision de fluorescencia
en estos tres mutantes quedo restringida a células individuales. Este tltimo resultado sugiere
gue aungue el virus fue capaz de replicarse, la invasion viral no pudo avanzar mas alla de la
célula inicialmente infectada. Esta situacion genera una acumulacién muy reducida de RNAs

virales que hace que no se puedan detectar mediante la metodologia utilizada para este fin.
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Como cabria esperar, la ausencia de p7A o p7B resultd ser critica para el movimiento local del
virus que tampoco pudo realizarse si ambas proteinas estaban presentes en forma de una
fusion (p14). Sin embargo, tanto la p7A como la p7B actuando en trans, pudieron restablecer
parcialmente el movimiento célula a célula de los correspondientes RNAs virales deficientes en
cada una de estas proteinas. Por el contrario, en experimentos de complementacion similares
se observé que la pl4 no fue capaz de promover el movimiento local del virus incluso en
presencia de la p7A o la p7B. La p14 tampoco pudo ser detectada con anticuerpos especificos,
disefiados contra un péptido derivado de p7A, durante una infeccion generada mediante
inoculacién de viriones del MNSV. Ademas, en el caso de que esta proteina se acumulase a
niveles situados por debajo del umbral de deteccién de la técnica utilizada no estaria clara su
funcionalidad dado que, de manera consistente con los resultados obtenidos en este trabajo,
existe un aislado natural del MNSV, denominado MNSVa5, capaz de infectar sistémicamente
su huésped pero que posee un coddn de parada fuerte entre las ORF de ambas proteinas de
movimiento (Diaz et al., 2003). En estas condiciones, la sintesis de la proteina de fusion es
practicamente improbable. Por tanto, la p7A y la p7B formarian un sistema de proteinas en el
que serian necesarias y suficientes para promover el movimiento célula a célula del MNSV y se

pueden considerar como las proteinas de movimiento de este virus.

Por ultimo, estudios previos pusieron de manifiesto que la p42 del MNSV es la proteina
estructural responsable de la encapsidacion del virion (Riviere et al., 1989; Riviere y Rochon,
1990) y, por tanto, es la CP del virus. Mediante ensayos in vivo con RNAs derivados de
construcciones mutantes en las que o bien se bloqued la sintesis de la p42, se eliminé
totalmente del genoma la ORF correspondiente (pMNSV(AI)-Acp) o, como se ha adelantado, se
sustituyé por el gen de la GFP (pMNSV(Al)-Acp-GFP), se observé que esta proteina no era
requerida en el movimiento célula a célula puesto que se detectaron RNAs virales y focos de
infeccion multicelulares en los cotiledones inoculados. No obstante, éstos Ultimos presentaron
un tamafio mas reducido que en presencia de la p42. Por el contrario, en ninguno de los tres
casos se recuperaron RNAs virales o se observé emision de fluorescencia en partes distales al
punto de inoculacion o en el sistema vascular, indicando que esta proteina es necesaria para la
invasién sistémica de la planta por parte del virus. Estos resultados sugieren que el MNSV es
capaz de moverse célula a célula en forma de un complejo ribonucleoproteico sin necesidad de
generar particulas viricas completas. No obstante, la incapacidad del MNSV de moverse
sistémicamente en ausencia de la CP indica que la entrada del virus al sistema vascular, que
ocurre a través del floema (Gosalvez et al., enviado), puede requerir la encapsidacion del
genoma en viriones. No se puede descartar, sin embargo, que la CP formara parte de un
complejo ribonucleoproteico, diferente al implicado en el transporte local, capaz de desplazarse
por el floema al resto de la planta. Por otro lado, la inoculacién de los RNAs derivados de la
construccion deficiente en la sintesis de p42 provoc6 una sintomatologia menos severa en los

cotiledones inoculados en tanto que las tipicas manchas cloréticas eran mas pequefias, en
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proporciéon con el tamafio reducido de los focos de infeccion, y ademas, no llegaron nunca a
necrosarse. Ademas, la eliminacién de la secuencia de nucleétidos del gen de la CP en
PMNSV(Al)-Acp 0 su substitucidon por una secuencia no viral en el caso de pMNSV/(AIl)-Acp-
GFP provoco la desaparicion total de los mismos. Por tanto, la p42 es capaz de modular la
sintomatologia en infecciones locales, siendo ésta la responsable del aumento del tamafio y la
intensidad de los sintomas. El efecto positivo de p42 sobre el avance local de la infeccién fue
similar al obtenido cuando la infeccibn con RNAs derivados de pMNSV(AIl)-Acp-GFP se
complement6 con un supresor viral del silenciamiento génico de RNA denominado HC-Pro
(Helper component proteinase de Potivirus). En este punto cabe destacar que esta actividad se
ha descrito ampliamente para diferentes proteinas de virus no relacionados filogenéticamente
(Qu y Morris, 2005). Se trata de una funcion muy conservada por lo que aparentemente
desempefia un importante papel en la biologia de los virus de plantas. En este contexto,
ademas de la proteina HC-Pro, son ejemplos de proteinas virales con actividad supresora del
PTGS la p25 del Virus X de la patata (PVX) (Voinnet et al., 2000), la p19 de Tombusvirus
(Silhavy et al., 2002), la 2b del Virus del mosaico del pepino (CMV) (Ryabov et al., 2004b) o la
CP del Virus del arrugamiento del nabo (TCV) (Qu et al., 2003; Thomas et al., 2003). En lo que
concierne a la actividad supresora del silenciamiento génico postranscripcional de las proteinas
del MNSV, se ha observado que tanto la p42 como la p7B actlian como supresores del PTGS
en experimentos de expresion transitoria sobre la linea 16c de plantas transgénicas de N.
benthamiana capaces de expresar la GFP (Ruiz et al., 1998). Sin embargo, lo hacen con una
eficiencia 10 veces inferior a la obtenida con supresores como HC-Pro o 2b. Asi pues, la
participacion de p42 promoviendo el transporte intercelular probablemente sea una
consecuencia indirecta de contrarrestar los mecanismos de defensa del huésped y por tanto,
no exista una implicacién directa de la p42 en el mecanismo molecular encargado del
transporte de los genomas virales. Se ha descrito esta funcion para la proteina p25 de PVX, la
TGBp1 del blogue de tres genes (TGB) de Potexvirus (Voinnet et al., 2000; Lough et al., 2001)
que, al igual que p7B (DGBpl), estd a su vez implicada en el movimiento célula a célula del
virus. Estos dltimos datos sugieren que los factores virales que controlan el movimiento intra- e
intercelular pueden tener a su vez actividad de supresion del PTGS (Verchot-Lubicz, 2005),
aunque los estudios realizados hasta ahora no permiten determinar la etapa exacta del

silenciamiento de RNA que se veria afectada por estas proteinas del MNSV.

Las caracteristicas bioquimicas y funcionales de las proteinas del MNSV, p7A y p7B, y
su implicacion en el movimiento intra e intercelular.

Los virus de plantas codifican en sus genomas entre una y cinco proteinas responsables
del movimiento viral de forma directa (Carrington et al., 1996; Lazarowitz y Beachy, 1999;
Lucas, 2006; Waigmann et al., 2004). A estas diferencias en cuanto nimero hay que afiadir

una gran variabilidad de tamafio, estructura y poca similitud de secuencia de aminoacidos. Sin
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embargo, las MPs virales presentan propiedades comunes entre las que destacan la capacidad
de formacién de complejos con el RNA (Citovsky et al., 1990), la interaccién con factores
proteicos del huésped y/o compartimentos celulares (Curin et al., 2007; Lucas, 2006; Taliansky,
2006; Lee et al., 2005; Morozov y Solovyev, 2003) y la modificacion del tamafio de exclusion
molecular de los plasmodesmos (Ding et al., 1995; Lucas et al., 1995). Por tanto, es razonable
pensar que estas funciones residan en estructuras comunes que si se aprecian a nivel

secundario o terciario.

A su vez, la comparacion de las estructuras primarias de las proteinas del DGB de los
Carmovirus muestra una baja simillitud de secuencia entre ellas aunque existe una gran
conservacion de los elementos de estructura secundaria que se observan mediante el uso de
programas informéticos de prediccién. Estos datos sugieren que la funcién desarrollada por las
proteinas de movimiento de los Carmovirus debe atribuirse principalmente a las propiedades
fisicas y quimicas de los residuos de aminoéacidos por si mismos o al plegamiento secundario

del esqueleto peptidico, mas que a la estructura primaria.

Por un lado, la p7A fue capaz de unir preferentemente RNA de simple cadena de forma
cooperativa y sin especificidad de secuencia aparente. El valor estimado de la constante de
disociacion (Kd) del complejo formado entre la p7A y el RNA es del orden de uM, por lo que se
encuentra en el rango de los valores calculados para la p7 (DGBpl) del CarMV (Marcos et al.,
1999; Vilar et al.,, 2001) asi como de los de otras proteinas virales de union al RNA no
especificas de secuencia (Burd y Dreyfuss, 1994; Pata et al., 1995; Dar6s y Carrington, 1997;
Herranz y Pallas, 2004). Los ensayos Nothwestern de p7A y de construcciones de la misma en
las que se elimind el dominio N-terminal (Nt), la region central o el extremo C-terminal (Ct),
revelan que todas las regiones de la proteina participan en la unién al RNA, aunque es el
dominio central, definido entre las posiciones 23 y 44, el de mayor implicacién en esta
interaccién. Asimismo, se corrobord la funcionalidad de dicha region utilizando un péptido
sintético, equivalente en estructura primaria y secundaria (a-hélice) a la misma, en ensayos de
unién a RNA. Sin embargo, en este caso, el valor estimado de la Kd fue de 9 mM, un orden de
magnitud superior al de la proteina entera. Este resultado indica que aunque este dominio es
capaz de unir el RNA por si solo, el proceso es menos eficiente que en el contexto de la
proteina entera de acuerdo con los resultados obtenidos con los ensayos Northwestern. Por
otro lado, el papel de los residuos basicos en la uniéon al RNA se ha descrito tanto para las MPs
de virus pertenecientes al mismo género, como es el caso de la p7 del CarMV (Marcos et al.,
1999; Vilar et al., 2001), asi como de virus no relacionados, por ejemplo la TGBpl de los
Potexvirus (Morozov y Solovyev, 2003) o las proteinas de la Superfamilia 30K (Citovsky et al.,
1992; Herranz y Pallas, 2004). En todos estos casos, la capacidad de unién queda restringida
al dominio RBD (RNA binding domain), rico en aminoacidos basicos (Marcos et al., 1999; Vilar
et al., 2001: Herranz y Pallas, 2004). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la

molécula entera de la p7A se encuentra implicada en esta interaccién con el RNA por lo que no
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se pudo definir un dominio RBD concreto. Este resultado podria ser consecuencia de que la
p7A, a diferencia de otras proteinas de Carmovirus descritas, tiene sus aminoacidos cargados

positivamente distribuidos a lo largo de toda su secuencia.

El grado de implicacion de los elementos de estructura primaria y secundaria de la p7A
en el movimiento célula a célula del virus se estudié mediante el ensayo in vivo de una nueva
coleccion de construcciones mutantes del clon pMNSV(Al)-Acp-GFP. En este contexto, se
estudi6 la relevancia de los residuos cargados positivamente que determinan la capacidad de
unir &cidos nucleicos de la p7A, la estructura secundaria en a-hélice de la region central y el
motivo conservado FNF del extremo Ct. De este modo, se ha observado que el movimiento del
virus no es permisivo ni a cambios en los aminoacidos basicos, ni en la estructura secundaria
del dominio central, pero si en los extremos Nt y Ct, aunque el movimiento local se ve reducido
en mayor o menor medida. En este contexto, la cinética de unién a RNA de construcciones
mutantes de la p7A muestra una correlacion entre la capacidad de unir RNA y el movimiento
célula a célula del virus. Asi, los mutantes, ya sean de estructura o carga, en la regién central
de p7A dejan de unir al RNA. Estos datos son similares a los observados para el RBD de la MP
del virus de los anillos necréticos de los Prunus (Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV),
donde se muestra que el movimiento célula a célula del virus es condicionado por la capacidad
de unién a RNA de la misma (Herranz y Pallas, 2004; Herranz et al., 2005). Por otro lado, el
movimiento del MNSV se blogquea cuando se sustituyen los residuos aromaticos del extremo Ct,
muy conservados entre las DGBpl del género Carmovirus. Este efecto podria deberse a la
interaccion entre las cadenas laterales de los mismos y las bases del RNA (Drapper, 1999;
Jones et al., 2001). Sin embargo, el mutante es capaz de unir al RNA aunque con una
constante de disociacion mayor. De este modo, es probable que esta diferencia entre Kd sea
suficiente para impedir el movimiento pero, por otra parte, el motivo FNF podria participar en la
estabilidad de la proteina dado que se ha descrito la implicacion de residuos aromaticos en
interacciones terciarias dentro de la misma proteina o entre moléculas diferentes (Ma et al.,
2003; Rajamani et al., 2004). Asi, el bloqueo del movimiento célula a célula para el mutante
FNF de la p7A podria deberse a la dificultad para establecer interacciones con otros factores
proteicos, ya sean virales o del huésped, esenciales para el movimiento. De este modo, el
extremo Nt, mediante los residuos basicos presentes en esta region y el extremo Ct, con menor
carga positiva pero con una estructura secundaria en fB-hoja plegada podrian modular la
interaccion con el RNA que se realizaria preferentemente por mediacion de los residuos
béasicos y la estructura secundaria en a-hélice de la regién central de forma semejante a la
descrita para la p7 del CarMV (Vilar et al., 2005). Esta interaccion seria esencial para el

movimiento local del MNSV.

Por otro lado, la p7B (DGBp2) del MNSV presenta un unico dominio transmembrana
(Transmembrane domain, TMD) a diferencia de la p9 (DGBp2) del CarMV (Vilar et al., 2002).

La comparacion de las secuencias de las DGBp2 de los Carmovirus claramente revela la
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existencia de 2 grupos de especies diferentes segin tengan uno o dos TMD que estarian
representados por el MNSV o CarMV, respectivamente. La p7B es capaz de insertarse, en un
sistema de transcripcion/traduccion in vitro, en la bicapa lipidica de microsomas derivados del
RE de células de pancreas canino. De acuerdo con este resultado, en el fraccionamiento
subcelular de tejidos de N. benthamiana que expresan transitoriamente la p7B, ésta se detect6
en la fraccion insoluble que incluye preferentemente compartimentos membranosos de la
célula. Ademas, en estos ensayos, la p7B se recuperé mayoritariamente en forma de
homodimeros en las membranas celulares en las que se inserta, como ocurre con la proteina
de movimiento p6 de Closterovirus (Peremyslov et al., 2004). Tras el tratamiento in vitro con el
agente reductor DTT, las formas diméricas de la p7B desaparecen dando lugar exclusivamente
a la forma monomérica de la proteina. De forma similar, la sustitucion de los Unicos tres
residuos de Cys, localizados en el extremo Nt de la molécula, por Ala provoc6é el mismo
resultado. Por tanto, la formacién de los dimeros de p7B debe de ser mediada por la creacion
de puentes disulfuro, un enlace quimico covalente, entre los grupos tiol de las cadenas
laterales de estos residuos de Cys. Ademas, se ha comprobado que la sustitucion de las tres
Cys por Ala provoca una drastica disminucion del movimiento célula a célula del virus por lo
que los homodimeros de p7B probablemente constituyen la forma funcional de esta molécula.
Es importante destacar aqui que la disulfuro isomerasa, enzima capaz de catalizar la formacién
de los puentes disulfuro entre residuos de cisteina, es exclusiva del [limen del RE (Frand et al.,
2000). Teniendo en cuenta esta observacion, para poder formar estos dimeros esenciales en el
movimiento, la p7B deberia adoptar in vivo una orientacion Nt luminar/Ct citosélica puesto que,
como se ha mencionado anteriormente, no existen mas residuos de Cys en la molécula que los
tres situados en el extremo Nt. Sin embargo, los datos obtenidos por ensayos de
complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC) en plantas de N. benthamiana
indicaron que p7B es capaz de insertarse en la membrana del RE adoptando una topologia
dual con dos orientaciones opuestas. Por otro lado, se ha demostrado que los residuos con
cargas positivas impiden la translocacion, del dominio donde se sitian, a través de la
membrana. Por tanto, el dominio citoplasmatico de estas proteinas presenta mas cargas
positivas (la regla positivo-dentro) (von Heijne, 1992). En este sentido, como cabria esperar de
las proteinas que presentan una topologia dual, la p7B posee solo dos residuos basicos (R5 y
K49) cada uno situado a ambos lados del fragmento transmembrana. Esta situacion contrasta
con la encontrada en la p6 del BYV, una proteina de tipo | donde el extremo Ct citosolico
presenta tres cargas positivas frente a una Unica en el extremo Nt luminal. A pesar de ello, la
introduccién de tres residuos de Lys en el extremo Nt de p7B (entre las posiciones L32 y S33)
no provocd un cambio aparente en su topologia dual. Sin embargo, existen otros casos
descritos como ocurre con el canal politépico que constituye la ductina (Dunlop et al., 1995).
Interesantemente, la posibilidad de que p7B adopte una doble topologia en su inserciéon en
membrana le asemeja a las DGBp2 de Carmovirus del tipo CarMV. En este contexto, la p9 es

capaz de insertarse en la membrana del RE mediante sus dos TMD exponiendo los extremos
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Nt y Ct al lado citosolico (Vilar et al., 2002; Sauri et al., 2005). En un trabajo reciente realizado
con proteinas de membrana se ha demostrado que tras una duplicacién génica se pueden
generar proteinas homdlogas que adoptan una topologia opuesta en su insercion a la
membrana debido a la redistribucion de sus cargas. De este modo, la fusién entre los genes
duplicados puede dar lugar a una Unica proteina con dos fragmentos transmembrana opuestos
(Rapp et al., 2006). De esta forma, las DGBp2 del MNSV y del CarMV podrian representar

pasos evolutivos diferentes del género Carmovirus.

Asimismo, mediante el ensayo in vivo de RNAs derivados de construcciones mutantes
del clon pMNSV(AI)-Acp-GFP, en las que se ha sustituido diferentes aminoacidos de la
secuencia de p7B, se ha podido determinar la importancia de aquellas caracteristicas que
modulan la correcta insercién y la topologia de una proteina en la bicapa lipidica en el
movimiento célula a célula del MNSV. En concreto, se ha estudiado la posible relevancia de la
hidrofobicidad del fragmento transmembrana, ademas de los residuos aromaticos y cargados a
ambos lados del dominio hidrofébico que condicionan la estabilidad de la insercion y la
orientacién en la membrana, respectivamente (revisados en von Heijne, 2006). De esta forma,
se ha observado que al disminuir la hidrofobicidad del TMD por sustitucion de aminoacidos
hidrofébicos se obtiene una drastica reduccion del movimiento del virus, delimitindose un
umbral de hidrofobicidad a partir del cual éste deja de moverse (< 5 Kcal/mol). Del mismo modo,
los residuos cargados alrededor del TMD y la estructura en a-hélice de éste condicionan el
movimiento. Todos estos resultados muestran la relevancia de la correcta insercion en la
membrana de la p7B para que se dé el movimiento del MNSV. Sin embargo, la sustitucién de
los residuos de Tyr de alrededor del TMD favorece el movimiento, efecto que podria deberse a
que las cadenas laterales de los residuos aromaticos, tan voluminosas, podrian dificultar la

movilidad de la p7B entre las membranas del interior celular y con ello el movimiento del virus.

De acuerdo con el modelo propuesto para el CarMV para el movimiento intra e
intercelular de los Carmovirus (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001, Vilar et al., 2002), la p7A
podria ser la encargada de interaccionar con el genoma del virus mientras que la p7B,
asociada a las membranas del interior de la célula, podria favorecer el transporte del complejo
p7A-RNA hacia la periferia celular. Asimismo, dado que la union MP-RNA no es especifica de
secuencia, debe existir una compartimentacién que facilite la accesibilidad del complejo
replicativo a la p7A, favoreciendo asi el transporte del RNA viral. Asi, la p7B, debido a su
caracter hidrofébico y su capacidad de insercion a membrana, podria encargarse del marcaje
especifico de organulos celulares. En este sentido, para un sistema proteico no homologo
como el del TGB de los Potexvirus, se ha descrito a las proteinas TGBp2 y TGBp3 como
proteinas integrales de membrana asociadas al RE (Morozov et al., 2003). La TGBp3 dirige a
la TGBp2 y la TGBpl, proteina capaz de unir 4cidos nucleicos, hacia el plasmodesmo (PD) en

el movimiento célula a célula (Solovyev et al., 2000; Zamyatnin et al., 2004; Haupt et al., 2005).
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En base a estos antecedentes, la DGBp2 de los Carmovirus podria actuar como la TGBp3 de

Potexvirus y dirigir al complejo DGBp1-RNA durante el movimiento intracelular.

La distribuciéon temporal y espacial a nivel subcelular de las proteinas de movimiento del

MNSV, p7Ay p7B, sugiere una ruta para su tréafico intracelular.

Los resultados obtenidos in vivo mediante la expresién transitoria en N. benthamiana de
la proteina recombinante GFP-p7B muestran una variacion espacio-temporal de la distribucion
subcelular de la misma. A tiempos cortos de la expresién, la p7B co-localiza con la red del RE,
mientras que posteriormente forma unas estructuras corpusculares que colocalizan con los
dictiosomas del aparato de Golgi. Ademas, dichas particulas se mueven en el interior de la
célula a través del citoesqueleto de actina/miosina con velocidad y trayectoria similares a la de
este organulo. Por Ultimo, a tiempos de expresion mas largos, la GFP-p7B se localiza en los
PD celulares. Por otro lado, el patron de localizacion subcelular de la p7B se ve modificado tras
el tratamiento con Brefeldina A, una droga que inhibe la ruta de secrecion afectando al
transporte entre el RE y el aparato de Golgi. En este caso, la p7B aparece formando unas
estructuras aberrantes que marcan el RE y que son caracteristicas del colapso del aparato de
Golgi provocado por la droga (Ritzenthaler et al., 2002). Ademas, como consecuencia de dicho
tratamiento se inhibe el marcaje de los plasmodesmos (PD). Todo esto sugiere una ruta
intracelular de movimiento para la p7B del MNSV en la que el aparato de Golgi actuaria como
intermediario en la translocacién de la proteina desde el RE al PD. A este respecto, la co-
localizacion de las proteinas de movimiento virales con la red del RE asi como con los PD ha
sido descrita en trabajos realizados con la p6 de los Closterovirus (Peremyslov et al., 2004), la
MP del TMV (Atkins et al., 1991) o la TGBp2 del PVX (Mitra et al., 2003), entre otras. Sin
embargo, los resultados presentados aqui muestran la primera evidencia de una interaccion
directa con el aparato de Golgi de una proteina de movimiento de virus de plantas. En
consecuencia, éstos claramente sugieren a una posible nueva ruta intracelular de movimiento
viral. En paralelo, estudios recientes han puesto de manifiesto el transporte intracelular a través
del aparato de Golgi de una proteina asociada a plasmodesmos de A. thaliana, la proteina
RGP2 (Reversibly glicosilated polipeptide 2) (Sagi et al., 2005), mostrando la misma ruta hacia
el PD pero para una proteina no viral. Sin embargo, en el caso de RGP2, esta proteina no se
observa en el RE ni en expresiones tempranas, ni tras el tratamiento con BrA, como ocurre con
p7B y en lugar de ello se observa su distribucion citoplasmatica (Sagi et al., 2005; Drakakaki et
al., 2006). Este dato puede ser reflejo de las diferencias en cuanto a asociaciéon a membrana
entre p7B y RGP2, lo que a su vez puede determinar el punto de entrada de cada proteina a la
ruta de secrecion. Asi, se sabe que las proteinas integrales del sistema de endomembranas
sintetizadas de novo entran en la ruta biosintética-secretora cuando atraviesan la membrana
del RE desde el citosol y tras ello pueden pasar a la red del cis Golgi (van Geest y Lolkema,
2000). Dado que las RGP2 son proteinas solubles asociadas al lado citoplasmatico de las

membranas del aparato de Golgi y no proteinas integrales de membrana, en este caso podrian

200



Discusién General

ser directamente dirigidas desde el citosol al aparato de Golgi sin la implicacion del RE. Por
Gltimo, la fusion de GFP al extremo Ct de la p7B bloquea su salida del RE, lo que puede ser
consecuencia del bloqueo de factores que dirigen su salida desde el mismo al aparato de Golgi.
Sin embargo, en el extremo Ct de p7B no se halla ningin motivo de los hasta ahora definidos
como implicados en el trafico entre el RE y el aparato de Golgi de proteinas transmembrana.
Por tanto, se necesitan investigaciones futuras para definir la posible secuencia sefial de la ruta
de la p7B.

En paralelo a los resultados anteriores se ha estudiado la localizacién subcelular de
mutantes de la p7B, estableciéndose una relacién funcional directa entre la distribucién de la
misma y el movimiento del virus. Por un lado, la reduccion en la hidrofobicidad de p7B da lugar
a la deslocalizacion de ésta, lo que resulta en la inhibicién del movimiento del virus. De esta
forma, los mutantes Lj;AL1gAl1gA, LA AlLLA, Fa7AlgA que representan los perfiles de
hidrofobicidad mas bajos de la p7B, se insertan en el RE y forma particulas fluorescentes y sin
embargo, no colocalizan ni con el aparato de Golgi ni con los PD, lo que resulta en un bloqueo
del movimiento del virus. Por otro lado, un resultado similar se observa cuando se altera el
balance de carga neutro alrededor del TMD con los mutantes D;R y DyR, y con ello la
insercion de la proteina en el aparato de Golgi y los PD. Por otra parte, si se modifica la
estructura en a-hélice del TMD de la p7B en el mutante S,3P, la proteina colocaliza con los
dictiosomas del aparato de Golgi pero no con los PD, quedando también bloqueado el
movimiento. Trabajos previos han puesto de manifiesto que la localizacién en PD de mutantes
de la MP del CMV repercute directamente en el movimiento de dichos mutantes (Cant6 y
Palukaitis, 2005). Sin embargo, el mutante C3;GC,GCsG se localiza tanto en las cisternas del
aparato de Golgi como en los PD aunque practicamente no se mueve. Este resultado refuerza
la hipétesis de que los homodimeros de p7B constituyen una forma funcional de esta proteina
en el movimiento del virus. Por dltimo, la sustitucién de los residuos de Tyr en los mutantes
Ya28A, Y13A Y Y3A no modifica la distribucién en el aparato de Golgi de la p7B y, en los dos
primeros casos, el movimiento del virus es incluso mas eficiente. Como ya se ha indicado antes,
los residuos aroméaticos pueden estar implicados en la posiciéon y el anclaje del TMD. Sin
embargo, aqui la posicion de la p7B en la membrana no parece ser importante y la falta de
anclaje podria actuar facilitando el intercambio de la misma entre las membranas del interior

celular, lo que se traduce en un mayor avance de la infeccion.

A su vez, la p7A del MNSV se detectd asociada a los dictiosomas del aparato de Golgi, a
la periferia celular y plasmodemos mediante la utilizacion de proteinas fluorescentes
recombinantes que se expresaron transitoriamente con el uso de varias estrategias: la
expresion transitoria mediada por agroinfeccion o por infeccién del propio virus y ensayos de
complementacién bimolecular de la fluorescencia. Ademas, su sobreexpresion dio lugar a un
patrén de distribucion citoplasmatico de la misma. Como se ha comentado antes, la p7A es una

proteina hidrofilica, por tanto, su localizacion en el aparato de Golgi posiblemente se deba a la
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interaccién con una o varias proteinas asociadas a las membranas de este organulo. A su vez,
la distribucién citoplasmatica observada de la p7A, por sobre expresion, podria deberse a la
saturacién de los sitios de unién de las mismas. En este contexto, dado que la p7B se integra
en las membranas del aparato de Golgi, cabria pensar que ésta podria ser el factor que
facilitase la localizacion de la p7A en este organulo. Sin embrago, la distribucidn de p7A en las
vesiculas del aparato de Golgi se observa incluso en ausencia de la proteina viral asociada a
membrana o de otros factores del MNSV. Por ello, la p7A debe asociarse a algun factor del
huésped presente en estas membranas. Recientes investigaciones han puesto de manifiesto la
asociaciéon de la proteina p8 del TCV, la equivalente de la p7A, con la proteina Atp8 de A.
thaliana (Lin y Heaton., 2001). No obstante, a diferencia de p7A, la p8 se localiza en el nucleo
mediante una secuencia sefial de localizacién nucleolar (NLS) (Cohen et al., 2000b) aunque
esta localizacién parece no estar implicada en el movimiento célula a célula del virus (Cohen et
al., 2000a). Asimismo, recientemente se han descrito interacciones entre proteinas
transmembrana del aparato de Golgi y algunos virus animales, aunque no se ha determinado la
funcién de dicha interaccion (Compton y Behrend, 2006). Ademas, los resultados de p7A se
asemejan a los obtenidos con algunas golginas solubles asociadas de forma periférica a la
membrana del aparato de Golgi a través de su dominio GRIP (Yoshino et al., 2003;
Latijnhouwers et al., 2005; Stefano et al., 2006). Este dominio se une a la proteina soluble
ARF1 y ésta a su vez se localiza en las membranas de la red del trans Golgi mediante una
cascada de sefalizacion que implican a la ARL3p y a una proteina integral de éstas (Liu et al.,
2006). Asimismo, se ha observado que la sobreexpresion del dominio GRIP fusionado a la
GFP en células HelLa y en hojas de N. tabacum da lugar a la distribucion citoplasmatica de la
fluorescencia, enmascarando los dictiosomas del aparato de Golgi, resultado que, como se ha
mencionado anteriormente, es probablemente consecuencia de la saturacion de los sitios de
unién (Latijnhouwers et al., 2005; Yoshino et al.,, 2003). En este escenario, se necesitan
estudios adicionales para la identificacion de los factores del huésped implicados en la

localizacion de la p7A en Golgi asi como su repercusion sobre el movimiento del virus.

Modelo de movimiento célula a célula para Carmovirus.

El avance local de la infeccién viral producida por la inoculacion de RNAs transcritos del
clon pMNSV/(Al)-Acp-GFP es susceptible a la presencia de Brefeldina A, droga que como se ha
mencionado anteriormente inhibe la ruta secretora actuando directamente sobre el transporte
entre el RE y el aparato de Golgi mediado por las vesiculas COPI y COPII (Ritzenthaler et al.,
2002). Asi, la propagacion del foco de infeccidn se vio reducida en presencia de esta droga en
el tejido infectado, sin que ello afecte a los niveles de replicacion del virus. Esta observacion,
por tanto, claramente sugiere la funcionalidad del aparato de Golgi en el movimiento
intracelular del MNSV (Figura 18).
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La distribucion subcelular de las MPs ha llevado a establecer modelos de movimiento
intracelular para los virus de plantas. Asi, trabajos previos han puesto de manifiesto que el
movimiento intracelular de los mismos ocurre a través de la maquinaria celular de transporte de
macromoléculas que el virus aprovecha en su camino hacia el PD. Por ejemplo, la MP del TMV
se desplaza a través de la red cortical del RE vy el citoesqueleto de actina, mientras que las
proteinas del TGB lo hacen favoreciéndose de las vesiculas de secrecién y de la ruta

endocitica (revisado en Ritzenthaler y Hofman, 2007 y Waigmann et al., 2007).

De los resultados obtenidos en el presente trabajo cabe deducir que el MNSV no
seguiria ninguna de las rutas propuestas para otros virus. Nosotros proponemos un nuevo
modelo de movimiento intracelular para el MNSV (Figura 18), segun el cual la proteina p7B se
insertaria inicialmente en las membranas del RE y seria exportada al aparato de Golgi
siguiendo, probablemente, la ruta biosintética-secretora celular de proteinas transmembrana
sintetizadas de novo. Asimismo, la p7A con el gRNA unido, se asociaria a la cara
citoplasmatica de las membranas del aparato de Golgi por interaccion con otros factores del
huésped presentes en este organulo. Por tanto, la p7A unida a la cara citoplasmatica del
aparato de Golgi moveria el genoma de MNSV y a su vez la p7B se transportaria integrada en
las membranas del mismo hasta el PD. En este contexto, la funcion de p7B podria darse a
nivel del PD. Asi, ésta podria actuar marcando la diana del complejo ribonucleoproteico, p7A-
gRNA, como se ha descrito con las proteinas del TGB. Como se ha mencionado anteriormente,
en este caso la proteina de movimiento encargada de unir RNA, la TGBpl, se distribuye
uniformemente en el interior celular a menos que sea expresada simultaneamente con las
proteinas asociadas a membrana, TGBp2 y TGBp3, en cuyo caso dirigen a TGBpl al PD
(Zamyatnin et al., 2004). Asimismo, la p7B podria actuar modificando el SEL del PD
permitiendo asi al complejo de movimiento alcanzar la célula adyacente, capacidad que se ha
demostrado para las MPs de la Superfamilia 30K aunque, en este caso, esta capacidad la
desarrollaria la misma proteina que transporta el gRNA. Sin embargo, dado que el sistema del

DGB se compone de dos miembros, la p7B podria ser la encargada de desarrollar esta funcion.
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Figura 18. Posibles rutas intracelulares seguidas por proteinas virales del MNSV, bloque de dos genes (DGB)
en su camino a la periferia celular. Se trata de un sistema de varios componentes virales, donde se ha descrito
caracteristicas bioquimicas diferentes para las dos proteinas de movimiento. De esta forma, la proteina soluble p7A es
la encargada de llevar el RNA del virus a los PD a los que llega mediante el aparato de Golgi, posiblemente
interaccionando con factores del mismo. La proteina transmembrana p7B llega a los PD siguiendo la ruta biosintética-
secretora a través del aparato de Golgi. La funcion de la misma en el movimiento de MNSV podria darse a nivel de los

PD.
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Conclusiones

Se ha generado un clon de cDNA del MNSV, pMNSV(AIl), a partir del cual se pueden
sintetizar in vitro transcritos que son infecciosos tras su inoculacién mecanica en el
huésped natural Cucumis melo. Este clon ha constituido una herramienta sumamente (til
en el estudio funcional del genoma del MNSV. Asimismo, se ha obtenido un clon quimera
del MNSV, pMNSV(AD-Acp-GFP, en el que se ha sustituido el gen de la proteina de
cubierta viral (CP) por el gen delator de la proteina de fluorescencia verde (GFP). Este clon
nos ha permitido visualizar el movimiento del virus mediante técnicas de microscopia
confocal.

Se ha demostrado la funciéon de cada una de las proteinas codificadas en el genoma del
MNSV en los diferentes pasos del ciclo de infeccién del virus, incluyendo la replicacién y el
movimiento, asi como en el silenciamiento de RNA de la planta. De esta forma, se ha
observado que p29 y p89 estan implicadas en los procesos de replicacion viral,
probablemente formando parte del complejo replicativo. Ademas, se ha demostrado que
p7Ay p7B son las proteinas de movimiento (MP) del MNSV y ambas son necesarias para
que se dé el movimiento intra- e intercelular del virus. Por dltimo, se ha puesto de
manifiesto que p42, la proteina de cubierta (CP) del virus, actia como determinante de
patogenicidad viral, probablemente promoviendo el movimiento local, y es esencial para la
infeccién sistémica. Asimismo, tanto la p42 como la p7B actdan como supresores débiles

del silenciamiento de RNA en experimentos de expresion transitoria.

Los ensayos de retardo en la movilidad electroforética realizados con la proteina de
movimiento p7A indican que ésta es capaz de unir RNA de forma cooperativa y sin
especificidad de secuencia aparente. Mediante mutagénesis dirigida de residuos de la
secuencia peptidica de la p7A se ha demostrado que los aminoéacidos basicos, la
estructura secundaria en a-hélice de la regién central y el motivo conservado FNF del
extremo Ct estdn implicados en la unibn a RNA de la proteina. Por Ultimo, se ha
determinado que la capacidad de union a RNA mostrada por la p7A es esencial para el

movimiento célula a célula del MNSV.

La proteina de movimiento p7B es una proteina integral de membrana que presenta una
doble topologia in vivo. Mediante mutagénesis dirigida de residuos de la secuencia
peptidica de la p7B se ha puesto de manifiesto que aquellos factores de su secuencia que
modifican la capacidad de insercion a la membrana de la proteina p7B afectan
negativamente al movimiento célula a célula del MNSV. Ademas, la dimerizacién de la

misma desempefia un papel clave en su implicacion en el movimiento intracelular del virus.
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Se ha establecido el patrén de distribuciéon subcelular de las proteinas de movimiento del
MNSV. La proteina hidrofilica p7A se asocia a las vesiculas del aparato de Golgi
interaccionando, posiblemente, con factores del huésped. La proteina hidrofébica p7B
entra en la ruta biosintética/secretora de la célula a través del RE y alcanza posteriormente
las vesiculas del aparato de Golgi. Tanto la p7A como la p7B se localizan en los
plasmodesmos celulares. El tratamiento con Brefeldina A, droga que inhibe la ruta
secretora de la planta actuando directamente sobre el transporte entre el RE y el aparato
de Golgi, bloquea la localizacién de ambas proteinas en los PD indicando que tanto la p7A

como la p7B alcanzan los mismos via el aparato de Golgi.

El movimiento del virus MNSV se ve afectado negativamente por la presencia en el tejido
infectado de Brefeldina A. Este dato implica al aparato de Golgi en el movimiento del
MNSV. Ni la asociacién de las proteinas de movimiento virales con las vesiculas del
aparato de Golgi, ni el efecto inhibitorio de Brefeldina A sobre el movimiento de un virus de
plantas ha sido descrito con anterioridad. Por todo ello, la presente tesis concluye con un
nuevo modelo de movimiento intracelular para virus patdgenos de plantas en el que las
proteinas de movimiento del virus utilizan el la ruta secretora de la célula a través de las

vesiculas del aparato de Golgi para alcanzar los PD celulares.
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