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Abreviaturas






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

AnFBYV: Angelonia flower break virus (virus de la rotura del color de la flor de la angelonia)
BMMV: Bean mild mosaic virus (virus del mosaico suave de la judia)

BMoV: Blackgram mottle virus (virus del moteado del Blackgram)

BMV: Brome mosaic virus (virus del mosaico del bromo)

BNYVV: Beet necrotic yellow vein virus (virus de las venas necroticas y amarillas de la remolacha)
BPYV: Beet pseudo-yellows virus (virus del pseudo-amarilleamiento de la remolacha)
BSMV: Barley stripe mosaic virus (virus del mosaico estriado de la cebada)

BTE: barley translational enhancer (estimulador de la traduccion de la cebada)

BWYV: Beet western yellows virus (virus del amarilleamiento de la remolacha occidental)
BYDV: Barley yellow dwarf virus (virus del enanismo amarillo de la cebada)

CaMV: Cauliflower mosaic virus (virus del mosaico de la coliflor)

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

CCFV: Cardamine chlorotic fleck virus (virus del salpicado clorético del cardamomo)
cDNA: copy DNA (DNA copia)

CIRV: Carnation italian ringspot virus (virus de las manchas en anillo del clavel italiano)
CITE: cap independent translation enhancer (estimulador de la traduccion independiente de cap)
CLCV: Cotton leaf curl virus (virus del rizado de la hoja del algodon)

CLSV: Cucumber leaf spot virus (virus de las manchas de las hojas del pepino)

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

CNV: Cucumber necrosis virus (virus de la necrosis del pepino)

CPMoV: Cowpea mottle virus (virus del moteado del chicharo)

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

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

crTMV: crucifer-infecting tobamovirus (tobamovirus que infecta cruciferas)

CTV: Citrus tristeza virus (virus de la tristeza de los citricos)

CuSBV: Cucumber soil borne virus (virus del pepino transmitido por el suelo)

CYLCV: Cestrum yellow leaf curl virus (virus de la hoja amarilla y rizada del Cestrum)

CyRSV: Cymbidium ringspot virus (virus de las manchas anulares del Cymbidium)



CYSDV: Cucurbit yellow stunning disorder virus (virus del enanismo amarillento de las
cucurbitaceas)

DdDp: DNA dependent-DNA polimerase (DNA polimerasa DNA dependiente)

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

DGB: double gene block (bloque de dos genes)

DI RNA: defective interfering RNA (RNA defectivo interferente)

dsRNA: double stranded RNA (RNA de doble cadena)

dsDNA: double stranded DNA (DNA de doble cadena)

ELV: Elderberry latent virus (virus latente de la baya del sauco)

FMV: Figwort mosaic virus (virus del mosaico del Figwort)

FS: frameshift (desplazamiento de la pauta de lectura)

GaMV: Galisonga mosaic virus (virus del mosaico del Galisonga)

GFP: green fluorescent protein (proteina de fluorescencia verde)

gRNA: genomic RNA (RNA gendmico)

HCRSV: Hibiscus chlorotic ringspot virus (virus de las manchas cloréticas en anillo del hibisco)
ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses (Comité Internacional de Taxonomia de
Virus)

INSV: Impatiens necrotic spot virus (virus de las manchas necréticas del Impatiens)

IRES: internal ribosome entry site (sitio de entrada interna de ribosomas)

JINRV: Japanese iris necrotic ringspot virus (virus de los anillos necroéticos del iris japonés)
MCMV: Maize chlorotic mottle virus (virus del moteado clorético del maiz)

MNSV: Melon necrotic spot virus (virus de las manchas necroticas del melon)

MP: movement protein (proteina de movimiento)

mRNA: messenger RNA (RNA mensajero)

NLVCV: Nootka lupine vein-clearing virus (virus del aclaramiento de las venas del lupino Nootka)
ORF: open reading frame (pauta abierta de lectura)

PABP: polyA-binding protein (proteina de unioén a poliA)

PARS: polypurine A-rich sequence (secuencia rica en polipurinas A)

PCRPV: Pelargonium chlorotic ring pattern virus (virus del anillo clorético del Pelargonium)

PCSV: Peanut chlorotic streak virus (virus del rayado clorético del cacahuete)



PCV: Peanut clump virus (virus del macizo del cacahuete)

PelRSV: Pelargonium ringspot virus (virus de la mancha clorética del Pelargonium)
PFBV: Pelargonium flower break virus (virus de la rotura del color de la flor del Pelargonium)
PgRNA: pregenomic RNA (RNA pregenémico)

PLCV: Pelargonium leaf curl virus (virus del rizado de la hoja del Pelargonium)
PLPV: Pelargonium line pattern virus (virus del arabesco del Pelargonium)

PLRV: Potato leafroll virus (virus de la hoja enrollada de la patata)

PMMV: Pepper mild mottle virus (virus del moteado atenuado del pepino)

PMTV: Potato mop-top virus (virus mop-top de la patata)

PMV: Panicum mosaic virus (virus del mosaico del Panicum)

PoLV: Photos latent virus (virus latente del Photos)

PPV: Plum pox virus (virus de la sharka)

PSNV: Pea stem necrosis virus (virus de la necrosis del tallo del guisante)

PTGS: post-transcriptional gene silencing (silenciamiento génico postranscripcional)
PVM: Potato virus M (virus M de la patata)

PVX: Potato virus X (virus X de la patata)

PVY: Potato virus Y (virus Y de la patata)

PZSV: Pelargonium zonale spot virus (virus del punteado del geranio zonal)
RCNMV: Red clover necrotic mosaic virus (virus del mosaico necrotico del trébol rojo)
RdDp: RNA dependent-DNA polimerase (DNA polimerasa RNA dependiente)
RdRp: RNA dependent-RNA polimerase (RNA polimerasa RNA dependiente)

RT: readthrough (lectura a través del codon de parada)

RTBV: Rice tungro bacilliform virus (virus baciliforme del tungro del arroz)

RTSV: Rice tungro spherical virus (virus esférico del tungro del arroz)

RYMV: Rice yellow mottle virus (virus del moteado amarillo del arroz)

satRNA: satellite RNA (RNA satélite)

SBMV: Southern bean mosaic virus (virus del mosaico del frijol del sur)

SCV: Saguaro cactus virus (virus del cactus Saguaro)

sgRNA: subgenomic RNA (RNA subgendmico)

sORF: small ORF (pequefia ORF)



SPCSV: Sweet potato chlorotic stunt virus (virus del enanismo clorético del boniato)
ssRNA: single stranded RNA (RNA de simple cadena)

ssDNA: single stranded DNA (DNA de simple cadena)

SPMV: satellite Panicum mosaic virus (virus satélite del mosaico del Panicum)
TAV: translational transactivator protein (proteina de transactivacion traduccional)
TBSV: Tomato bushy stunt virus (virus del enanismo arbustivo del tomate)

TCV: Turnip crinkle virus (virus del arrugamiento del nabo)

TE: translational enhancer (estimulador de la traduccion)

TEV: Tobacco efch virus (virus del grabado del tabaco)

TGB: triple gene block (bloque de tres genes)

TLS: tRNA-like structure (estructura tipo tRNA)

TMGMV: Tobacco mild green mosaic virus (virus del mosaico verde atenuado del tabaco)
TMV: Tobacco mosaic virus (virus del mosaico del tabaco)

TNV: Tobacco necrosis virus (virus de la necrosis del tabaco)

ToRSV: Tomato ringspot virus (virus de las manchas anulares del tomate)

TRSV: Tobacco ringspot virus (virus de las manchas anulares del tabaco)

TSWV: Tomato spotted wild virus (virus del bronceado del tomate)

TuMV: Turnip mosaic virus (virus del mosaico del nabo)

TYMV: Turnip yellow mosaic virus (virus del mosaico amarillo del nabo)

UPD: upstream pseudoknot domain (dominio pseudonudo aguas arriba)

UTR: unstranlated region (regién no traducible)

VPg: viral protein genome-linked (proteina viral unida al genoma)
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RESUMEN

ANALISIS DE LAS RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION EN EL VIRUS DEL ARABESCO DEL

PELARGONIUM

Una prospeccion realizada recientemente en Espafia ha puesto de manifiesto que el virus del
arabesco del Pelargonium (Pelargonium line pattern virus, PLPV) es el agente de tipo viral mas
frecuente en geranio (Pelargonium spp.) con porcentajes de incidencia que oscilan entre el 40 y el
90% dependiendo del area geogréafica examinada. Una situacion similar es previsible en paises de
nuestro entorno y, probablemente, en otros mas alejados. Se trata de un virus con particulas
isométricas y un genoma monopartido de RNA de simple cadena y polaridad positiva cuyas
infecciones naturales parecen restringidas a especies del género Pelargonium, aunque
experimentalmente puede infectar especies muy diversas. Dada la escasez de datos sobre el PLPV
y la importancia que el virus esta adquiriendo como patdgeno, en esta tesis hemos pretendido
profundizar en sus caracteristicas biolégicas y moleculares.

El primer objetivo abordado en este trabajo ha sido determinar la secuencia nucleotidica completa
de su RNA genomico (gRNA). Esta molécula esta constituida por 3883 nt y, mediante analisis in
silico, inicialmente identificamos seis marcos abiertos de lectura (ORFs) que potencialmente
codificaban proteinas de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37). Estas ORFs
estan flanqueadas por una regién no traducible (UTR) en 5° inusualmente corta, con sélo 6 nt, y por
una 3" UTR de 246 nt. Tanto la organizacion de las ORFs en el RNA viral como la mayoria de sus
productos potenciales se asemejaban mucho a los implicados en replicacion (p27 y p87), movimiento
(p7) y encapsidacion (p37) de miembros del género Carmovirus (familia Tombusviridae). A pesar de
las semejanzas que compartia el PLPV con miembros de dicho género, los carmovirus producen dos
RNAs subgendémicos (sgRNAs) para la sintesis de las proteinas de movimiento y de cubierta,
mientras que un analisis Northern indicé que el PLPV genera un solo sgRNA de aproximadamente
1.7 kb presumiblemente implicado en la traduccion de las proteinas p7, p6 y p37. Ademas, la region
central del genoma de los carmovirus contiene dos pequefias ORFs normalmente en distintas fases
de lectura y con codones de iniciacién canonicos que codifican dos proteinas de movimiento. Sin

embargo, solo la p7 potencialmente codificada por el PLPV mostraba homologia significativa con



proteinas de movimiento mientras que no se encontraron homologos claros para la p6 (cabe resefar
que tampoco para la p13). Ademas esta p6 debia ser expresada a partir de una ORF con un codén
de iniciacién no candnico y/o, alternativamente, mediante un mecanismo de “-1 frameshift” (FS) o de
corrimiento de pauta de lectura que se produciria inmediatamente aguas arriba del codén de parada
de la ORF (p7), generandose una proteina de 12 kDa (p7-FS 6 p12). Esta posibilidad estaba
apoyada por la presencia, inmediatamente aguas arriba de dicho coddén de parada, de un
heptanucleodtido cuya secuencia se ajusta al motivo caracteristico de este tipo de mecanismo, y por
la posible formaciéon de una estructura de tipo horquilla aguas abajo del mencionado codén. Es
destacable que tanto la organizacién de ORFs como las estrategias de expresién génica predichas
para el sgRNA del PLPV eran muy similares a las descritas para el unico sgRNA del virus del
mosaico del Panicum (PMV), que constituye el género Panicovirus dentro de la familia
Tombusviridae.

Ademas del PLPV, se habian descrito un conjunto de pequefios virus isométricos cuyas
infecciones naturales parecian también restringidas a especies del género Pelargonium, entre los
que se encontraban el virus de las manchas anulares de Pelargonium (Pelargonium ringspot virus,
PelRSV) y el virus del anillo clorético de Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern virus,
PCRPV). Curiosamente el PCRPV codifica potencialmente cinco proteinas muy similares a las
implicadas en replicaciéon (p27 y p87), movimiento (p7 y p9) y encapsidaciéon (p37) del género
Carmovirus, pero produce un unico sgRNA presumiblemente implicado en la traduccién de las ORFs
alejadas del extremo 5 del gRNA y podria utilizar un mecanismo -1 FS para la traduccion de una
ORF interna de pequeino tamafio, al igual que habia sido predicho para el PLPV. Algunos datos
indican que estas caracteristicas podrian ser compartidas por el PelRSV y por el virus latente de la
baya del sauco (Elderberry latent virus, ELV) y, sobre la base de estas caracteristicas comunes y de
similitudes de secuencia, se propuso incluir a los cuatro agentes virales en un nuevo género dentro
de la familia Tombusviridae, designado provisionalmente como Pelarspovirus.

Las peculiaridades genodmicas del PLPV (y su posible adscripcién a un nuevo género) merecian
sin duda ser estudiadas en mayor profundidad, por ello el siguiente objetivo fue la generacion de un
clon infeccioso del virus para llevar a cabo un analisis detallado de las relaciones estructura-funcion
en el patdgeno. Con esta finalidad, fusionamos un cDNA viral de longitud completa al promotor de la

RNA polimerasa del fago T7 y lo ligamos a un vector de clonacién de alto nimero de copias. Los



transcritos generados in vitro a partir de la construccion resultante se inocularon mecanicamente en
distintos huéspedes experimentales. Los resultados mostraron que los RNAs del PLPV sintetizados
in vitro daban lugar a infecciones indistinguibles de aquellas establecidas por el aislado viral de
partida en plantas de C. quinoa, N. clevelandii y N. benthamiana. Disponer de esta herramienta nos
permitié desarrollar estrategias para obtener informacion acerca del papel de las distintas ORFs en
el ciclo bioldgico del virus y de los mecanismos que median su expresion.

Mediante experimentos de traduccion in vitro y bioensayos de distintos mutantes identificamos las
ORFs biolégicamente activas del PLPV y obtuvimos datos acerca de la(s) etapa(s) del ciclo
infeccioso en la(s) que estan involucradas. Las funciones predichas inicialmente para las ORFs
(p27), (p87), presuntamente implicadas en replicacion, y para las ORFs (p7) y (p37), en movimiento
y encapsidacién, respectivamente, eran consistentes con los resultados de este trabajo, mientras
que las ORFs (p13) y (p6), inicialmente identificadas in silico, no eran traducidas in vitro ni requeridas
in vivo, de modo que probablemente carecen de significado biolégico. En su lugar se identificod una
nueva OREF, localizada en la region central del genoma, que se traducia a partir de un codon débil de
iniciacion (GUG) y que daba lugar a una proteina de tamario 9.7 kDa implicada en el movimiento del
virus. Esta proteina, ademas, mostraba una notable identidad de secuencia (44,4%) con otra de
tamafo 9.4 kDa, potencialmente codificada por una ORF del PCRPV también ubicada en la region
central del genoma y cuyo codén de inicio era, asimismo, un triplete no-AUG, lo que ampliaba las
semejanzas entre estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto
Pelarspovirus.

Una vez determinada la funcién de las proteinas codificadas por el PLPV se inici6 un estudio
sobre las estrategias que utiliza este patégeno para la expresion de todos sus genes. Ensayos de
traduccion in vitro confirmaron que: i) el gRNA dirige la sintesis de las proteinas p27 y p87 de
manera eficiente (la ultima mediante un mecanismo de lectura a través del codén de parada débil del
gen p27), pese a carecer de una estructura cap en su extremo 5, como ocurre en el resto de
miembros de la familia Tombusviridae, y presentar una secuencia lider extremadamente corta (6 nt)
y, ii) el sgRNA actua como mRNA para la produccién de las tres proteinas restantes, p7, p9.7 y p37,
mediante escapes al proceso de rastreo o leaky-scanning. Estos procesos parecen estar favorecidos

por el contexto subdptimo del codén de inicio del gen p7, por el codon débil de inicio (GUG) del gen



p9.7, y por la ausencia de codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la region que
precede al coddn de inicio del gen p37 en el sgRNA.

Por ultimo se llevd a cabo un andlisis de la variabilidad genética del PLPV para obtener
informacioén acerca de las presiones selectivas que operan sobre el genoma del virus. Para ello, se
partié de una coleccion de aislados provenientes de plantas de P. zonale o P. peltatum con distintos
origenes geograficos y/o con diferentes fechas de recoleccion. La region gendmica examinada, de
1817 nt, comprendia una region parcial del gen de la RdRp, los genes de las proteinas de
movimiento (p7 y p9.7) y de la CP, y la 3’ UTR. El andlisis de las secuencias obtenidas ha permitido
determinar algunos de los factores que actdan limitando la heterogeneidad viral como son la
conservacion de las secuencias aminoacidicas de determinados dominios de las proteinas, y la
preservacion del plegamiento de regiones reguladoras del genoma viral. El estudio de covariaciones
dentro y entre proteinas también ha permitido identificar una red potencial de interacciones
especificas probablemente requerida para mantener la conformacioén correcta de las proteinas
virales y para conducir al RNA viral desde el proceso de replicacion hasta su diseminacién en la
planta. Adicionalmente, mediante pases seriados de un aislado del PLPV en el huésped
experimental C. quinoa, se ha demostrado que este patégeno es capaz de evolucionar de forma muy
rapida y reproducible cuando es transferido a una nueva especie vegetal. Esta observacion pone de
manifiesto el papel critico que desempefan las presiones selectivas ejercidas por el huésped en la
estructura genética de las poblaciones del virus y sugiere que la tasa de mutacién del PLPV es

inusualmente elevada.



RESUM

ANALISI DE LES RELACIONS ESTRUCTURA-FUNCIO EN EL VIRUS DE L'ARABESC DEL

PELARGONIUM

Una prospeccio realitzada recentment a Espanya ha posat de manifest que el virus de I'arabesc
del Pelargonium (Pelargonium line pattern virus, PLPV) és l'agent de tipus viral més freqiient en
gerani (Pelargonium spp.) amb percentatges d'incidéncia que oscil-len entre el 40 i el 90% depenent
de l'area geografica examinada. Una situacié similar és previsible en paisos del nostre entorn i,
probablement, en altres més allunyats. Es tracta d'un virus amb particules isométriques i un genoma
monopartit de RNA de simple cadena i polaritat positiva les infeccions naturals del qual semblen
restringides a espécies del génere Pelargonium, encara que experimentalment pot infectar espécies
molt diverses. Donada l'escassesa de dades sobre el PLPV i la importancia que el virus esta
adquirint com a patogen, en aquesta tesi hem pretés aprofundir en les seues caracteristiques
bioldgiques i moleculars.

El primer objectiu abordat en aquest treball ha estat determinar la seqiéncia nucleotidica
completa del seu RNA gendmic (QRNA). Aquesta molecula esta constituida per 3883 nt i, mitjangant
analisi in silico, inicialment identificarem sis marcs oberts de lectura (ORFs) que potencialment
codificaven proteines de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), i 37 kDa (p37). Aquestes ORFs
estan flanquejades per una regié no traduible (UTR) en 5” inusualment curta, amb només 6 nt, i per
una 3" UTR de 246 nt. Tant l'organitzacié de les ORFs en I' RNA viral com la majoria dels seus
productes potencials s'assemblaven molt als implicats en replicacié (p27 i p87), moviment (p7) i
encapsidacié (p37) de membres del génere Carmovirus (familia Tombusviridae). A pesar de les
semblances que compartia el PLPV amb membres d'aquest génere, els carmovirus produixen dos
RNAs subgendmics (sgRNAs) per a la sintesi de les proteines de moviment i de coberta, mentre que
un analisi Northern va indicar que el PLPV genera un sol sgRNA d'aproximadament 1.7 kb
presumiblement implicat en la traduccié de les proteines p7, p6 i p37. A més, la regié central del
genoma dels carmovirus conté dos xicotetes ORFs normalmente en diferents fases de lectura i amb
codons d'iniciacié canonics que codifiquen dues proteines de moviment. No obstant aixo, solament la

p7 potencialment codificada pel PLPV mostrava homologia significativa amb proteines de moviment



mentre que no es van trobar homolegs clars per a la p6 (cal ressenyar que tampoc per a la p13). A
més aquesta p6 del PLPV havia d’ésser expressada a partir d'una ORF amb un codé d'iniciacié no
canonic i/o, alternativament, mitjangant un mecanisme de “-1 frameshift’ (FS) o de corriment de
pauta de lectura que es produiria immediatament aiglies dalt del codé de parada de la ORF (p7),
generant-se una proteina de 12 kDa (p7-FS o p12). Aquesta possibilitat es veia recolzada per la
preséncia, immediatament aigles a dalt de I'esmentat codd, d'un heptanucledtid la sequéncia del
qual s'ajusta al motiu caracteristic d'aquest tipus de mecanisme, i per la possible formacié d'una
estructura de tipus forqueta aigiies abaix de I'esmentat codd. Es remarcable que tant I'organitzacio
de ORFs com les estrategies d'expressié génica predites per al sSgRNA del PLPV eren molt similars a
les descrites per a I'Unic sgRNA del virus del mosaic del Panicum (PMV), que constituix el génere
Panicovirus dins de la familia Tombusviridae.

A més del PLPV, s'havien descrit un conjunt de xicotets virus isomeétrics les infeccions naturals
dels quals semblaven també restringides a especies del géenere Pelargonium, entre els quals es
trobaven el virus de les taques anulars de Pelargonium (Pelargonium ringspot virus, PelRSV) i el
virus de l'anell clordtic del Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern virus, PCRPV).
Curiosament el PCRPV codifica potencialment cinc proteines molt similars a les implicades en
replicacio (p27 i p87), moviment (p7 i p9) i encapsidacio (p37) del génere Carmovirus, perd produix
un unic sgRNA presumiblement implicat en la traduccié de les ORFs allunyades de I'extrem 5 del
gRNA i podria utilitzar un mecanisme -1 FS per a la traduccié d'una ORF interna de poca grandaria,
igual que havia estat predit per al PLPV. Algunes dades indiquen que aquestes caracteristiques
podrien ser compartides pel PelRSV i pel virus latent de la baia del salc (Elderberry latent virus,
ELV) i, sobre la base d'aquestes caracteristiques comunes i de similituds de sequéncia, es va
proposar incloure als quatre agents virals en un nou genere dins de la familia Tombusviridae, amb el
nom provisional de Pelarspovirus.

Les peculiaritats gendmiques del PLPV (i la seua possible adscripcié a un nou génere) mereixien
sens dubte ser estudiades en major profunditat, per aixd el segient objectiu va ser la generacié d'un
clon infeccids del virus per a portar a terme un analisi detallat de les relacions estructura-funcio en el
patogen. Amb esta finalitat, fusionarem un cDNA viral de longitud completa al promotor de I’ RNA
polimerasa del fago T7 i ho lligarem a un vector de clonacié d'alt nombre de copies. Els transcrits

generats in vitro a partir de la construccié resultant es van inocular mecanicament en diferents hostes



experimentals. Els resultats van mostrar que els RNAs del PLPV sintetitzats in vitro donaven lloc a
infeccions indistingibles d'aquelles establertes per l'aillat viral de partida en plantes de C. quinoa, N.
clevelandii i N. benthamiana. Disposar d'aquesta eina ens va permetre desenvolupar estratégies per
a obtenir informacié sobre el paper de les distintes ORFs en el cicle biologic del virus i dels
mecanismes que intervienen en la seua expressio.

Mitjangant experiments de traduccié in vitro i bioassajos de distints mutantes identificarem les
ORFs bioldogicament actives del PLPV i vam obtenir dades sobre la/les etapa(es) del cicle infeccios
en la/les que estan involucrades. Les funcions predites inicialment per a les ORFs (p27), (p87),
presumptivament implicades en replicacio, i per les ORFs (p7) i (p37), en moviment i encapsidacio,
respectivament, eren consistents amb els resultats d'aquest treball, mentre que les ORFs (p13) i
(p6), inicialment identificades in silico, no eren traduides in vitro ni requerides in vivo, de manera que
probablement careixen de significat biologic. En el seu lloc es va identificar una nova ORF,
localitzada en la regid central del genoma, que es traduia a partir d'un codo feble d'iniciacié (GUG) i
que donava lloc a una proteina de grandaria 9.7 kDa implicada en el moviment del virus. Aquesta
proteina a més, mostrava una notable identitat de sequéncia (44,4%) amb una altra de grandaria 9.4
kDa, potencialment codificada per una ORF del PCRPV també situada en la regié central del
genoma i que el seu codo d'inici era, aixi mateix, un triplet no-AUG, el que ampliava les semblances
entre aquests dos virus, ambdds membres provisionals del génere proposat Pelarspovirus.

Una vegada determinada la funcié de les proteines codificades pel PLPV es va iniciar un estudi
sobre les estratégies que utilitza aquest patogen per a I'expressio de tots els seus gens. Assajos de
traduccié in vitro van confirmar que: 1) el gRNA dirigeix la sintesi de les proteines p27 i p87 de
manera eficient (I'Ultima mitjangant un mecanisme de lectura a través del codé de parada feble del
gen p27), malgrat mancar d'una estructura cap en el seu extrem 5, com ocorre en la resta de
membres de la familia Tombusviridae, i presentar una sequieéncia capdavantera extremadament curta
(6 nt) i, 1) el sgRNA actua com mRNA per a la produccio de les tres proteines restants, p7, p9.7 i
p37, mitjangant escapes al procés de rastrege ribosomal o leaky-scanning. Aquests processos
semblen estar afavorits pel context suboptim del codd d'inici del gen p7, pel codé feble d'inici (GUG)
del gen p9.7, i per l'abséncia de codons AUG adicionals en qualsevol pauta de lectura en la regio

que precedeix al codd d'inici del gen p37 en el sgRNA.



Finalment es va portar a terme un analisi de la variabilitat genética del PLPV per tal d’obtindre
informacio sobre les pressions selectives que operen sobre el genoma del virus. Per a tal efecte, es
va partir d'una col-leccié d'aillats provinents de plantes de P. zonale o P. peltatum amb diferents
origens geografics i/o amb diferents dates de recol-leccié. La regié gendmica examinada, de 1817 nt,
comprenia una regié parcial del gen de la RdRp, els gens de les proteines de moviment (p7 i p9.7) i
de la CP, i la 3 UTR. L'analisi de les seqiiéncies obtingudes ha permés determinar alguns dels
factors que actuen limitant I'heterogeneitat viral com soén la conservacié de les seqliéncies
aminoacidiques de determinats dominis de les proteines, i la preservacié del plegament de regions
reguladores del genoma viral. L'estudi de covariacions dins i entre proteines també ha permés
identificar una suposada xarxa d'interaccions especifiques probablement requerida per a mantenir la
conformacioé correcta de les proteines virals i per a conduir I'RNA viral des del procés de replicacié
fins a la seua disseminacio en la planta. Addicionalment, mitjangant passades seriades d'un aillat del
PLPV en I'hoste experimental C. quinoa, s'ha demostrat que aquest patogen és capac d'evolucionar
de forma molt rapida i reproduible quan és transferit a una nova espécie vegetal. Aquesta observacio
posa de manifest el paper critic que ocupen les pressions selectives exercides per I'hoste en
I'estructura genética de les poblacions del virus i suggereix que la taxa de mutacié del PLPV és

inusualment elevada.



SUMMARY

ANALYSIS OF STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN PELARGONIUM LINE PATTERN

VIRUS

A recent survey made in Spain showed that the Pelargonium line pattern virus (PLPV) is the most
frequent viral agent in geranium (Pelargonium spp.), with percentages of incidence ranging from 40 to
90 % depending on the examined geographical area. A similar situation is predictable in neighbouring
countries and probably worldwide. PLPV produces isometric particles and has a single stranded
monopartite RNA genome of positive polarity. Natural infections of the virus seem to be restricted to
species of the genus Pelargonium, though diverse plant species can become experimentally infected.
Due to the scarce data on PLPV and to the relevance that the virus is acquiring as pathogen, in this
thesis we have intended to deep our knowledge on its biological and molecular characteristics.

The first objective of this work has been to determine the complete nucleotide sequence of PLPV
genomic RNA (gRNA). This molecule comprises 3883 nt and, by in silico analysis, we initially
identified six open reading frames (ORFs) potentially encoding proteins of 27 (p27), 13 (p13), 87
(p87), 7 (p7), 6 (p6), and 37 kDa (p37). These ORFs are flanked by an unusually short untranslatable
region (UTR) at the 5’ side with just 6 nt, and by a 3' UTR of 246 nt. The arrangement of the ORFs in
the gRNA as well as the majority of its potential products were very similar to those involved in
replication (p27 and p87), movement (p7) and encapsidation (p37) of members of the genus
Carmovirus (family Tombusviridae). However, some unique features distinguished PLPV from
carmoviruses. The latter ones produce two subgenomic RNAs (sgRNAs) for the synthesis of the
movement and coat proteins, while a Northern blot analysis revealed that PLPV generates a single
sgRNA, of approximately 1.7 kb, presumably involved in the translation of the proteins p7, p6 and
p37. In addition, the central region of the carmovirus genome contains two small ORFs usually in
different reading frames and with canonical initiation codons which code for two movement proteins.
However, only the putative p7 of PLPV showed significant homology with movement proteins, while
clear homologous could not be found for p6 (and neither for p13). Moreover, the ORF potentially
encoding p6 had a non canonical initiation codon though, alternatively, this protein could be

expressed through a -1 frameshift (FS) mechanism that would take place immediately upstream of



the stop codon of the ORF (p7), giving rise to a protein of 12 kDa (p7-FS or p12). This possibility was
supported by the presence, immediately upstream of the mentioned stop codon, of a heptanucleotide
whose sequence fits the canonical frameshifting motif. In addition, the formation of a stem-loop
downstream of the putative shifty site was predicted, a type of structure which seems to favour
frameshifting. Outstandingly, the arrangement of ORFs as well as the anticipated strategies of gene
expression from PLPV sgRNA were very similar to those described for the single sgRNA of the
Panicum mosaic virus (PMV), the only member of the genus Panicovirus in the family Tombusviridae.

Besides PLPV, a group of small isometric viruses whose natural infections also seem restricted to
species from the genus Pelargonium had been described. This group included Pelargonium ringspot
virus (PelRSV) and Pelargonium chlorotic ring pattern virus (PCRPV). Remarkably, PCRPV
potentially encodes five proteins very similar to those involved in replication (p27 and p87),
movement (p7 and p9) and encapsidation (p37) in the genus Carmovirus. However, as predicted for
PLPV, PCRPV generates a single sgRNA that is likely involved in the translation of 5'-distal ORFs of
the gRNA and could use a -1 FS mechanism for the expression of an internal small ORF. Some data
indicate that these characteristics could be shared by PelRSV and Elderberry latent virus, (ELV) and,
on the bases of these common characteristics and of sequence similarities, it was proposed to group
the four viral agents in a prospective new genus in the family Tombusviridae, named Pelarspovirus.

The genomic peculiarities of PLPV (and its possible adscription to a new genus) deserved to be
studied in depth, thus the next objective was to obtain an infectious clone of the virus in order to carry
out a detailed analysis of the structure-function relationships in the pathogen. To this aim, a full length
viral cDNA was fused to the promoter of bacteriophage T7 RNA polymerase and subsequently ligated
to a high-copy-number vector. The transcripts generated in vitro from the resulting construct were
mechanically inoculated in different experimental hosts. These in vitro synthesized PLPV RNAs gave
rise to infections indistinguishable to those established by the parental virus in C. quinoa, N.
clevelandii and N. benthamiana plants. The availability of this tool has allowed us to develop
strategies aimed at obtaining information on the role of the different ORFs in the biological cycle of
the virus and on the mechanisms that mediate their expression.

Through in vitro translation experiments and bioassays of different mutants, we identified the
biologically active ORFs of PLPV and obtained data about the step(s) of the infectious cycle in which

they are implicated. The results of this study were consistent with the anticipated functions of ORFs



(p27) and (p87), involved in replication, and ORFs (p7) and (p37), involved in movement and
encapsidation, respectively, while ORFs (p13) and (p6), initially identified in silico, were not translated
in vitro nor required in vivo, so they likely lack biological significance. On the other hand, a new ORF
located in the central region of the genome was identified, which bears a weak initiation codon (GUG)
and encodes a protein of 9.7 kDa involved in the movement of the virus. Remarkably, this PLPV
protein shares notable sequence identity (44.4%) with a 9.4 kDa protein potentially encoded by a
centrally located ORF of PCRPV. The initiation codon of such ORF would also correspond to a non-
AUG triplet, further extending the resemblances among PLPV and PCRPV, both tentative members
of the prospective genus Pelarspovirus.

Once the function of the proteins encoded by PLPV was determined, we investigated the
strategies that this pathogen employs for translation of all its genes. The layout of in vitro translation
experiments confirmed that: i) the gRNA directs efficient translation of proteins p27 and p87 (the latter
by read-through of the weak stop codon of gene p27), despite lacking a cap structure at the 5’ end,
as most (if not all) members of the family Tombusviridae, and having an extremely short leader
sequence (6nt), and, ii) the sgRNA acts as mRNA for the production of the three remaining proteins
p7, p9.7 and p37, through leaky-scanning processes. These processes seem to be favoured by the
suboptimal context of the starting codon of the gene p7, by the weak codon of initiation (GUG) of the
gene p9.7, and by the absence of additional AUG codons in any reading frame in the region
preceding the initiation codon of the gen p37 in the sgRNA.

Finally, in order to get insights into the selective pressures that operate on the PLPV genome, the
molecular diversity of the virus was assessed using a collection of isolates from different geographical
origins, Pelargonium spp., and collecting times. The genomic region examined was 1817 nt long and
comprised the complete movement (p7 and p9.7) and coat protein genes as well as flanking
segments including the 3 -proximal region of the RdRp gene and the entire 3 UTR. The results of
sequence analyses have allowed to identify some constraints limiting virus heterogeneity such as the
conservation of the aminoacidic sequences of specific domains of the proteins and the preservation
of certain foldings of RNA regulatory regions. Covarying amino acids within and between proteins
have allowed to infer a potential network of specific interactions probably required to maintain the
correct conformation of the viral proteins and to drive the viral RNA from the replication process to its

dissemination in the plant. Additionally, through serial passages of a PLPV variant in the experimental



host C. quinoa, we have proved that this pathogen is able to evolve in a very fast and reproducible
fashion when it is transferred to a new plant species. This result highlights the strong selective
pressures imposed by the host on the genetic structure of PLPV populations and suggests that the

virus is endowed with an usually elevated mutation rate.
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1. ANTECEDENTESDE LA VIROLOGIA

Los origenes de la disciplina cientifica conocida hoy dia como Virologia apenas se remontan
a finales del siglo XIX, cuando se empezaron a llevar a cabo las primeras investigaciones
cientificas centradas en el estudio de enfermedades de las plantas cuyo agente causal era un
virus. En esta época, los resultados obtenidos en microbiologia médica habian establecido
sélidamente la teoria de que las enfermedades infecciosas son causadas por gérmenes
microscopicos que podian ser cultivados en medios nutritivos especiales y aislados por medio
de filtros muy finos capaces de retener a dichos microorganismos. Sin embargo, en 1892 el
ruso Dimitri lvanovsky demostré que el agente causal de la enfermedad vegetal conocida como
mosaico del tabaco, descrita en 1886 por Adolf Mayer, era capaz de pasar a través de filtros a
prueba de bacterias y no podia ser observado bajo el microscopio ni cultivado en medios
artificiales. Estos resultados llevaron a lvanovsky a especular que el mosaico del tabaco era
causado por un germen productor de toxinas, que serian las que atravesaban el filtro
bacteriolégico. En 1898, el holandés Martinus Beijerinck realizé experimentos mas rigurosos
que demostraron que el agente del mosaico del tabaco podia multiplicarse en los tejidos de las
plantas infectadas, una observacién que descartaba la posibilidad de que se tratara de una
toxina. Beijerinck lo denominé “contagium vivum fluidum” 'y concluyé que debia tratarse de una
substancia disuelta o soluble, capaz de replicarse pero solamente cuando se encontraba
incorporada al protoplasma de la célula viva infectada.

En 1935 el quimico Wendell Stanley pudo aislar el virus causante del mosaico del tabaco
(Tobacco mosaic virus, TMV, Tobamovirus) y purificarlo en forma cristalina. Este hecho
representd la primera cristalizacion de un material biolégico supuestamente vivo. En 1937
Bawden y Pirie pusieron de manifiesto que el TMV estaba compuesto por proteina y acido
ribonucleico (RNA), y no fue hasta 1952 cuando se demostré que la informacidén genética
reside en los &cidos nucleicos. Hershey y Chase infectaron Escherichia coli con un virus
bacteriano y el resultado indicé que solamente el DNA viral penetraba en las bacterias y éste
era suficiente para causar una infeccion efectiva. La proteina de la cubierta viral (coat protein,
CP) no era necesaria para producir la infeccion y su funcion parecia ser la de proteger al acido
nucleico y permitir la adsorcidon del virus a las células. Los resultados de este experimento

sirvieron para demostrar que el DNA constituye el material genético hereditario. En 1956

3



4

Jntroduccion (General

Fraenkel-Conrat y colaboradores demostraron la infectividad del RNA del TMV y el papel
protector de la CP, poniendo de manifiesto que el RNA, al igual que el DNA, también era
portador de la informacion genética. Estos descubrimientos marcaron el inicio de la Virologia
moderna.

Un virus puede definirse como un conjunto de una o mas moléculas de acidos nucleicos,
normalmente encapsidada/s en una/s cubierta/s de proteccion de proteinas o lipoproteinas,
capaz de multiplicarse en el interior de la célula hospedadora. Se trata de parasitos
intracelulares que utilizan la maquinaria metabdlica de la célula huésped para poder
propagarse. Es un proceso que incluye varias sintesis separadas y el ensamblaje posterior de
todos los componentes para dar origen a nuevas particulas infecciosas.

Los virus muestran una gran diversidad en tamafno y forma. Resulta dificil establecer un
concepto clasificador, de hecho hay muchos criterios para ello, entre los que destacan: i) la
forma de la particula virica o viridn, ii) la presencia o no de cubierta proteica o lipoproteica, iii) el
tipo de acido nucleico que poseen. Atendiendo a este ultimo criterio, los virus pueden presentar
genomas de RNA de simple cadena y polaridad positiva (ssRNA+), simple cadena y polaridad
negativa (ssRNA-), RNA de doble cadena (dsRNA), o genomas de DNA que a su vez pueden
ser de simple (ssDNA) o de doble cadena (dsDNA) (Fauquet et al., 2005). Dependiendo del tipo
de acido nucleico, los virus seguiran distintos pasos para su replicacién. En los virus de
ssRNA+ el genoma actia directamente como RNA mensajero (MRNA) para la traduccion de
las proteinas virales que se encargaran de replicar el RNA viral. A su vez, servira de molde
para la sintesis de la hebra complementaria, un proceso catalizado por la RNA polimerasa-RNA
dependiente (RNA dependent-RNA polimerase, RdRp) codificada por el propio patégeno. A
partir de las hebras complementarias se generaran nuevas hebras positivas, que seran el
material genético de la progenie viral. En los virus de ssRNA- se sintetiza inicialmente un RNA
de polaridad positiva que sirve, por un lado, como molde para la produccion de nuevas
moléculas de RNA con polaridad negativa que constituyen el genoma de la progenie vy, por
otro, como mRNA para la traduccion de proteinas virales. Para sintetizar el RNA de polaridad
positiva se utiliza la RdRp viral que esta contenida en el propio virion en este tipo de virus, al
igual que en virus de dsRNA, donde también sera la encargada de sintetizar los mMRNAs virales

y los RNAs de doble hebra genémicos de la progenie. En los virus de ssDNA, el DNA viral
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monocatenario pasa a ser bicatenario por medio de una DNA polimerasa-DNA dependiente
(DNA dependent-DNA polimerase, DdDp) de la célula huésped. A partir de los dsDNAs se
generan los mRNAs virales, un proceso mediado por una RNA polimerasa-DNA dependiente
(DNA dependent-RNA polimerase, DARp) del huésped y, a su vez, los dsDNAs sirven como
molde para la sintesis de nuevas moléculas de ssDNA que constituyen el genoma de la
progenie. Por ultimo, en el caso de los virus de dsDNA se han de sintetizar los mRNAs,
normalmente mediante una DdRp de la célula huésped, que dirigen la traduccion de proteinas
virales. La multiplicacion del dsDNA para generar la progenie es catalizada habitualmente por
una DpDd del huésped aunque existen casos en que la maquinaria replicacional es codificada
enteramente por el virus. En el caso de virus de plantas, algunos de los mMRNAs virales actiuan
como intermediarios replicativos, sirviendo para la sintesis de nuevas moléculas de dsDNA, un
proceso de retrotranscripciéon asistido por una DNA polimerasa-RNA dependiente (RNA
dependent-DNA polimerase, RdDp) codificada por el propio virus. Los retrovirus de animales
siguen un proceso similar para su replicacion, con la diferencia importante de que la forma
infecciosa es el ssRNA+ y de que el intermediario de dsDNA se integra en el genoma del
huésped (Fauquet et al., 2005). Los virus de ssRNA+ se pueden clasificar en tres grupos
dependiendo de las similaridades que muestran sus correspondientes RdRps: supergrupo |
(virus tipo picorna), supergrupo Il (virus tipo carmo vy tipo flavi) y supergrupo Il (virus tipo alfa)
(Koonin y Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993).

Los genomas virales raramente superan las 10 kilobases (kb) debido a restricciones
derivadas de la necesidad de adaptarse facilmente al medio y de conseguir una replicaciéon y
encapsidacion rapida y eficiente. El numero de proteinas que codifican es variable,
normalmente entre cuatro y diez, que a su vez suelen ser multifuncionales. Los virus utilizan
diferentes estrategias para conseguir que todos sus genes sean accesibles a la maquinaria de
sintesis proteica de la célula huésped. Dichas estrategias incluyen la particion de su genoma
en varios componentes, la sintesis de RNAs subgendmicos (sgRNAs) a partir de los RNAs
genomicos (gRNAs), el procesamiento proteolitico de una unica poliproteina, el solapamiento
de pautas abiertas de lectura (open reading frames, ORFs), etc. Ademas de las regiones

codificantes, el genoma viral contiene regiones nucleotidicas no traducibles (unstranlated
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regions, UTRs) en los extremos 5’ y 3’ que desempefian un papel importante en la replicacion y
traduccion viral.

En la actualidad hay descritas mas de 800 especies de virus de plantas (Fig. 1) que se
clasifican en 20 familias y 88 géneros, lo que refleja la gran variabilidad existente entre los
mismos (Fauquet et al., 2005). La mayoria de ellos (mas del 80%) presentan genomas de

ssRNA+.

Fig. 1. Sintomas inducidos por diferentes virus en distintas especies vegetales. (A) Virus de las manchas necréticas en

anillo del ciruelo. (B) Virus de la rotura del color del tulipan. (C) Virus del moteado del pimiento dulce. (D) Virus de los
anillos cloréticos del pimiento morrén (E) Virus Y de la patata. (F) Virus de la tristeza de los citricos. (G) Virus de la

psoriasis de los citricos.

El virus objeto de estudio de esta tesis doctoral es el virus del arabesco del Pelargonium
(Pelargonium line pattern virus, PLPV). Actualmente no esta adscrito formalmente a ningun
grupo viral aunque, como se pondra de manifiesto en esta memoria, se puede considerar un
miembro de la familia Tombusviridae que comparte propiedades con especies de los géneros
Carmovirus y Panicovirus. A continuacion se describen las caracteristicas generales de la

familia Tombusviridae y, mas detalladamente, las de los géneros mencionados.
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2. FAMILIA TOMBUSVIRIDAE

La familia Tombusviridae esta constituida por ocho géneros: Tombusvirus (15 especies
definitivas y 1 especie provisional), Avenavirus (1 especie), Carmovirus (14 especies definivas y
8 provisionales), Necrovirus (6 especies definitivas y 2 provisionales), Dianthovirus (3 especies
definitivas y 3 provisionales), Machlomovirus (1 especie), Aureusvirus (2 especies) vy
Panicovirus (1 especie definitiva y 1 especie provisional) (Lommel et al., 2005).

Los componentes de esta familia presentan una distribucion mundial, con una mayor
incidencia en las regiones templadas. Su gama de huéspedes naturales incluye a plantas
monocotiledéneas o dicotiledoneas, pero no ambas a la vez. La gama de huéspedes
experimentales suele ser muy amplia para cada especie viral. La infeccion a menudo esta
limitada al sistema radicular, pero en otros casos, dependiendo del huésped, el virus puede
invadir la planta sistémicamente. Se transmiten por inoculacion mecanica y por propagacion
vegetativa; ademas se encuentran en ambientes naturales (aguas superficiales y tierras de
cultivo) por lo que, en general, no necesitan vectores para su transmision, aunque en varios
casos se ha descrito la transmision de virus por medio de vectores bioldgicos. La
sintomatologia causada por la infeccion de estos virus presenta con frecuencia rasgos
comunes e incluye moteado, arrugamiento, necrosis y deformacién de las hojas. Sin embargo,
las infecciones pueden ser también asintomaticas y la inducciéon o no de efectos fenotipicos
parece estar condicionada por el aislado del virus, la especie vegetal y/o las condiciones
ambientales.

El genoma de los miembros de esta familia, con excepcién del género Dianthovirus (que
contienen dos gRNAs), esta constituido por una molécula de ssRNA+ con un tamarfio que oscila
entre 3.7 y 4.8 kb (Fig. 2). El extremo 3’ de dicho RNA no esta poliadenilado y el extremo 5’ no
parece estar protegido. Sélo en el caso del virus del moteado del clavel (Carnation mottle virus,
CarMV, Carmovirus), del virus del mosaico necrotico del trébol rojo (Red clover necrotic mosaic
virus, RCNMV, Dianthovirus), y del virus del moteado clorético del maiz (Maize chlorotic mottle
virus, MCMV, Machlomovirus) se ha apuntado la existencia de una estructura cap, pero
revisiones recientes de esta cuestion en el RCNMV han mostrado que el extremo 5’ carece de
esta estructura (Mizumoto et al., 2006; lwakawa et al., 2007), y es posible que la situacion sea

similar en el CarMV y MCMV.
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Fig. 2. Representaciéon de la organizacién genémica de las especies tipo de los géneros pertenecientes a la familia
Tombusviridae. Las diferentes ORFs se representan como cajas de distintos colores que indican la funcién de las
proteinas que codifican: i) azul: proteinas implicadas en replicacién, ii) rosa: proteina de cubierta, iii) gris: proteinas

implicadas en movimiento, iv) blanco: ORF de funcién desconocida.

La organizacion genomica difiere entre los géneros de esta familia (Fig. 2), siendo el rasgo
comun de todos ellos la producciéon de una RdRp muy conservada que es traducida a partir de
una ORF que, con excepciéon del género Dianthovirus, esta interrumpida por un codén de
parada débil que no es reconocido en determinadas rondas de traduccion produciéndose un
proceso de lectura a través (readthrough). Los miembros del género Dianthovirus expresan la
RdRp mediante un corrimiento de -1 nt en la pauta de lectura (frameshift -1) de los ribosomas

que han empezado la traduccion en el coddn de inicio de la ORF1. Los genomas de los virus
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pertenecientes a los géneros Dianthovirus y Avenavirus poseen cuatro ORFs, mientras que el
resto de los géneros de la familia contienen al menos cinco. Los géneros Machlomovirus y
Panicovirus pueden extender uno de los genes de las proteinas de movimiento (MPs) por la
presencia de un codoén de terminacion débil que permite la lectura a través (Machlomovirus), o
de un heptanucledtido que facilita un proceso de corrimiento de lectura (Panicovirus), dando
lugar a la generacion de nuevas ORFs. Las ORFs 1 y 2 son expresadas a partir del gRNA,
mientras que las situadas en posicion 3’-proximal se expresan a partir de sgRNAs. Con la
excepcion del MCMV (Fig. 2), el gen de la RdRp es la ORF mas cercana al extremo 5’. Para
todos los géneros, la localizacion del gen que codifica la CP es interna o 3’-proximal (Lommel
et al., 2005).

Morfolégicamente todos los miembros de la familia Tombusviridae se caracterizan por
presentar particulas formadas por 180 subunidades de la misma proteina (CP) con simetria
icosaédrica (T=3). Los viriones de los distintos géneros presentan dos origenes filogenéticos
diferentes. Por un lado, los géneros Aureusvirus, Avenavirus, Carmovirus, Dianthovirus y
Tombusvirus, producen particulas con una forma redondeada, superficie granular y un diametro
de 32-35 nm. Cada subunidad proteica se pliega en tres dominios estructurales distintos: i) R,
el dominio interno N-terminal que contiene un gran numero de residuos proteicos cargados
positivamente y que interacciona con el RNA, ii) S, el dominio armazén que constituye el
esqueleto de la capsida y que se conecta mediante un brazo amino terminal al dominio R, vy iii)
P, el dominio C-terminal que se proyecta hacia fuera y proporciona al virus su apariencia
granular (Fig. 3A). Los dominios P se agrupan en parejas para formar 90 proyecciones sobre la
superficie de la particula, y los contactos entre dimeros son importantes para el ensamblaje y la
estabilizacion de la estructura del virion. EI dominio S forma una estructura cilindrica
compuesta por hebras R. Dos sitios de unién a Ca™" estabilizan los contactos entre dominios S.
Los viriones de los géneros Machlomovirus, Necrovirus y Panicovirus, se componen de
cubiertas proteicas que carecen del dominio P, lo que les proporciona una superficie de

aspecto no granulado (Fig. 3B). Su diametro oscila entre los 30-32 nm (Lommel et al., 2005).
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Fig. 3. (A) Representacion de una particula virica de un miembro del género Tombusvirus, con proyecciones de los
dominios P que proporcionan al virion el caracteristico aspecto granulado. (B) Representacion de una particula virica

de un miembro del género Necrovirus, que se compone de capsidas proteicas que carecen del dominio P.

Las MPs de los componentes de esta familia también tienen diferentes origenes
filogenéticos: i) Avenavirus, Carmovirus, Machlomovirus, Necrovirus y Panicovirus, codifican
una proteina de 7-9 kDa que estda acompafada en todos los casos, excepto en el género
Avenavirus, por una proteina de 6-12 kDa, ii) Tombusvirus y Aureusvirus codifican una proteina
de tamafio 22-27 kDa, junto con una adicional de 14-19 kDa que también esta implicada en
movimiento y en el aumento de la severidad de los sintomas v, iii) Dianthovirus producen una
proteina de 35 kDa. Ademas de las ORFs implicadas en el movimiento viral, existen ORFs muy
préximas en el genoma y de funcién desconocida en los géneros Necrovirus y Machlomovirus
(Lommel et al., 2005).

La replicacion tiene lugar en el citoplasma celular, posiblemente en vesiculas membranosas
que pueden estar asociadas al reticulo endoplasmatico o a organulos como peroxisomas,
mitocondrias, 0 mas raramente, cloroplastos. Los viriones se acumulan en el citoplasma y
vacuolas, algunas veces en forma cristalina (Lommel et al., 2005).

Los virus de la familia Tombusviridae poseen en la 3’ UTR secuencias y/o estructuras que
estan implicadas en la replicacion y la traduccién viral. Algunos de estos motivos estructurales
funcionan como promotores que son reconocidos por la RdRp para el comienzo de la sintesis
de las cadenas de RNA de polaridad negativa a partir del extremo 3’ de las de polaridad
positiva. Dichos promotores pueden corresponder tanto a elementos de estructura primaria
como secundaria e incluso terciaria (Turner y Buck, 1999; Wang y Wong, 2004; White y Nagy,
2004). En los géneros Carmovirus y Tombusvirus, el promotor minimo incluye los 19 ultimos

nucleodtidos del extremo 3’ del gRNA de polaridad positiva que se pliegan adoptando una
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estructura de tipo horquilla flanqueada en 3’ por una secuencia de simple cadena, CUGCCC,
en el caso de Carmovirus (Simon y Howell, 1986; Song y Simon, 1995; Stupina y Simon, 1997;
Carpenter y Simon, 1998) y CCC en el caso de Tombusvirus (White y Nagy, 2004). Estas
bases desapareadas especifican el sitio de iniciacion de la sintesis de las cadenas de RNA de
polaridad negativa y, aunque la funcién de la horquilla no se ha determinado de forma precisa,
se ha observado que su desestabilizaciéon da lugar a una disminucion notable en los niveles de
replicacion en plantas y protoplastos (Havelda et al., 1995; Fabian et al., 2003). Una vez
sintetizada la cadena negativa, la RdRp debe reconocer secuencias/estructuras especificas en
su 3" UTR (que corresponde a la 5 UTR del ssRNA+) para la sintesis de la cadena de
polaridad positiva (Panavas et al., 2002). Ademas de los promotores se han descrito elementos
estimuladores de la replicacion (replication enhancers) que actuan potenciando la sintesis de
cadenas positivas, y elementos supresores de la replicacion que disminuyen la sintesis de
cadenas negativas; ambos tipos de elementos probablemente son en gran parte responsables
de la asimetria entre cadenas positivas y negativas que caracteriza a la replicacion viral (Ray y
White, 1999; Nagy et al., 1999b, 2001; Pogany et al., 2003; Zhang et al., 2004a, 2004b;
Panavas y Nagy, 2005; Na y White, 2006)

Los virus de esta familia codifican una o mas proteinas que son traducidas a partir de
sgRNAs. La producciéon de sgRNAs es una estrategia desarrollada por los virus para subsanar
la escasa o nula eficiencia de la traduccion de ORFs internas o 3’-terminales, originada por la
dependencia de los ribosomas eucaridticos del extremo 5 del mRNA. Se han propuesto
diferentes mecanismos para la sintesis de los sgRNAs: i) iniciacion interna, en el que la
replicasa inicia la transcripcién del sgRNA internamente a partir del gRNA de polaridad
negativa, ii) sintesis discontinua, descrita en el caso concreto de la familia Nidoviridae, y iii)
terminacion prematura de la sintesis de cadenas negativas que a su vez serviran de molde
para la sintesis de sgRNAs de polaridad positiva (revisado por Miller y Koev, 2000; White,
2002). El mecanismo de iniciacion interna es, aparentemente, el mas extendido para la sintesis
de los sgRNAs. Como norma general, las secuencias promotoras para la generacion de
sgRNAs mediante este mecanismo suelen localizarse justo antes del sitio de inicio de la
transcripcion (Johnston y Rochon, 1995; van der Vossen et al., 1995; Wang y Simon, 1997;

Koev et al., 1999), aunque en algunos casos se ha descrito la participacion de secuencias
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alejadas fisicamente (Balmori et al., 1993; Koev y Miller, 2000). En el género Carmovirus,
concretamente en el virus del arrugamiento del nabo (Turnip crinkle virus, TCV) y en el virus de
las manchas cloréticas en anillo del hibisco (Hibiscus chlorotic ringspot virus, HCRSV), se ha
demostrado la actividad promotora de las regiones que preceden a los sitios de inicio de los
sgRNAs (Wang y Simon, 1997; Koev et al., 1999; Li y Wong, 2006). Estas regiones, de
aproximadamente 100 nt, pueden plegarse adoptando estructuras secundarias del tipo
horquilla que son muy estables debido a que contienen varios pares de bases G:C
consecutivos en la base del tallo. La adopcidon de este tipo de conformacion parece ser critica
para el mecanismo de transcripcion de los sgRNAs (Wang et al., 1999; Li y Wong, 2006). Los
gRNAs y sgRNAs del TCV y del HCRSV presentan el mismo motivo de secuencia en su
extremo 5’ (G,.3 (A/U);.7), que ademas esta conservado en otros carmovirus. Este motivo puede
ser requerido para la replicacion y transcripcion de los RNAs virales, facilitando el
reconocimiento por parte de la polimerasa viral o permitiendo una interaccién adecuada con la
cadena negativa para la sintesis de la positiva. Numerosos virus de plantas de polaridad
positiva también presentan similitud de secuencia entre los extremos 5 de los gRNAs y sus
correspondientes sgRNAs (Marsh et al., 1989; Kelly et al., 1994; Zavriev et al., 1996; Vives et
al., 2002). Aunque el modelo de iniciacion interna parece operar en el caso de carmovirus, la
sintesis de sgRNAs de miembros de los géneros Tombusvirus y Aureusvirus parece seguir un
modelo de terminacion prematura (Lin y White, 2004; Lin et al., 2007; Wang et al., 2008; Xu y
White, 2008), de modo que virus relacionados pueden diferir en los mecanismos de generacion
de mRNAs para la traduccién de ORFs internas o 3’ proximales.

Por otro lado, en algunos géneros se han descrito RNAs defectivos interferentes (defective
interfering RNAs, DI RNAs), virus satélites y/o RNAs satélites (satfellite RNAs, satRNAs)
asociados a determinadas especies (revisado por Pelczyk et al., 2006). Los DI RNAs se
originan a partir del genoma del virus correspondiente mediante un mecanismo de sintesis
discontinua de la RdRp, de modo que normalmente presentan una o varias deleciones internas
y carecen de capacidad codificante, por lo que precisan del virus parental para poder replicarse
y moverse. De forma similar, los virus satélites y satRNAs necesitan estar asociados a un virus
auxiliar, aunque no presentan homologia de secuencia con el mismo o bien esta es muy

limitada. La diferencia entre los virus satélites y los satRNAs es que los primeros codifican su
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propia CP, mientras que los segundos utilizan la CP del virus auxiliar. Todos estos tipos de
moléculas pueden alterar los sintomas inducidos por el virus con el que estan asociados, ya

sea atenuandolos o intensificandolos.
2.1. Género Carmovirus
Tal como se ha indicado anteriormente, el género Carmovirus estad constituido por 14

especies definitivas y 8 provisionales (Tabla 1).

Tabla 1. Especies pertenecientes al género Carmovirus

Especies definitivas

Virus del ajo transmitido por el agua AWBV
Virus del mosaico suave de la judia BMMV
Virus del salpicado clorético del cardamomo CCFV
Virus del moteado del clavel CarMV
Virus del moteado del chicharo CPMoV
Virus del pepino transmitido por el suelo CusSBvV
Virus del mosaico de la Galisonga GaMVv
Virus de las manchas cloréticas en anillo del Hibiscus HCRSV
Virus de las manchas necréticas del melén MNSV
Virus de la rotura del color de la flor de Pelargonium PFBV
Virus del cactus Saguaro SCV
Virus del arrugamiento del nabo TCV
Virus de las malas hierbas transmitido por el agua WWBV
Virus de los anillos necréticos del iris japonés JINRV

Especies provisionales

Virus de la necrosis del vastago del guisante PNSV
Virus del moteado del Blackgram BMoV
Virus latente de la baya del satico EILDV
Virus del moteado de la glicina GMoV
Virus de la necrosis apical del narciso NTNV
Virus del plantain 6 PIV-6

Virus asintomético de la tefrosia TeSV

Virus de la necrosis de la calabaza SqNV

Este género, cuya especie tipo es el CarMV, pasoé a ser reconocido como grupo taxonémico

en 1991 por el Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (International Committee
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on Taxonomy of Viruses, ICTV) (Morris, 1991). La gama de huéspedes naturales de cada
especie es reducida y restringida a dicotiledoneas, si bien la de huéspedes experimentales es
amplia. Suelen causar importantes pérdidas econémicas en las cosechas, especialmente en
las regiones templadas (Russo et al., 1994). Todos ellos se transmiten por inoculacién
mecanica y por propagacion vegetativa, y en algunos casos también se ha descrito la
transmision por vectores. Asi, se ha demostrado que el hongo Olpidium bornovanum actia
como vector del virus del pepino transmitido por el suelo (Cucumber soil borne virus, CuSBV) y
del virus de las manchas necroticas del melon (Melon necrotic spot virus, MNSV) (Martelli,
1994), mientras que otros miembros del género pueden ser transmitidos por escarabajos, como
el virus del moteado del chicharo (Cowpea mottle virus, CPMoV), el virus del mosaico suave de
la judia (Bean mild mosaic virus, BMMV), el virus del moteado del Blackgram (Blackgram mottle
virus, BMoV), y el TCV (van Regenmortel y Mahy, 2004), o por trips, como se ha descrito para
el virus de la rotura del color de la flor de Pelargonium (Pelargonium flower break virus, PFBV)
(Krczal et al., 1995).

Actualmente se conoce la secuencia completa de una especie provisional del género, el
virus de la necrosis del tallo del guisante (Pea stem necrosis virus, PSNV) (Suzuki et al., 2002),
y de diez especies definitivas: CarMV (Guilley et al., 1985), TCV (Carrington et al., 1989),
MNSV (Riviere y Rochon, 1990), virus del salpicado clorético del cardamomo (Cardamine
chlorotic fleck virus, CCFV) (Skotnicki et al., 1993), CPMoV (You et al., 1995), virus del cactus
Saguaro (Saguaro cactus virus, SCV) (Weng y Xiong, 1997), virus del mosaico del Galisonga
(Galisonga mosaic virus, GaMV) (Ciuffreda et al., 1998), HCRSV (Huang et al., 2000), virus de
los anillos necroticos del iris japonés (Japanese iris necrotic ring virus, JINRV) (Takemoto et al.,
2000) y PFBV (Rico y Hernandez, 2004). Ademas, también se conoce la secuencia completa
del virus del aclaramiento de las venas del lupino Nootka (Nootka lupine vein-clearing virus,
NLVCYV), y del virus de la rotura del color de la flor de la angelonia (Angelonia flower break
virus, AnFBV) que han sido propuestos como nuevas especies de este género (Adkins et al.,
2006; Robertson et al., 2007).

El genoma de estos virus se encapsida en particulas isométricas de 32-35 nm de diametro
que poseen una superficie regular vista al microscopio electronico, con apariencia granular. El

estudio de las caracteristicas estructurales de los viriones de carmovirus ha sido abordada de
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forma detallada con la cristalizacion, analisis con rayos-X y reconstruccion tridimensional del
HCRSYV (Doan et al., 2003; Lee et al., 2003). Recientemente, también se ha llevado a cabo un

analisis con rayos-X del MNSV (Wada et al., 2008).

2.1.1. Organizacién genémica

El gRNA de las especies del género Carmovirus, cuyo tamafio oscila entre 3.88 y 4.45 kb,
contiene al menos cinco ORFs que codifican proteinas implicadas en replicacion, movimiento y
encapsidacion viral, ademas de UTRs en los extremos 5’ y 3’ (Fig. 4). La ORF mas préxima al
extremo 5, ORF1, codifica una proteina de 27-29 kDa y termina con un coddén ambar cuya
lectura a través permite continuar la traduccion hasta el codén de terminacion de la ORF2
dando lugar a una proteina de 85-88 kDa que contiene los motivos conservados de las RdRps
virales. En la parte central del genoma se situan dos ORFs pequefias cuya traduccion da lugar
a dos proteinas de tamarfios 7-8 y 8-12 kDa, respectivamente, implicadas en el movimiento del
virus. La ORF5, cercana al extremo 3’, codifica la CP, de tamafio 36-41 kDa (Lommel et al.,

2005).

ORF3 =
ORF5
5 : . L‘ L 3 gRNA (~4.0 kb)
- ORF1 - ORF2
ORF4
ORF3
, ORFS
5 3’ sgRNAT (~1.7 kb)
ORF4

, . ORF§ '
A — L—3" sgRNA2 (~1.5 kb)

Fig. 4. Representacion de la organizacion genémica de la mayoria de los miembros del género Carmovirus. Las
distintas ORFs se representan con recuadros de diferente color dependiendo de la funcion de las proteinas que
codifican. Las ORFs 1 y 2 codifican proteinas implicadas en replicacion y se expresan a partir del gRNA. Las ORFs 3 y
4 codifican proteinas implicadas en movimiento y son expresadas a partir del sgRNA1. La ORF 5 codifica la CP viral y

es traducida a partir del sgRNA2.
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A pesar de la simplicidad estructural de estos patégenos, parece existir cierta variabilidad en
el nimero de ORFs y en los mecanismos de expresion génica entre los diferentes miembros
del grupo. En el caso del HCRSV, se ha confirmado que, ademas de las cinco ORFs presentes
en el resto de carmovirus, contiene una ORF adicional cerca del extremo 5 del gRNA que
codifica una proteina de 23 (p23) kDa , y otra, en el extremo 3’, que codifica una proteina de 27
(p27) kDa y dos isoformas de ésta que comparten su extremo C-terminal y que poseen
tamarfios de 25 (p25) y 22.5 (p22.5) kDa (Huang et al., 2000; Liang et al., 2002b; Koh et al.,
2006; Zhou et al., 2006). Se ha demostrado que la proteina p23, cuyo gen se encuentra
imbricado dentro de la ORF1, esta presente en tejido infectado y parece ser indispensable para
la replicacion del HCRSV en su huésped natural (Hibiscus cannabinus), pero no en el huésped
experimental Chenopodium quinoa (Liang et al., 2002b). Experimentos adicionales han puesto
de manifiesto que esta proteina no une acidos nucleicos in vitro ni actia como un supresor del
silenciamiento génico postranscripcional (post-transcriptional gene silencing, PTGS), y se ha
sugerido que esta proteina podria estar interaccionando con factores especificos del huésped,
o bien podria actuar como un activador en cis o frans que regularia de forma directa o indirecta
la expresion de genes implicados en replicacion viral, e incluso podria interaccionar
directamente con el complejo replicativo del virus (Liang et al., 2002b). Por otro lado, mediante
experimentos de génetica reversa se ha llegado a la conclusién de que la p27 esta implicada
en la exacerbacién de los sintomas inducidos por el virus en su huésped natural, mientras que
la p25 probablemente esté asociada al movimiento sistémico del patégeno (Zhou et al., 2006).

Ademas de estas ORFs adicionales en el HCRSV, se ha postulado la existencia de una
ORF de funciéon desconocida en el CPMoV (You et al., 1995). Cabe sefalar también que la
ORF2 del CarMV posee un codon de terminacion débil que podria permitir la lectura hasta un
codén de terminacion fuerte situado aguas abajo en el gRNA. El proceso de doble lectura a
través daria lugar a una proteina de 98 kDa cuya produccion se ha observado en condiciones
especiales de traduccion in vitro, y, aparentemente, en protoplastos aunque su relevancia in
vivo no ha sido demostrada (Harbison et al., 1985). Ademas, en el caso del MNSV, las ORFs 3
y 4 no son solapantes, a diferencia de lo que ocurre en el resto de carmovirus, y estan
separadas por un codén de terminacion débil cuya lectura a través daria lugar a una proteina

de 14 kDa, aunque esta proteina no ha sido detectada in vivo (Russo et al., 1994).
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2.1.2. Mecanismos de expresion génica

La regulacién de la expresion génica de los carmovirus se produce tanto a nivel
transcripcional, mediante la generaciéon de sgRNAs, como a nivel post-transcripcional,
mediante la utilizacién de distintos mecanismos de traduccién tanto candnicos como no-
candnicos.

Los carmovirus producen dos sgRNAs, 3’ co-terminales con respecto al gRNA. El mayor de
ellos (sgRNA1), presenta un tamafio aproximado de 1.7 kb, es bicistronico y esta implicado en
la traduccién de las dos proteinas de movimiento, mientras que el otro (sgRNA2), de tamafio
aproximado 1.5 kb, es responsable de la traduccién de la CP (revisado en Lommel et al., 2005).
Estos dos sgRNAs han sido detectados en plantas infectadas por el CarMV (Carrington y
Morris, 1985), el TCV (Carrington et al., 1989), el MNSV (Riviere y Rochon, 1990), el CPMoV
(Kim y Bozarth, 1992), el SCV (Weng y Xiong, 1997), el HCRSV (Huang et al., 2000) y el PFBV
(Rico y Hernandez, 2006). En general, solo se encapsida el gRNA, aunque en algunos casos
también los sgRNAs pueden hacerlo con una relativa eficiencia, como es el caso del CarMV
(Guilley et al., 1985; Diez et al., 1999), del SCV (Weng y Xiong, 1997) y del HCRSV (Huang et
al., 2000).

Ensayos de traduccion in vitro han permitido confirmar la produccién de todas las proteinas
codificadas tanto por los gRNAs como por los sgRNAs del CarMV, del TCV y del HCRSV
(Carrington y Morris, 1985; Harbison et al., 1985; Carrington et al., 1987; Hacker et al., 1992;
Huang et al., 2000).

Los mecanismos de traduccion empleados por los virus de este género para la expresion de
sus distintas ORFs son diversos. Como ya se ha indicado antes, las dos primeras ORFs de
carmovirus se traducen a partir del gRNA, la segunda de ellas mediante un mecanismo de
lectura a través de un codon de terminacion débil. Normalmente para que este mecanismo sea
eficiente, es necesaria la secuencia consenso AA(A/G)-UAG-G(G/U)(G/A) flanqueando al
codén de terminacion de la ORF1 (UAG normalmente), una secuencia que se encuentra
conservada en muchos virus de RNA de plantas que siguen esta estrategia de traduccion
(Drugeon et al., 1999). La expresién de las proteinas implicadas en movimiento se lleva a cabo
a partir del sgRNA1 probablemente mediante un proceso de escape al rastreo ribosomal

(leaky-scanning), aunque este punto no ha sido confirmado (Russo et al., 1994). Por ultimo, la
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CP se traduce a partir del sgRNA2, por un mecanismo convencional de rastreo ribosomal. No
obstante cabe sefialar que en el caso del HCRSV se ha identificado un sitio de entrada interna
de ribosomas (internal ribosome entry site, IRES) para la traduccién de la CP que parece ser

funcional desde el gRNA y los sgRNAs (Koh et al., 2003, 2006).

2.2. Género Panicovirus
El género Panicovirus esta constituido por una especie definiva, el virus del mosaico del

Panicum (Panicum mosaic virus, PMV) y una especie provisional (Tabla 2).

Tabla 2. Especies pertenecientes al género Panicovirus

Especies definitivas

Virus del mosaico del Panicum PMV

Especies provisionales

Molinia streak virus MoSV

Los primeros datos del PMV se recogen en 1953. La gama de huéspedes naturales de este
virus esta restringida a especies gramineas de la tribu Paniceae, dentro de la familia de las
Poaceae (Lommel et al., 2005), siendo conocidos los dafios causados por el virus en Panicum
virgatum, Stenotaphrum secundatum y Eremochloa aphiuroides.

La gama de huéspedes experimentales se amplia a un mayor numero de plantas
gramineas. El virus se transmite por inoculacién mecanica y por la replantacién en suelos ya
infectados por el virus. EI PMV puede causar infecciones sdlo, junto a un virus satélite (satellite
Panicum mosaic virus, SPMV) y/o junto a satRNAs (Desvoyes y Scholthof, 2000; Omarov et al.,
2005; Makino et al., 2006; Qi et al., 2008; Qi y Scholthof, 2008). El virus tipicamente induce un
mosaico sistémico en la planta infectada, aunque los sintomas mas severos, que incluyen un
moteado clorético, atrofiamiento de la planta y pérdida en rendimiento del cultivo, aparecen en
las infecciones mixtas del virus y de su virus satélite (Fig. 5).

El genoma del PMV se encapsida en particulas isométricas de 30 nm de diametro que

poseen una superficie estructural regular vista al microscopio electrénico (Lommel et al., 2005).



|ntroduccion (General

Fig. 5. (A) Paniculas de mijo sanas. (B) Paniculas de mijo
infectadas con el PMV. (C) Paniculas de mijo

coinfectadas con el PMV y su virus satélite.

2.2.1. Organizacion genomica

El PMV posee un genoma de ssRNA+ que esta constituido por 4326 nt y contiene 6 ORFs
(Turina et al., 1998, 2000) (Fig. 6). La ORF mas préxima al extremo 5, ORF1, codifica una
proteina de 48 kDa y termina en un codén dmbar cuya lectura a través permite continuar la
traduccion hasta el codén de terminacion de la ORF2 dando lugar a una proteina de 112 kDa.
Ambas proteinas son necesarias para la replicacion del virus. Se ha detectado un unico sgRNA
de 1475 nt en plantas y protoplastos infectados con el PMV, a partir del cual se traducen el
resto de ORFs (Turina et al., 1998, 2000). La ORF3 codifica una proteina de 8 kDa y la ORF4
codifica una proteina de 6.6 kDa. Ambas proteinas estan implicadas en el movimiento del virus.
Las ORFs 5y 6, cercanas al extremo 3’ e imbricadas una dentro de la otra, codifican la CP, de
26 kDa, y una proteina de 15 kDa, respectivamente. Esta ultima no presenta homologia con
ninguna otra de la base de datos y parece estar implicada también en el movimiento del virus

(Turina et al., 2000).

. P& | p26 \ .
D ﬁ i p112 I% 15‘ 3 gRNA (4326 nt)

p6.6
: P
5 LP8 S | 3 sgRNA (1475 nt)
fpts
pé.6

Fig. 6. Representaciéon de la organizacion gendmica del PMV. Las distintas ORFs se representan con recuadros de
diferente color dependiendo de la funcién de las proteinas que codifican. Las ORFs 1y 2 codifican proteinas implicadas
en replicacion y se expresan a partir del gRNA. Las ORFs 3, 4, 5 y 6 son expresadas a partir del sgRNA. Las ORFs 3, 4

y 6 codifican proteinas implicadas en movimiento y la ORF5 codifica la CP viral.
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2.2.2. Mecanismos de expresion génica

Al igual que ocurre con los carmovirus, la regulacion de la expresion génica del PMV se
produce tanto a nivel transcripcional, mediante la produccion de un sgRNA, como a nivel
traduccional.

Las proteinas p48 y p112, implicadas en replicacion, son traducidas a partir del gRNA por
un mecanismo de lectura a través similar al que emplean otros miembros de la familia
Tombusviridae (Turina et al., 1998, 2000). El resto de ORFs son traducidas a partir del sgRNA,
3’ co-terminal con respecto al gRNA. La expresion de al menos cuatro proteinas a partir de un
unico sgRNA es algo bastante inusual en virus de plantas (y, en general, en eucariotas). Las
estrategias de traduccién empleadas por este sgRNA para la expresion de todos sus genes
deben incluir una gran variedad de mecanismos que no han sido totalmente determinados
(Turina et al., 1998, 2000). Estudios de traduccion in vitro han permitido confirmar la produccion
de las proteinas p8, p6.6, CP y p15 a partir del sgRNA. Los niveles de acumulacion de las
proteinas p6.6 y p15 son bajos, en el primer caso posiblemente debido a la baja eficiencia de
su coddn de inicio que no es el candnico AUG, sino GUG. Ambas proteinas, p6.6 y p15 podrian
traducirse por un mecanismo de escape al proceso de rastreo de las ORFs (p8) y (CP),
respectivamente (Turina et al., 2000). Ademas de éstas, una ORF adicional podria traducirse,
por un mecanismo de corrimiento de — 1 nt en la pauta de lectura durante la traduccion de la
proteina p8, dando lugar a un polipéptido de 14.6 kDa. La presencia de un heptanucleétido (5'-
CAAAUUUC-3’) caracteristico de este tipo de mecanismo (XXXYYYZ, siendo X cualquier base,
Y normalmente A o U y Z, cualquier base a excepcion de G), inmediatamente aguas arriba del
codoén de parada de la ORF (p8) facilitaria el proceso de corrimiento y, por tanto, apoyaria la
idea de que esta proteina pudiera sintetizarse, aunque experimentos de traduccién in vitro y
bioensayos con mutantes no han permitido corroborar su produccién (Turina et al., 1998,
2000). Por ultimo, la traduccion de la CP y de la p15 podria estar mediada por la presencia de
un IRES, aunque este punto aun no ha sido abordado experimentalmente (Turina et al., 1998,

2000; Batten et al., 2006a).
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2.3. Caracteristicas de las proteinas implicadas en replicacion

Como se ha indicado anteriormente, un rasgo comuin de los miembros de la familia
Tombusviridae es la implicacion de dos proteinas, productos de la traduccién de las ORFs 1y
2, en la replicacién del genoma viral y en la transcripcion de sgRNAs (excepto en el género
Machlomovirus donde las proteinas presumiblemente implicadas en estos procesos son el
producto de traduccion de las ORFs 2 y 3). Mientras que la proteina codificada por la ORF2
corresponde a una RdRp muy conservada, la funcion de la proteina codificada por la ORF1 no
estd del todo clara. Estudios realizados con las proteinas correspondientes de los géneros
Tombusvirus y Dianthovirus han mostrado por un lado, sus propiedades de union a RNA, como
es el caso de las proteinas p33 y p92 del virus del enanismo arbustivo del tomate (Tomato
bushy stunt virus, TBSV, Tombusvirus) (Rajendran y Nagy, 2003) y, por otro, su
direccionamiento a membranas especificas de las células huésped, pudiendo inducir una
proliferacion de las mismas. Este direccionamiento a membranas se ha descrito para la
proteina p33 del virus de las manchas anulares del Cymbidium (Cymbidium ringspot virus,
CyRSV, Tombusvirus) y del virus de la necrosis del pepino (Cucumber necrosis virus, CNV,
Tombusvirus) que estan asociadas a peroxisomas (Navarro et al., 2004; Panavas et al., 2005),
para las proteinas p36 y p95 del virus de las manchas en anillo del clavel italiano (Carnation
italian ringspot virus, CIRV, Tombusvirus), que se localizan en mitocondrias (Weber-Lofti et al.,
2002), y para las proteinas p27 y p88 del RCNMV, que aparecen asociadas al reticulo
endoplasmatico (Turner et al., 2004). Ademas, la funcién de este tipo de proteinas parece estar
regulada por fosforilaciéon, al menos en el caso de la proteina p33 del CNV (Shapka et al.,
2005; Stork et al., 2005). La interaccion entre la RdRp y el producto de la ORF1 ha sido
demostrada in vitro e in vivo para el TBSV, una interaccién que parece ser esencial para la
replicacion del virus (Rajendran y Nagy, 2004, 2006; Panavas et al., 2005).

En el caso de los carmovirus, las proteinas p27-29 y p85-88 son necesarias y suficientes
para la replicacion viral (Hacker et al., 1992; White et al., 1995), y se acumulan in vivo en una
proporcién relativa de aproximadamente 20:1 (White et al., 1995). La p85-p88 contiene los
ocho motivos caracteristicos de las RdRps virales de los componentes del supergrupo Il,
incluyendo el triplete GDD altamente conservado. Estas proteinas sélo contienen dos de los

siete motivos de helicasa de &cidos nucleicos encontrados en las RdRps de los supergrupos | y
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Il (Koonin y Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993), lo que sugiere que esta funcion, requerida para
la replicacion viral, es desempenada por factores del huésped. El estudio de la actividad
enzimatica de la RdRp ha sido complicado debido a que normalmente se encuentra asociada a
estructuras membranosas en las células y, por tanto, su aislamiento resulta a menudo
problematico. A pesar de esto, se han desarrollado métodos que permiten la purificacion del
complejo replicativo a partir de tejido infectado con el TCV (Song y Simon, 1994) y el HCRSV
(Wang y Wong, 2004).

En el género Panicovirus, las proteinas codificadas a partir de las ORFs 1 y 2 del PMV son
de tamano algo superior a las codificadas por otros miembros de la familia Tombusviridae,
concretamente 48 y 112 kDa, respectivamente. Ambas proteinas son requeridas para la
replicacion del virus y de su virus satélite (Batten et al., 2006b). Experimentos de purificacion
parcial de la RdRp del PMV indican que tanto la p48 como p112 estan asociadas a estructuras
membranosas en las células (Batten et al., 2006b). La proteina p112, ademas de contener el
motivo caracteristico GDD, presenta un dominio (CD) comun con la p48 (localizado entre los
aminoacidos 306 y 405) que esta conservado en miembros de la familia Tombusviridae,
particularmente en los géneros Carmovirus, Necrovirus y Tombusvirus. Aminoacidos
hidrofébicos de este dominio parecen ser importantes en la replicacion, posiblemente por dirigir
el complejo de la replicasa a membranas celulares. Ademas, otros residuos del dominio
parecen contribuir a la invasion sistémica de la planta huésped por el virus (Batten et al.,

2006b).

2.4. Caracteristicas de las proteinas implicadas en movimiento

La dispersion de un virus en plantas desde el sitio inicial de la infeccion esta mediada por
las MPs. Estas proteinas desempenan un papel fundamental en el movimiento intra e
intercelular. Este ultimo, también llamado movimiento célula a célula, se realiza a través de los
plasmodesmos, canales membranosos que interconectan las células vegetales. Las MPs se
pueden clasificar en: i) miembros de la superfamilia de las 30K que engloba a 18 géneros de
virus de plantas entre los que se encuentran Bromovirus, Alfamovirus o llarvirus, y que tiene
como representante a la MP del TMV, ii) las pequefias MPs de Geminivirus o Carmovirus,

menores de 12 kDa (codificadas por el denominado bloque de dos genes -doble gene block,
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DGB- en carmovirus), iii) el grupo codificado por el bloque de tres genes (triple gene block,
TGB) de Potexvirus, Carlavirus, Allexvirus, Foveavirus, Hordevirus, Benyvirus, Pomovirus y
Pecluvirus y, iv) las grandes MPs de Tymovirus, de 69-85 kDa. A pesar de la variabilidad entre
las distintas familias en la secuencia, niumero y tamafo de este tipo de proteinas, todas ellas
presentan caracteristicas funcionales comunes: i) son capaces de unir acidos nucleicos y de
conducir al virus desde el citoplasma de la célula infectada al de la célula vecina hasta alcanzar
el sistema vascular (Citovsky et al., 1990; Donald et al., 1997; Vaquero et al., 1997; Fuijita et al.,
1998; Herranz y Pallas, 2004; Herranz et al., 2005; Sanchez-Navarro et al., 2006), ii)
interaccionan con los plasmodesmos celulares y actian aumentando el tamafio de exclusién
molecular en algunos casos (Wolf et al., 1989; Nouery et al., 1994; Ding et al., 1995; Crawford y
Zambryski, 2001; Roberts et al., 2001) vy, iii)) pueden interaccionar con elementos del
citoesqueleto y con microtubulos (Karasev et al., 1992; Heinlein et al., 1995; McLean et al.,
1995; Boyko et al., 2000).

Como se ha indicado anteriormente, las proteinas implicadas en movimiento en el género
Carmovirus corresponden a dos pequefios polipéptidos de 7-8 kDa y 8-12 kDa. Bioensayos con
mutantes del TCV demostraron que las dos proteinas, p8 y p9, eran requeridas para el
movimiento viral (Hacker et al., 1992; Li et al., 1998). La p8 posee propiedades de union al
RNA, y estudios de mutagénesis dirigida han mostrado que un solo cambio de aminoacido
afecta a su capacidad de unién al acido nucleico y a la virulencia inducida por el patégeno en el
huésped Arabidopsis thaliana (Wobbe et al., 1998). Las proteinas homélogas del CarMV (p7 y
p9) han sido también extensamente estudiadas. Se ha descrito que la p7 posee propiedades
de unién a RNA in vitro, y se compone de tres dominios: i) central, con una estructura de a-
hélice y responsable de la unién al RNA, ii) C-terminal, que se pliega en forma de hoja 3 muy
estable, vy, iii) N-terminal sin una estructura concreta (Marcos et al., 1999; Vilar et al., 2001). La
proteina p9 contiene dos dominios transmembrana y se ha observado in vitro su inserciéon a
membranas del reticulo endoplasmico adoptando una topologia que dispone a las porciones N-
y C-terminales en la regién citosdlica celular (Vilar et al., 2002; Sauri et al., 2005). Las
proteinas de movimiento del MNSV también parecen presentar caracteristicas similares ya que

por un lado se ha descrito que la proteina p7A posee propiedades de unién a RNA (Navarro et
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al., 2006) y, por otro, se ha observado in vitro la insercibn en membranas del reticulo
endoplasmico de la proteina p7B (Martinez-Gil et al., 2007).

Con la informacion obtenida acerca de las MPs del CarMV y del MNSV se ha propuesto un
modelo topoldgico y funcional para las mismas. En este modelo, la p7 (o p7A en el MNSV) se
une al RNA viral y esta unién induce un cambio conformacional en esta proteina soluble que
hace que su dominio C-terminal de hoja 3 pueda a su vez interactuar con el dominio C-terminal
expuesto en el citoplasma de la proteina p9 (o p7B en el MNSV), formando asi un complejo
ternario en la membrana (Vilar et al., 2002). Este modelo reproduce la topologia previamente
descrita para la MP de 30 kDa del TMV (Brill et al., 2000). Cabe sefalar que la proteina p7B del
MNSV, ademas de participar directamente en movimiento, podria actuar también como un
supresor débil del PTGS (Genovés et al., 2006).

Con respecto a la localizaciéon subcelular de estas proteinas, estudios realizados mediante
la fusién de la proteina verde fluorescente (GFP) a las proteinas p8 y p9 del TCV, muestran
una localizacién nuclear para la p8 y citoplasméatica para la p9 en protoplastos y plantas de A.
thaliana (Cohen et al., 2000). El significado biolégico de la localizaciéon nuclear de la p8, que
estd mediado por dos motivos que no estan presentes en proteinas homologas, esta por
determinar. Para el CarMV, ha sido descrito que la proteina p7 se localiza principalmente en el
citosol, aunque en estadios tardios de la infeccion viral también puede ser detectada en las
fracciones correspondientes a las paredes celulares. Este resultado es consistente con el
modelo anteriormente propuesto (Garcia-Castillo et al., 2003).

En el caso del PMV, se ha estudiado la localizacion subcelular de la proteina p8, una de las
tres proteinas que parecen mediar el movimiento del virus, observandose que esta asociada
preferentemente con la pared celular (Turina et al., 1998, 2000), lo que resulta coherente con

su funcion de transporte.

2.5. Caracteristicas de la proteina de cubierta

Ademas de su papel estructural, la CP de los virus de plantas puede estar implicada en
procesos tales como: i) la replicacion viral (Mahajan et al., 1996; Qiu y Scholthof, 2001; Aparicio
et al., 2003; Asurmendi et al., 2004; Bol, 2005; Malik et al., 2005), ii) determinacién del

hospedador, modulacién de sintomas o modo de transmision (Rao y Grantham, 1996; Wang y
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Simon, 1999; Soto et al., 2005), iii) movimiento célula a célula y sistémico (Taliansky y Garcia-
Arenal, 1995; Ryabov et al., 1999; Sareila et al., 2004; Omarov et al., 2005; Rao y Cooper,
2006) o, iv) supresion del PTGS (Liu et al., 2004; Lu et al., 2004; Caiizares et al., 2008).

En el caso del género Carmovirus, los viriones del TCV son requeridos para el movimiento a
larga distancia pero el movimiento célula a célula puede tener lugar en ausencia de CP en
algunos huéspedes, aunque no en otros (Heaton et al., 1991; Hacker et al., 1992). Este tipo de
proteinas poseen sitios de unién a Ca™, y se ha observado que mutaciones en aminoéacidos de
la CP del TCV implicados en dicha unién dan lugar a una disminucion en la capacidad del virus
para moverse célula a célula (Laakso y Heaton, 1993). En concordancia con estos resultados,
un estudio posterior mostré que otras mutaciones puntuales en el dominio de unién a Ca™ de
la CP del TCV, ademas de modificar la capacidad del virus para unir iones, da lugar a
alteraciones en la estructura secundaria de la proteina o en la conformacion de la particula, lo
que afecta al movimiento (célula a célula o sistémico) y a la aparicion de los sintomas (Lin y
Heaton, 1999).

Estudios realizados con el CarMV muestran que la CP se localiza principalmente en el
citosol, aunque en estadios tempranos de la infeccidon también esta presente en fracciones
membranosas y en la pared celular (Garcia-Castillo et al., 2003).

Otra funcion de la CP de carmovirus parece ser la supresion del PTGS, como se ha puesto
de manifiesto para la proteina del TCV, del HCRSV, del MNSV y del PFBV (Qu et al., 2003;
Thomas et al., 2003; Genovés et al., 2006; Meng et al., 2006; Martinez-Turifio y Hernandez,
2009).

En lo que respecta al género Panicovirus, la CP del PMV podria participar de la replicaciéon
viral, ya que estudios en protoplastos indican que la ausencia de esta proteina repercute
negativamente en los niveles de acumulacién del gRNA. Sin embargo, no es descartable que
este efecto sea consecuencia del papel protector de la CP, pues la encapsidacion evitara la
degradacion del gRNA. La CP parece estar también implicada en el movimiento del virus,
aunque esta implicacion podria ser directa o indirecta, ya que parece regular los niveles de
acumulacion de la p8, una proteina que, como ya se ha indicado anteriormente, asiste al virus
en su transporte (Turina et al., 2000). La CP del PMV se localiza preferentemente en la pared

celular, fracciones membranosas y citosol (Turina et al., 2000).
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3. TRADUCCION EN EUCARIOTAS

Aunque durante mucho tiempo se pensé que la regulacién de la expresion génica en
organismos eucariotas se producia fundamentalmente a nivel transcripcional, cada vez existen
mas datos que establecen firmemente la importancia de procesos post-transcripcionales en
dicha regulacién. Entre ellos ocupa un lugar destacado el proceso de traduccion, cuyo estudio
ha experimentado un resurgimiento en los ultimos afios con el descubrimiento de nuevos
mecanismos de control de la sintesis proteica (Gale et al., 2000; Merrick, 2004).

La inmensa mayoria de los mRNAs eucariéticos son monocistronicos, es decir, dirigen la
traduccion de una sola proteina, y contienen, ademas de la secuencia codificante, UTRs en 5’ y
3’, con elementos reguladores cuya identificacion y caracterizacion esta permitiendo entender
mejor el control de la traduccion. Asimismo, los mRNAs eucariotas presentan un residuo 7-
metilguanosina (m7Gppr), denominado cap, en el extremo 5’ y una cola poliA en el extremo
3, y ambas estructuras son determinantes importantes para la eficiencia traduccional. La
maquinaria necesaria en el proceso de traduccién incluye ribosomas, tRNAs y proteinas no
ribosomales llamadas elFs, eEFs y eRFs, que son factores de iniciacién, elongacién y
terminacion, respectivamente (Gallie, 1996). En plantas, el proceso de traducciéon es muy
similar al de otros organismos eucariotas (Futterer y Hohn, 1996), aunque se han descrito
diferencias significativas en algunas partes de la maquinaria traduccional, especialmente en la
diversidad de factores de iniciacién de la traduccion (Browning, 2004).

El proceso de traduccion estd sumamente regulado y coordinado con el resto de procesos
celulares, sufriendo alteraciones en ciertas fases del ciclo celular o bajo determinadas
condiciones de estrés (Duncan y Hershey, 1989; Brostrom y Brostrom, 1998; Holcik y

Sonenberg, 2005).

3.1. Iniciacién de la traduccién en eucariotas

La traduccion puede ser regulada en cada una de las tres etapas de que consta el proceso:
iniciacion, elongacion y terminacion. Sin embargo, el paso limitante en la traduccién de la
mayoria de los mRNAs es la etapa de iniciacion.

La iniciacion de la traduccion de mRNAs eucariotas se ajusta habitualmente al modelo de

rastreo o barrido (scanning). En esta etapa el complejo de preiniciacion 43S (formado por los
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factores de iniciacion elF3, elF1A, elF2-GTP, el iniciador Met-tRNA y la subunidad pequefa del
ribosoma 408S) junto al complejo proteico elF4F se une al extremo 5 del mensajero (que
contiene la estructura cap) (Fig. 7). La unién del complejo elF4AF al mRNA depende
fundamentalmente del componente elF4E (que forma parte del complejo), ya que es el que

reconoce y facilita la unién a la estructura cap en 5’ (Gale et al., 2000).
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Fig. 7. llustracion esquematica de la traduccion de un mRNA eucariota. 40S y 80S son la subunidad
pequena del ribosoma y el ribosoma de elongacion, respectivamente. 1.- Formacion del complejo ternario
(formado por el iniciador Met-tRNA, GTP y elF2) y unién a la subunidad 40S (asociada a factores de
iniciacion) para constituir el complejo de preiniciacion 43S. 2.- Ensamblaje de componentes en el mMRNA.
3.- Rastreo del ribosoma hasta alcanzar el primer codén de inicio, normalmente AUG, reciclaje del factor
elF2-GDP y unién de la subunidad ribosomal 60S. TER es el codén de terminacion (basado en Gale et al.,

2000).

3.1.1. Modelo del bucle cerrado en mRNAs eucariotas

Como se ha indicado anteriormente, tanto la estructura cap en 5’ como la cola poliA en 3’
son necesarias para que se produzca una traduccion eficiente de los mRNAs celulares.
Concretamente, la interaccion del factor elF4E con la estructura cap y la interaccion de la
proteina de unién a poliA (PABP) con la cola poliA facilita el inicio de la traduccion. Mediante la

gran proteina adaptadora elF4G (o elFiso4G), que une elF4E (o elFiso4E) y PABP
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simultaneamente, el MRNA adopta una conformacion de bucle cerrado (Jacobson, 1996; Sachs
et al., 1997; Gallie, 1998). Esta conformacion se cree que aumenta la afinidad entre los factores
de iniciacién, el ribosoma y el mRNA para iniciar el rastreo, y probablemente facilita el reciclaje
de la maquinaria traduccional para iniciar nuevas rondas de traduccién sobre el mismo mRNA

(Pestova et al., 2001) (Fig. 8).
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Fig. 8. Modelo del bucle cerrado del mRNA durante la traduccion. 1.- Ensamblaje de los componentes de
la maquinaria traduccional en el mMRNA. 2.- Rastreo. 3.- Elongacion. 4.- Terminacion. 5.- Reciclaje de la

subnidad pequena del ribosoma 40S (basado en Dreher y Miller, 2006).

3.1.2. Rastreo o barrido (scanning)

El complejo de preiniciacion comienza con el rastreo de la secuencia lider en direccion lineal
5-3’ hasta encontrar un codén apropiado, normalmente AUG, a partir del cual iniciara la
traduccion. Por medio del factor elF5, se activa la actividad GTPasa del elF2-GTP, liberando
elF2-GDP de la subunidad 40S que asi puede unirse a la subunidad 60S. Como resultado se

forma el ribosoma 80S que contiene el iniciador Met-tRNA (Fig. 7).

3.1.3. Codon de inicio

En eucariotas, en mas del 90% de los casos, el codén AUG mas proximo al extremo 5’ del
mRNA es el que sirve de iniciador. La eficiencia de reconocimiento de dicho coddn esta
modulada por el contexto que lo flanquea (Kozak, 1986, 2002). En plantas, el contexto 6ptimo
es (A/G)aaAUGGc en dicotiledéneas y (A/G)ccAUGGc en monocotileddneas (Joshi et al., 1997;

Lukaszewicz et al., 2000). Las posiciones cruciales en ambos casos son una purina en posicion
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-3 y una guanina en posicion +4 (donde la A del codén de inicio representa la posicién +1), al
igual que ocurre en otros eucariotas (Kozak, 2002).

A pesar de que el triplete normalmente reconocido por los ribosomas para el inicio de la
sintesis proteica es el AUG, en algunos casos el codén de inicio puede ser un triplete no-AUG.
Se trata de codones débiles de iniciacién que difieren en una posicién respecto al candénico
AUG y han sido descritos tanto en mensajeros virales como celulares (Kozak, 1989; Peabody,
1989; Gordon et al., 1992). Concretamente en plantas, el uso de este tipo de codones se
describié por primera vez en el virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV,
Caulimovirus) (Schultze et al., 1990) y, posteriormente, en el virus baciliforme del tungro del

arroz (Rice tungro bacilliform virus, RTBV, Tungrovirus) (Rothnie et al., 1994).

3.2. Elongacién

Esta etapa incluye todas las reacciones comprendidas entre la formacion del primer enlace
peptidico y la adicion del ultimo aminoacido a la cadena polipeptidica (Fig. 7). Es la etapa mas
rapida de la biosintesis de las proteinas y requiere la presencia del complejo de iniciacion, el
aminoacil-tRNA codificado por el siguiente codon del mRNA, los factores de elongacion eEF1 y
eEF2 y GTP (Riis et al., 1990). Esta etapa se inicia cuando un segundo aminoacil-tRNA, cuyo
anticodén es complementario al codén situado a continuacién del iniciador, ocupa el sitio A del
ribosoma, que se encuentra libre. El siguiente paso es la formacién de un enlace peptidico
entre el aminoacido que ocupa el sitio P (generalmente metionina) y el nuevo aminoacido que
ocupa el sitio A. La reaccion de formacion del enlace peptidico esta catalizada por el enzima
peptidil-transferasa. Como consecuencia de la formacion de este enlace peptidico, el segundo
tRNA queda unido por un extremo al dipéptido formado y por el otro a su coddn
complementario. A continuacion se produce la translocacién del ribosoma, que implica el
desplazamiento del ribosoma a lo largo del mMRNA en sentido 5°- 3". Como este desplazamiento
es exactamente de tres bases, el primer tRNA abandona el ribosoma, y el peptidil-tRNA, que
todavia se mantiene unido a su codén, pasa a ocupar el sitio P, quedando el sitio A libre. En
estas condiciones, otro aminoacil-tRNA se puede incorporar al sitio A, de manera que el

proceso de elongacion de la cadena proteica puede continuar, repitiéndose el ciclo.
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3.3. Terminacién

Esta etapa tiene lugar cuando el ribosoma llega a un lugar del mRNA donde se encuentra
un coddn de terminacion (UAA, UGA o UAG), que no es reconocido por ningun tRNA, pero si
por factores de terminacion de naturaleza proteica que se situan en el sitio A y hacen que la
peptidil-transferasa separe, por hidrdlisis, la cadena polipeptidica del tRNA (Zhouraleva et al.,

1995) (Fig. 7).

4. TRADUCCION DE VIRUS DE PLANTAS

Dado el pequefio tamafo de su genoma, la informacidon genética de los virus esta
extremadamente compactada. Por esta razén, han desarrollado un conjunto de estrategias, a
menudo combinadas, para expresar sus multiples genes. Entre dichas estrategias destaca la
utilizacion de una serie de mecanismos de traduccidon no-candnicos que les permiten
“descomprimir” su condensada informacién genética y traducir mas de un gen a partir de un
mismo mRNA, como se describe mas adelante (apartado 4.2). Ademas de posibilitar que todos
los genes sean accesibles a la maquinaria de sintesis proteica del hospedador, estos
mecanismos les permiten a los RNAs virales una regulacion tanto cualitativa (es decir,
seleccionar qué ORFs han de traducirse) como cuantitativa (es decir, controlar las cantidades
relativas de proteinas sintetizadas a partir de cada ORF) de la expresién génica, un punto
crucial para la progresion de una infeccion viral.

Por otra parte, a diferencia de los mRNAs eucariotas, con una estructura cap en el extremo
5’ y una cola poliA en el extremo 3’, muchos mRNAs virales carecen de uno o de ambos tipos
de estructuras en sus extremos (Fauquet et al., 2005). Este es el caso de los mMRNAs de mas
del 80% de virus de plantas y, pese a ello, parece que también pueden adoptar una
conformacién de bucle cerrado y acceder eficientemente a la maquinaria de traduccién del

hospedador.

4.1. Modelo del bucle cerrado en mRNAs virales
Como se ha indicado anteriormente, la mayoria de los virus de plantas tienen un genoma
ssRNA+, y aproximadamente sélo un 20% de estos virus contienen una estructura cap en 5’ y

una cola poliA en 3’, mientras que el tipo de estructuras presentes en el resto de virus son
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variables. El extremo 5’ puede contener un polipéptido denominado VPg (viral protein genome-
linked) unido covalentemente o un grupo fosfato, y el extremo 3’ puede formar una estructura
de tipo tRNA (tRNA-like structure, TLS) o adoptar una conformacion formada por varias
estructuras de tipo horquilla. De qué modo estos RNAs no candnicos interaccionan con
factores de iniciacion de la traduccién no esta claro en muchas ocasiones, pero distintos datos
indican que el modelo de bucle cerrado es también aplicable en estos casos, con una variedad
de interacciones noveles que sustituyen los puentes moleculares que se establecen en mMRNAs
celulares convencionales. A continuacion se describen las diferentes posibilidades:

i) mRNAs virales con una estructura cap en el extremo 5’, pero que carecen de una cola
poliA en el extremo 3’. Mas de un tercio de los géneros de virus de plantas se ajustan a este
modelo. La cola poliA funciona como estimulador de la traduccion al actuar sinérgicamente con
la estructura cap en 5’ del mRNA. Sin embargo, en los virus que carecen de cola poliA se ha
demostrado que la 3’ UTR es capaz de desempefiar funciones similares. Algunos ejemplos los
encontramos en el virus del mosaico de la alfalfa (Alfalfa mosaic virus, AMV, Alfamovirus), el
virus del mosaico amarillo del nabo (Turnip yellow mosaic virus, TYMV, Tymovirus) o el TMV
(Fig. 9A, 9B y 9C). En el caso del AMV, su 3 UTR contiene mas de nueve tripletes del tipo
AUG que pueden reclutar algun factor proteico y/o los ribosomas, favoreciendo la traduccion
(Hann et al., 1997). También se ha propuesto un escenario diferente donde la traduccion de los
RNAs del AMV podria estar regulada por medio de su CP, al unirse ésta a la 3° UTR y al factor
proteico elF4G (Bol, 2005; Krab et al., 2005). Esta interaccion CP-RNA reemplazaria asi a la
interaccion PABP-poliA en una traduccién normal (Neeleman et al., 2001, 2004; Krab et al.,
2005) (Fig. 9A).

Por su parte, las regiones 3’ terminales de los RNAs del TYMV y del TMV adoptan una TLS.
La observacién de sinergismo entre los extremos de estos RNAs apoya la idea de que son
traducidos en un formato de bucle cerrado, aunque las uniones moleculares que lo permiten no
estan claras (Gallie y Walbot, 1990; Matsuda y Dreher, 2004). En el caso del TYMV,
probablemente el TLS aminoacilado junto al factor de iniciacién eEF1A podria interaccionar con
el extremo 5-cap del mRNA viral, aunque este punto no esta inequivocamente demostrado
(Dreher et al., 1999; Matsuda y Dreher, 2004) (Fig. 9B). En el caso del TMV, se ha definido una

region compuesta por cinco pseudonudos en serie. Dos de ellos, que forman parte del TLS,

31



32

Jntroduccion (General

estan implicados en replicacion (Takamatsu et al., 1990), mientras que los tres restantes, que
constituyen el dominio denominado UPD (upsfream pseudoknot domain), podrian ser
responsables de incrementar la eficiencia traduccional de un modo similar a la cola poliA (Gallie
y Walbot, 1990; Leathers et al., 1993), ya que una proteina de 102 kDa que se une a la region
5’ lider del TMV se une también al pseudonudo 3’ distal del UPD (Tanguay y Gallie, 1996) (Fig.
9C). Una situacién similar se ha descrito para el virus del mosaico del bromo (Brome mosaic
virus, BMV, Bromovirus) (Gallie y Kovayashi, 1994).

ii) MRNAs virales con una cola poliA en 3’ y sin estructura cap en 5. Los mRNAs de una
cuarta parte de los géneros de virus de plantas presentan una cola poliA en 3, pero en el
extremo 5’ estan covalentemente unidos a la proteina VPg codificada por el propio virus. En
estos casos, la traduccidn se lleva a cabo por un mecanismo independiente de cap. El virus del
grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV, Potyvirus) (Fig. 9D) y el virus del mosaico del
nabo (Turnip mosaic virus, TUMV, Potyvirus), ambos de la familia Potyviridae, son ejemplos de
este tipo, y se ha demostrado que poseen secuencias en la 5° UTR capaces de dirigir el inicio
de la traduccién aun en ausencia de cap (Basso et al., 1994; Niepel y Gallie, 1999). Estos
elementos, que actian como IRES, reclutan directamente factores de iniciacion y/o los
ribosomas y se explicardn con mas detalle en el apartado 4.2.6. En el caso del TEV se ha
definido un elemento IRES que, junto al factor de iniciacién elF4G, podria interaccionar con la
cola poliA via PABP, adoptando una conformacion de bucle cerrado (Gallie, 2001; Khan et al.,
2008) (Fig. 9D). Respecto a la proteina VPg, se ha especulado acerca de su papel en el
reclutamiento de factores de traducciéon, como se ha observado en el caso del TuMV (Khan et
al., 2006; Beauchemin et al., 2007), reemplazando asi a la estructura cap en una traduccion
convencional (Thivierge et al., 2005). Sin embargo, su participacion en este proceso no esta
muy clara, ya que esta proteina no es necesaria en la etapa de traduccion (Basso et al., 1994;
Niepel y Gallie, 1999), y no es descartable que la interaccion de ésta con diferentes factores

esté involucrada en otras etapas del ciclo vital del virus (Gao et al., 2004; Sato et al., 2005).
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Fig. 9. Modelo del bucle cerrado en mRNAs virales con diferentes estructuras en sus extremos (basado

en Dreher y Miller, 2006).

i) MRNAs virales con los extremos no modificados. Los RNAs virales de las familias
Tombusviridae y Luteoviridae carecen de una estructura cap en el extremo 5 y de una cola
poliA en el extremo 3’ y, sin embargo, se traducen eficientemente. En estos virus, existen
secuencias en la region 3’ de su genoma que actuan como estimuladores de la traduccion
(translational enhancer, TE), reclutando factores de iniciacion y/o subunidades ribosomales y
facilitando la expresion de ORFs situadas en posicién 5 proximal. En el caso del virus del
enanismo amarillo de la cebada (Barley yellow dwarf virus, BYDV, Luteovirus), se ha definido
una secuencia de 17 nt en la 3’ UTR, denominada BTE (barley translational enhancer) (Guo et
al., 2001), que ademas esta conservada en miembros de los género Luteovirus, Dianthovirus
(Mizumoto et al., 2003; Iwakawa et al., 2007) y Necrovirus (Meuleweater et al., 2004; Shen y
Miller, 2004). Este TE permite la expresion de genes, por un mecanismo independiente de cap,
desde el gRNA vy los sgRNAs tanto in vivo como in vitro (Wang et al., 1997). Probablemente la
unién del factor de iniciacion elF4E al BTE y su posterior transferencia ala 5 UTR por medio
de interacciones RNA-RNA, permita el inicio de la traduccién (Guo et al., 2001; Treder et al.,

2008) (Fig. 9E).
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Dentro de la familia Tombusviridae, se ha identificado una secuencia TE en la 3° UTR del
PMV (género Panicovirus) que es requirida para una traduccion eficiente de sus proteinas al
menos in vitro (Batten et al., 2006a). En el género Carmovirus se han descrito diferentes TEs,
en el TCV (Qu y Morris, 2000; Fabian y White, 2004), el HCRSV (Koh et al., 2002) y el MNSV
(Truniger et al., 2008). En el TCV se ha definido recientemente un modelo por el cual la
subunidad ribosomal 60S se une al TE de la 3' UTR del virus, y el conjunto a su vez
interacciona con la 5° UTR a la que previamente se ha unido el complejo de preiniciacion 43S
(Stupina et al., 2008). En el TBSV (género Tombusvirus) se ha identificado una regién de
aproximadamente 400 nt, compuesta por tres dominios contiguos (RIlIl, R3.5 y RIV),
denominada CITE (cap independent translation enhancer). Estudios in vivo han demostrado
que esta region permite la traduccién del virus por un mecanismo independiente de cap (Wu y
White, 1999). Los dominios RIIl y RIV son esenciales en replicacion (Oster et al., 1998),
mientras que el dominio R3.5 es esencial en la traduccion viral (Oster et al., 1998; Wu y White,
1999). Este dominio adopta una estructura tipo Y, que estda muy conservada en el género
Tombusvirus (Fabian y White, 2004). Se ha demostrado que una de las horquillas terminales
de esta estructura interacciona mediante pares Watson-Crick con otra estructura tipo horquilla
de la 5 UTR del gRNA, adoptando una conformacion de bucle cerrado. Andlisis in silico
permiten predecir interacciones similares en los sgRNAs del TBSV, y en los RNAs de todos los
miembros del género Tombusvirus y de distintos representantes de otros géneros de la familia

Tombusviridae (Fabian y White, 2004).

4.2. Mecanismos no convencionales de traduccion en RNAs virales

Los mecanismos de traduccion no-canodnicos que han desarrollado los virus para expresar
todos sus genes estan representados en la Fig. 10 y se explican con mas detalle a
continuacion. Trabajos recientes indican que ciertos mRNAs celulares también utilizan alguno
de estos mecanismos, al menos bajo determinadas condiciones (Calkhoven et al., 2000;
Harding et al., 2000; Morris y Geballe, 2000; Rogers et al., 2004; Chappell et al., 2006; Mauro
et al., 2007; Lewis y Holcik, 2008; Spriggs et al., 2008). Sin embargo, estas estrategias fueron

descritas inicialmente en virus, subrayando el papel fundamental que han desempenado (y
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siguen desempefando) los sistemas virales en la diseccién de los aspectos que contribuyen a

la traduccion no convencional de mRNAs.

Mecanismo Ejemplos

. . Virus del enanismo amarillo
Cambio de la pauta de
lectura del lihg:on’la - - de la cebada (BYDV' Barley
(ribosomal frameshifting} AUG E yeliow dwarf virus)
Lectura a traves de un -— Wirus del mosaico del tabaco
codon de terminacion débil (TMV, Tobacco mosaic virus)

(readfrough) AUG

Virus del mosaico de la
coliflor (CaMV, Cauliflower

ﬁ
Reiniciacion .__

AUG mosaic virus)
Rastreo ribosomal { ) f A B —
discontinuo 11 - : ] irus baciliforme del tungro
(shunting) Ij | - | delarroz (RTBV, Rice tungro
AUG AUG bacilliform virus)
Rastreo incompleto f'

del RNA ‘ [AUG Virus del moteado clordtico
(leaky scanming) - | del maiz (MCMV, Maize

AUG chlorotic mottle virus)

Iniciacion intema &= q Virus del grabado del

(intemal initiation) e - tabaco (TEV, Tobacco etch
( AUG virus)

r’ Virus de las manchas
cloréticas en anillo del

6 _- | Hibiscus (HCRSV, Hibiscus
i I . | chlorotic ringspot virus)

Fig. 10. Mecanismos no convencionales de traduccién de RNAs virales. El codén de iniciacion (AUG) de

la primera ORF se indica en todos los casos y esta precedido por una 5' UTR. Las estrategias de rastreo
ribosomal discontinuo e iniciacion interna dependen de la presencia de estructuras secundarias
(simbolizadas por estructuras del tipo horquilla); en el Ultimo caso ademas se incluyen dos
representaciones con un IRES situado en la 5 UTR o en una posicion interna, respectivamente. Las

flechas de trazo grueso indican sitios de inicio de traduccién independientes.

4.2.1. Corrimiento en la pauta de lectura del ribosoma (ribosomal frameshifting)

En este mecanismo, sefiales que se encuentran en el mRNA provocan que el ribosoma, que
ha iniciado la traduccién en una pauta de lectura, cambie a otra durante la fase de elongacion y
continue el proceso (Fig. 10) (Giedroc et al., 2000; Baranov et al., 2002). Los requerimientos

para que ocurra este cambio son esencialmente dos: una secuencia de siete nucleétidos que
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se ajusta al consenso X-XXY-YYZ (siendo X cualquier base, Y normalmente A o U, y Z,
cualquier base a excepcion de G) y que facilita el deslizamiento del ribosoma, y un elemento
préoximo altamente estructurado situado entre 5 y 8 nt aguas abajo de donde se produce el
deslizamiento. Este elemento puede ser una horquilla simple o un pseudonudo mas complejo
(Chamorro et al., 1992; Shen y Tinoco, 1995; Ten Dam et al., 1990, 1995; Giedroc et al., 2000;
Giedroc y Cornish, 2009). Se postula que este tipo de estructuras podria servir para que el
ribosoma realice una pausa facilitando asi el desplazamiento, o que constituya un sitio de
reconocimiento para la unién de alguna proteina celular involucrada en el proceso. Ademas, un
codén de parada se encuentra con frecuencia inmediatamente aguas abajo de las sefales de
desplazamiento y parece tener un efecto positivo en el proceso, probablemente porque
contribuye a la parada del ribosoma (Brault y Miller, 1992; Di et al., 1993). En algun caso se ha
descrito también la contribucion de secuencias situadas a larga distancia del sitio de
desplazamiento (Mohan et al., 1995; Wang y Miller, 1995). La eficiencia del proceso de
corrimiento puede oscilar entre 1-30%, dependiendo de las sefiales en el mensajero y de los
sistemas de ensayo empleados (Dreher y Miller, 2006).

Este tipo de mecanismo ha sido descrito para virus de la familia Luteoviridae (Di et al., 1993)
y para miembros de los géneros Sobemovirus (Makinen et al., 1995) y Dianthovirus (Kim y
Lommel, 1994; Ryabov et al., 1994). Todos ellos utilizan una estrategia de corrimiento de — 1 nt
en la pauta de lectura para regular la expresion de la RdRp. También un mecanismo de este
tipo, pero menos caracterizado, podria ser el responsable de la traduccion de una proteina de
12 kDa que presenta propiedades de unién a RNA en el virus M de la patata (Potato virus M,
PVM, Carlavirus). Esta proteina se traduciria por un corrimiento de -1 nt en la pauta de lectura
del gen de la CP, al alcanzarse el codon de parada de dicho gen. Este mecanismo requeriria
sélo una secuencia de 4 nt localizada inmediatamente aguas arriba del mencionado codén, que
presumiblemente induce la parada (Gramstat ef al., 1994). Otros dos casos bastante inusuales
donde se ha descrito este mecanismo conciernen al virus de la tristeza de los citricos (Citrus
tristeza virus, CTV, Closterovirus), donde los ribosomas emplean un mecanismo de corrimiento
en la pauta de lectura de + 1 nt para expresar su RdRp (Karasev et al., 1995; Cevik et al.,
2008) , y al TuMV (Potyvirus) donde los ribosomas parecen experimentar un corrimiento de + 2

nt en la pauta de lectura para expresar una pequefia proteina (PIPO) cuya secuencia
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codificante esta imbricada dentro del gen P3 (implicado en replicacién y/o determinaciéon de

sintomas) y esta conservada en todos los potyvirus de la base de datos (Chung et al., 2008).

4.2.2. Lectura a través de codones de terminacion débiles (readthrough)

Este mecanismo ocurre durante la traduccion de algunas ORFs de ciertos mRNAs virales,
generandose una segunda proteina con una extension en el extremo C-terminal (readthrough
domain) debido a la supresion de un coddén de parada (Fig. 10). Esta supresion ocurre cuando
el anticodén de un aminoacil-tRNA hibrida con el codén de parada de la primera ORF en el
sitio ribosomal A, y se produce transferencia peptidica en lugar de inserciéon de un factor de
disociacion en dicho sitio. La eficiencia de este mecanismo suele oscilar entre 1-10% y
depende del contexto del codén de parada y de la presencia de tRNAs supresores que pueden
decodificar el codén de parada correspondiente.

Esta estrategia es empleada por distintos virus para producir la RdRp o extensiones de la
CP que estan normalmente involucradas en la transmision por vectores (Tamada y Kusume,
1991; Miller et al., 1995; Zaccomer et al., 1995). El caso mas estudiado corresponde a la RdRp
del TMV. EI gRNA del TMV produce dos proteinas implicadas en replicacion de tamafos 126 y
183 kDa, respectivamente. La segunda proteina, la RdRp viral, es expresada por un
mecanismo de supresion de la terminacién del gen de la p126. La secuencia UAGCARYYA
(siendo el UAG el codon de parada del gen que codifica la p126, R una purina e Y una
pirimidina) parece clave para que, en algunas rondas de traduccion, los ribosomas continten el
proceso al alcanzar el codén de parada del gen de la p126 (Skuzeski et al., 1991; Namy et al.,
2001). También, los miembros de la mayoria de géneros de la familia Tombusviridae utilizan
este mecanismo para regular la expresion de la RdRp y, ademas, en el género Machlomovirus
este mecanismo puede ser empleado para extender el gen de la MP (comentado en el
apartado 2 de esta tesis). Componentes de la familia Luteoviridae, o de los géneros Furovirus
(no asignado a familia), Benyvirus (no asignado a familia) y Pomovirus (no asignado a familia)
presentan un codén de parada débil en el gen de la CP, de modo que puede generarse una
segunda proteina correspondiente a la CP con una extensién en el extremo C-terminal. La CP
de miembros de la familia Luteoviridae por si sola es capaz de formar viriones infecciosos, pero

la proteina con la extension C-terminal es necesaria para la transmision del virus por afidos
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(Brault et al., 1995, 2005), de forma similar a lo que ocurre con el virus mop-top de la patata
(Potato mop-top virus, PMTV, Pomovirus), que también necesita la extension C-terminal de la
CP para ser transmitido por hongos (Reavy et al., 1998). Sin embargo, en el virus de las venas
necroéticas y amarillas de la remolacha (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV, Benyvirus) el
dominio readthrough es requerido para la formacion de viriones (Schmitt ef al., 1992), ademas
de facilitar la transmisién por hongos del virus (Tamada et al., 1996; Reavy et al., 1998). Las
sefiales que dirigen este mecanismo en los virus de la familia Luteoviridae son diferentes a las
del TMV, concretamente una secuencia de entre 8 y 16 nt, rica en citosinas, proxima al codon
de parada del gen de la CP y otra secuencia localizada 700 nt aguas abajo de dicho coddn

(Brown et al., 1996).

4.2.3. Reiniciacién

Este mecanismo requiere la presencia de una (o varias) ORF(s), normalmente pequefia(s)
(short ORF, sORF), que es traducida por los ribosomas y termina antes del comienzo de la
ORF principal (Fig. 10). Cuando los ribosomas llegan al codén de parada de la sORF, las
subunidades ribosomales 40S reinician la sintesis proteica en el siguiente codén de iniciacién
(Luukkonen et al., 1995). Para que este mecanismo pueda ocurrir, en general es necesario que
el tamano de la sORF no exceda de los 30 codones para evitar en lo posible la disociacion de
factores esenciales, y que la distancia que separa a la sORF de la ORF principal sea superior a
70 nt para permitir que, después del primer proceso de traduccion, la subunidad 40S pueda
volver a unirse al complejo elF2-GTP-Met-tRNA, necesario para el reconocimiento del siguiente
codén de inicio y la traduccion de la ORF correspondiente (Meijer y Thomas, 2002).

En miembros del género Begomovirus (familia Geminiviridae) se ha propuesto la utilizacion
de los mecanismos de escape al proceso de rastreo ribosomal (que se explica mas adelante) y
de reiniciacion combinados para la sintesis de algunas de sus proteinas (Shivaprasad et al.,
2005).

Una variante particular de este tipo de mecanismo ocurre en el CaMV (Caulimovirus) y otros
pararetrovirus relacionados, como son el virus del mosaico del Figwort (Figwort mosaic virus,
FMV, Caulimovirus) o el virus del rayado clorético del cacahuete (Peanut chlorotic streak virus,

PCSV, Caulimovirus), que codifican proteinas que promueven la reiniciacion después de la
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traduccion de una o mas ORFs largas. En el caso concreto del CaMV, la proteina TAV
(translational transactivator protein) codificada por la ORFVI del virus, parece activar la
traduccion de las ORFs largas consecutivas presentes en el mMRNA policistronico 35S del virus
(Bonneville et al., 1989; Fltterer y Hohn, 1991; Park et al., 2001).

Ademas de en RNAs virales, este mecanismo se ha propuesto también para la traduccion
de algunos mRNAs celulares que presentan secuencias lider con sORFs que desempefian un
papel en la regulacion de la traduccion de la(s) ORF(s) localizada(s) aguas abajo (Grant et al.,
1995; Morris y Geballe, 2000; Sarrazin et al., 2000; Gaba et al., 2001; Lu et al., 2004; lacono et

al., 2005).

4.2.4. Rastreo ribosomal discontinuo (shunting)

Este mecanismo, fue descrito por primera vez en el CaMV (Futterer et al., 1990, 1993) v,
mas tarde, en el RTBV (Tungrovirus) (Futterer et al., 1996). En estos virus, el proceso opera
sobre la secuencia lider de su RNA pregenomico (pgRNA), que contiene multiples sORFs en
una region muy estructurada. El plegamiento que adopta esta region junto a la presencia de
sORFs constituye una barrera para la migracion lineal de los ribosomas (Ryabova et al., 2000;
Pooggin et al., 2000). La sORF 5-proximal, que termina inmediatamente aguas arriba de la
region estructurada, y esta regiébn en si misma parecen ser imprescindibles para que se
produzca el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo (Fig. 11). Algunos ribosomas al
alcanzar el elemento de estructura secundaria “saltan” y reanudan el proceso aguas abajo,
comenzando la sintesis proteica en la siguiente ORF larga (ORFVII en el CaMV y ORFI en el
RTBV). Se ha determinado, ademas, una serie de parametros que son criticos en este proceso
como son el tamano 6ptimo de la sORF, que oscila entre 2 y 15 codones (Hemmings-
Mieszczak et al., 2000; Pooggin et al., 2000), y la distancia entre el codén de parada de la
sORF vy la base del tallo de la estructura secundaria, que ha de ser entre 5 y 10 nt (Dominguez
et al., 1998; Pooggin et al., 2000).

Junto al CaMV y al RTBV, la mayoria de pararetrovirus de plantas contienen en la region
lider sORFs seguidas por zonas muy estructuradas (Pooggin et al., 1999). Posiblemente este
mecanismo esté conservado entre virus de la familia Caulimoviridae (Pooggin et al., 1999), con

excepcion del virus de la hoja amarilla y rizada del Cestrum (Cestrum yellow leaf curl virus,
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CYLCV, Caulimovirus) que presenta una region lider diferente (Stavolone et al., 2003). Este
mecanismo podria tener también lugar en al menos un virus RNA de plantas, el virus esférico
del tungro del arroz (Rice tungro spherical virus, RTSV, Waikavirus, Sequiviridae) (indicado
como resultado no publicado en Ryabova et al.,, 2006). Curiosamente este virus y el RTBV
coexisten en la naturaleza y causan, mediante interaccion sinérgica, la enfermedad del tungro
en el arroz. Una hipdtesis atractiva es que quiza estos dos virus han coevolucionado
desarrollando una estrategia de traduccion comun por medio del intercambio de su informacioén

genética.
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Fig. 11. Representacion esquematica de la region lider de los pgRNAs del RTBV y del CaMV, donde se
produce el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo. La sORF aparece sobre un fondo naranja, a
continuacion se representa la region de estructura secundaria y, por ultimo, el inicio de la ORF larga que
traducen los ribosomas después del “salto” y que se muestra sobre fondo azul. En el caso del CaMV, el
rectangulo previo a la ORFVII, delimita un sitio alternativo de inicio de la traduccién caracterizado por un

coddn no candnico (AUA) en lugar del AUG convencional (basado en Pooggin et al., 2006).

Aunque el mecanismo de rastreo ribosomal discontinuo no parece estar muy extendido en la
naturaleza, ademas de en los mencionados virus de plantas, también se ha descrito en ciertos
virus de animales (Latorre et al., 1998; Yueh y Schneider, 2000; Sen et al., 2004) y en algun

mensajero celular (Rogers et al., 2004; Chappell et al., 2006; Mauro et al., 2007).

4.2.5. Escape al proceso de rastreo ribosomal (leaky scanning)
Este mecanismo es utilizado frecuentemente por virus de plantas y permite la traduccién de
dos o, excepcionalmente, tres proteinas a partir de un unico mRNA. Se caracteriza porque una

fraccion de los ribosomas que comienza el rastreo lineal desde el extremo 5 evita el primer
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codoén de inicio, ya sea porque esta flanqueado por un contexto subéptimo o porque es un
codon de iniciacion débil, continuando el rastreo hasta alcanzar otro codén mas apropiado
donde se inicia la sintesis proteica (Fig. 10). En este mecanismo puede estar involucrada una
misma ORF con sitios de inicio diferentes o, alternativamente, ORFs solapantes u ORFs
consecutivas (Fig. 12).

La eficiencia de reconocimiento del primer codén va a depender de la secuencia que lo
flanquea, de las condiciones del sistema de traduccion y de otras sefiales del mMRNA (Dinesh-
Kumar y Miller, 1993). Asi, tanto el virus de la hoja enrollada de la patata (Potato leafroll virus,
PLRV, Luteovirus) como el BYDV (cepa PAV) presentan dos ORFs solapantes que son
traducidas por este mecanismo (Fig. 12) y, sin embargo, las proteinas correspondientes se
sintetizan en proporciones 100:1 y 1:7, respectivamente (Dinesh-Kumar et al., 1992; Dinesh-

Kumar y Miller, 1993).

mRNAs con estructura cap en 5 mRNAs sin estructura cap en 5’
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T .
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Fig. 12. Virus que utilizan el mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal para expresar algunos
de sus genes. El género al que pertenecen cada uno de los virus aparece en cursiva. Sélo se muestran
las ORFs implicadas en el mecanismo, que han sido representadas por medio de rectangulos (con linea
discontinua si el tamafio de la ORF no esta a escala). El codén de inicio de cada ORF y el contexto de

secuencia que lo flanquea aparecen especificados (basado en Dreher y Miller, 2006).

Entre los virus que utilizan este mecanismo para traducir dos proteinas a partir de sitios de

inicio diferentes en una misma ORF se encuentran el virus de la sharka (PPV, Plum pox virus,
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Potyvirus) (Riechmann et al., 1991; Simon-Buela et al., 1997) o el virus del mosaico del
chicharo (CPMV, Cowpea mosaic virus, Comovirus) (Holness et al., 1989) (Fig. 12).

La expresion de dos ORFs solapantes mediante el mecanismo de escape al proceso de
rastreo se ha descrito en el caso del BYDV (Luteovirus) (Dinesh Kumar-y Miller, 1993), del
TYMV (Tymovirus) (Weiland y Dreher, 1989), del CNV (Tombusvirus) (Rochon y Johnston,
1991), del virus del mosaico del frijol del sur (Southern bean mosaic virus, SBMV,
Sobemovirus) (Sivakumaran y Hacker, 1998), del virus del amarilleamiento de la remolacha
occidental (Beet western yellows virus, BWYV, Polerovirus) (Veidt et al., 1998), del virus del
mosaico estriado de la cebada (Barley stripe mosaic virus, BSMV, Hordeivirus) (Zhou and
Jackson, 1996), y del virus X de la patata (Potato virus X, PVX, Potexvirus) (Verchot et al.,
1998) (ejemplos en Fig. 12).

Por dltimo, entre los virus que utilizan esta estrategia para la expresion de ORFs
independientes se encuentra el virus del macizo del cacahuete (Peanut clump virus, PCV,

Pecluvirus) (Herzog et al., 1995) (Fig. 12) y el RTBV (Fig. 13).

AAUAUUG  UACAUGA
RTBV | Il 1]

Tungrovirus
AGCAUGA

Fig. 13. Representacion de las ORFs involucradas en un mecanismo de escape al proceso de rastreo
ribosomal en el pgRNA del RTBV. Se especifica el codén de inicio de cada ORF y el contexto que lo

flanquea.

El RTBV representa un caso muy destacable de escape al proceso de rastreo ya que
mediante este mecanismo se producen tres proteinas independientes a partir de un mismo
mRNA. Las ORFs que codifican dichas proteinas estan solapadas por medio de codones de
inicio y parada del tipo AUGA (Futterer et al., 1997). La ORFI presenta un coddn de iniciacién
débil AUU y se ha estimado que un 10% de los ribosomas que han iniciado el rastreo desde el
extremo 5 del mRNA comienza la traduccion de dicha ORF, mientras que el resto continta el
rastreo hasta alcanzar el codon de inicio de la ORFII (Futterer et al., 1996, 1997). El contexto
subdptimo que flanquea a este ultimo coddn permite, a su vez, que una fraccion de los

ribosomas continle el rastreo hasta alcanzar el codén de inicio de la ORFIII, que se encuentra
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en un contexto mas favorable (Fig. 13). La regién que han de recorrer los ribosomas hasta
alcanzar la ORFIIl es de aproximadamente 1 kb y carece de codones AUG adicionales en
cualquier pauta de lectura, un rasgo compartido por badnavirus relacionados. Esto sugiere que
el mecanismo de escape al proceso de rastreo que da lugar a tres proteinas distintas esta
conservado en dos géneros diferentes de pararetrovirus baciliformes (Poogin et al., 1999).

Al igual que ocurre con algunas de las estrategias descritas anteriormente, el mecanismo de
escape al proceso de rastreo ribosomal también es empleado por algunos mRNAs celulares

(Touriol et al., 2003; Wang y Rothnagel, 2004; lacono et al., 2005; Zhou y Song, 2006).

4.2.6. Iniciacién interna

En contraste con los mecanismos descritos anteriormente que se caracterizan por un
rastreo ribosomal dependiente del extremo 5’, el mecanismo de iniciacion interna esta mediado
por la presencia de una region en el mRNA, denominada IRES como se ha comentado
anteriormente, que recluta directamente a los ribosomas y factores de iniciacién para comenzar
la sintesis proteica.

Los IRES se descubrieron por primera vez en virus animales, concretamente en
picornavirus (Jang et al., 1988; Pelletier y Sonenberg, 1988). La 5’ UTR de estos virus presenta
una gran complejidad estructural y se postulé que su traduccién podia tener lugar mediante un
mecanismo inusual, distinto del utilizado en la mayoria de mRNAs eucariotas donde los
ribosomas comienzan el barrido desde el extremo 5 del mensajero. Esta hipotesis se
comprobd mediante el disefio de mRNAs bicistronicos y el analisis de la eficiencia de su
traduccion: sélo se observaba expresion del segundo gen cuando un segmento de la 5 UTR de
los picornavirus estaba presente entre los dos cistrones, indicando que el IRES era activo
incluso fuera de su contexto genético (Jang et al., 1988; Pelletier y Sonenberg, 1988; Martinez-
Salas, 1999; Hellen y Sarnow, 2001). Posteriormente este tipo de elementos han sido descritos
en otros mMRNAs virales, tanto de animales (Jang, 2006; Fraser y Doudna, 2007; Martinez-
Salas et al., 2008) como de plantas (Wong et al., 2008), y en algunos mRNAs celulares
(Dinkova et al., 2005; Graber y Holcik, 2007; Lewis y Holcik, 2008; Mardanova et al., 2008;

Spriggs et al., 2008).
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Entre los virus de plantas donde se han descrito elementos IRES se encuentra el TEV
(Potyvirus, Potyviridae), el PLRV (Luteovirus, Luteoviridae), el TMV (Tobamovirus, sin asignar
a familia) y el HCRSV (Carmovirus, Tombusviridae), todos ellos virus de ssRNA+.

Los elementos IRES pueden localizarse en la 5 UTR o internamente en el genoma. Los
miembros de la familia Potyviridae presentan elementos IRES en su 5’ UTR. Los RNAs de esta
gran familia se asemejan a los RNAs de picornavirus, ya que también codifican una proteina
VPg que se une covalentemente al extremo 5’ y una cola poliA en el extremo 3'. Como ya se ha
comentado anteriormente, la proteina VPg podria interaccionar con el factor proteico elF4E y
dicha unién podria tener un papel en la traduccion viral, aunque este punto no esta aun claro.
Los potyvirus difieren de los picornavirus en que sus VPgs son bastante mas grandes y su &’
UTR es bastante mas corta (alrededor de 150 nt en potyvirus frente a 600-1200 nt en
picornavirus) y menos estructurada. El disefio de mensajeros bicistrénicos con la 5 UTR del
TEV entre los dos cistrones, revel6 traduccion in vitro del segundo gen, sugiriendo que dicha
region actuaba como un IRES (Gallie, 2001). El IRES del TEV se ha cartografiado en un
segmento de 143 nt donde se ha definido un pseudonudo (PK1), entre los nt 38 y 75,
importante para la traduccién (Zeenko y Gallie, 2005; Khan et al., 2008) (Fig. 15). Un bucle (L3)
de PK1 es complementario a los nt 1117-1123 nt del 18S rRNA. Las mutaciones en L3 que
perturban esta complementariedad reducen sustancialmente la eficiencia de la traduccion,
mientras que las mutaciones que la conservan no alteran dicha eficiencia. Esta interaccion
quiza favorece la unidon de la subunidad ribosomal 40S al RNA viral, facilitando el proceso de
traduccion (Zeenko y Gallie, 2005). Ademas de este pseudonudo, una secuencia aguas arriba
del mismo, entre los nt 28 y 37, también parece necesaria (Fig. 15). Experimentos adicionales
han corroborado que la 5 UTR confiere al virus capacidad de traduccién in vivo por un
mecanismo independiente de cap y que ademas involucra especificamente al factor de
iniciacion elF4G (Gallie, 2001; Ray et al., 2006; Khan et al., 2008) (Fig. 15)

Las 5' UTRs de otros potyvirus, como el virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY) (Fig. 15),
el PPV o el TuMV, también estimulan la traduccién por un mecanismo independiente de cap en
diversos sistemas de ensayo. En construcciones bicistronicas, la 5° UTR del PVY promueve in

vitro la traduccién del segundo cistron (Levis y Astier-Manifacier, 1993) y, ademas, se ha
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demostrado que los ultimos 55 nt de dicha regién son los mas importantes para que tenga lugar

el proceso de iniciacion interna en protoplastos de plantas de tabaco (Yang et al., 1997).

Elementos IRES en la region 5
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Fig. 14. Organizacion gendmica de virus de plantas que utilizan el mecanismo de iniciacion interna para la
expresion de alguno de sus genes. Los elementos IRES en el genoma viral estan representados por
medio de pequefios rectangulos negros. Las flechas con doble cabeza del TEV indican las posiciones de
corte de la poliproteina. En el TMV-U1 y en el crTMV la MP es traducida a partir del sgRNA |2, mientras
que en el crTMV la traduccién de la CP puede ocurrir a partir del sgRNA |, y del gRNA (basado en Kneller

et al., 2006).

Los RNAs virales de los géneros Polerovirus y Enamovirus, dentro la familia Luteoviridae,
tienen también una proteina VPg unida covalentemente al extremo 5’, por lo que cabria esperar
que estos virus contuvieran elementos IRES en la 5 UTR. En el caso del polerovirus PLRV
(Fig. 14), los tres genes mas proximos al extremo 5’ se traducen a partir del gRNA, mientras

que el resto de ORFs localizadas aguas abajo, lo hacen a partir de sgRNAs (Tacke et al., 1990;
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Ashoub et al., 1998). Hasta el momento no se ha identificado ningun elemento en la & UTR
capaz de mediar la traduccién por un mecanismo independiente de cap; sin embargo se ha
descrito una secuencia que permite la traduccion de una proteina de 5 kDa, denominada Rap1,
codificada por un gen imbricado dentro de la ORF2 (Jaag et al., 2003) (Fig. 14). La funcion
especifica de Rap1 se desconoce, pero es indispensable para la replicacién viral. La
secuencia, que actua como IRES, se localiza alrededor de 1500 nt aguas abajo del extremo 5’
del gRNA (Jaag et al, 2003), y se caracteriza por un motivo rico en polipurinas,
GGAGAGAGAGG, situado 22 nt aguas abajo del codon de inicio del gen de la Rap1. Este
motivo, junto con los primeros 22 nt del gen de la Rap1, es suficiente para mediar la traduccion
por un mecanismo independiente de cap in vitro, pero no in vivo (Jaag et al., 2003).

Entre los virus que presentan elementos IRES localizados internamente en el genoma, se
encuentran el TMV y el HCRSV. La presencia de estos elementos permite a estos virus la
traduccion de genes internos o 3’-proximales. EI TMV (cepa U1, TMV-U1) presenta cuatro
ORFs, las dos primeras codifican proteinas implicadas en replicacion y se traducen a partir del
gRNA, mientras que los genes internos y 3’-proximales codifican la MP y la CP,
respectivamente, y se traducen a partir de sgRNAs. El sgRNA |, del TMV-U1 es dicistronico, y
no presenta estructura cap en 5’ (Hunter et al., 1983; Joshi et al., 1983). Se ha identificado un
elemento IRES, con un tamafio de 75 nt, localizado aguas arriba del gen de la MP (y que se
corresponde con la 5 UTR del sgRNA [;) denominado IRESyp, 750 (Fig. 14) que promueve la
traduccion de la MP. Sin embargo, la misma secuencia es incapaz de mediar la expresion de
dicha proteina a partir del gRNA, probablemente por problemas de inaccesibilidad de los
ribosomas a dicha regién (Skulachev et al, 1999). Un elemento funcionalmente similar,
IRESMP,75CR, esta presente en el tobamovirus que infecta cruciferas (crTMV) (Skulachev et al.,
1999) (Fig. 14). Este ultimo ademas contiene otro elemento IRES que media la traduccion de la
CP a partir del sgRNA I, y del gRNA (lvanov et al., 1997; Dorokhov et al., 2002). Este IRES,
llamado IREScp, 14SCR, esta constituido por 148 nt y esta localizado en la region del genoma que
codifica la MP aunque también solapa 25 nt con el gen de la CP (lvanov et al., 1997) (Fig. 14).
El analisis de la secuencia y de la estructura de IRES¢p, 1480R revela la presencia de diferentes
tallos y bucles flanqueados por dos regiones de polipurinas ricas en A (polypurine A-rich

sequences, PARS), necesarias para la actividad IRES (Fig. 15). Se ha demostrado ademas
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que una version simplificada de la PARS, consistente en tan sélo una secuencia (GAAA)4g,
también promueve la iniciacion interna de forma muy eficiente. Experimentos in vivo indican
que el IREScp, 148CR favorece la produccion temprana de CP, lo que parece facilitar el

movimiento sistémico del virus durante la infeccidon de plantas cruciferas (Asurmendi et al.,

2004; Dorokhov et al., 2006).
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Fig. 15. Elementos IRES de algunos virus de plantas, localizados en la region 5° UTR (TEV, PVY) o en
regiones intergénicas (crTMV). En el TEV se han representado los primeros 75 nt del elemento IRES, que

incluye los 45 nt del pseudonudo PK1 con la secuencia complementaria al 18S rRNA en L3 subrayada

(basado en Kneller et al., 2006).

En el HCRSV se ha demostrado también la existencia de un IRES que dirige la traduccion
de CP desde el gRNA y los sgRNAs. Este elemento, que actua sinérgicamente con la 3’ UTR,
consta de 100 nt y estd localizado inmediatamente aguas arriba del gen de la CP (Koh et al.,
2003, 2006). Al diseccionar el elemento IRES, se observo que en la primera mitad se localiza
una secuencia de seis nucleétidos necesaria para su actividad mientras que, en la segunda
mitad, la secuencia primaria y un motivo GNRA no son esenciales para dicha actividad. Al
igual que otros IRES, el del HCRSV promueve la expresion del segundo cistron en
construcciones bicistronicas homoélogas y heterélogas, y dicha expresion se ve incrementada

cuando se introduce la 3’ UTR del virus, lo que verifica la cooperacion entre el elemento IRES y

esta region no codificante (Koh et al., 2003, 2006).
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5. VARIABILIDAD Y EVOLUCION DE LOSVIRUS

El analisis de las estructuras genéticas y de la evolucién de las poblaciones resulta crucial
en el area de la Biologia. Con el desarrollo de la disciplina conocida como Evolucién Molecular,
que surge de la interaccion entre aproximaciones experimentales, descriptivas y tedricas y que
actualmente ha experimentado un gran impulso gracias a la Bioinformatica, se han podido
determinar las relaciones evolutivas entre distintos organismos basandose en el analisis de
genes y genomas, y de proteinas y proteomas, prescindiendo de detalles fenotipicos. En el
caso de los virus, esto es especialmente interesante dada su alta tasa de variacion genética y
la facilidad con que se pueden obtener sus secuencias gendémicas, permitiendo estudiar las
bases de evolucidon de muchas familias y grupos de virus. El conocimiento de la dinamica
evolutiva de los virus es esencial para el desarrollo de estrategias estables de control, ya que
en muchos casos las metodologias utilizadas no son efectivas debido a que las poblaciones
virales presentan un grado de diversidad genética mayor que el observado en organismos

superiores (Garcia-Arenal et al., 2003; Timm y Roggendor, 2007; McBurney y Ross, 2008).

5.1. Heterogeneidad genética de las poblaciones de virus de RNA

Los virus tienen que enfrentarse con frecuentes cambios ambientales ya que cada nuevo
hospedador supone una modificacion de las condiciones en las que debe llevar a cabo su ciclo
infeccioso. En el caso de vertebrados, el sistema inmunitario produce ademas moléculas para
impedir la multiplicacién del patégeno, una situaciéon a la que los virus deben adaptarse para
poder persistir. Como consecuencia, los virus han desarrollado una gran capacidad para
generar diversidad genética como estrategia evolutiva, en detrimento del mantenimiento de una
alta fidelidad de la copia.

Muchos virus (mas del 80% en el caso de virus de plantas) poseen un genoma de RNA y
son capaces de variar y, por tanto, de evolucionar mas rapidamente que los que tienen
genomas de DNA. Este fendmeno es en gran parte debido a que las RdRps presentan una
mayor tasa de error que las DdDps, a consecuencia de la ausencia (0 muy baja actividad) de
las funciones correctoras y reparadoras (Domingo y Holland, 1997; Castro et al., 2005; Agol,

2006). La elevada tasa de error de la replicacion del RNA virico junto a los cortos tiempos de
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generacion, puede dar lugar a una gran cantidad de mutantes que difieren en uno o mas
nucleotidos, lo que se traduce en una gran heterogeneidad genética (Domingo, 1994).

Como consecuencia de la variacion genética, las poblaciones de virus de RNA estan
formadas por distribuciones dinamicas de genomas viricos no idénticos pero genéticamente
relacionados denominados cuasiespecies (Domingo et al., 1985). Este término fue acufiado por
primera vez por Eigen, Schuster y colaboradores para referirse a las primeras estructuras
autorreplicativas (Eigen y Schuster, 1981; Eigen et al., 1981; Eigen y Biebricher, 1988). Las
cuasiespecies se hallan sometidas a un continuo proceso de variacion, competicion y seleccion
que permiten al virus adaptarse rapidamente en funcién del ambiente (Eigen, 1996). A medida
que progresa la infeccion se imponen, por competiciéon y seleccion, las variantes con mayor
eficacia bioldgica. El reparto de variantes presente en una cuasiespecie no es, pues, arbitrario
sino que se centra en torno a una secuencia maestra (la de mayor eficacia bioldgica) que
generalmente coincide con la secuencia consenso o promedio de la poblacion. Esta ultima se
define estadisticamente y tendria en cada posicidn el nucleétido mas frecuente del conjunto de
moléculas de la cuasiespecie. En un ambiente constante puede darse un equilibrio poblacional
que conduce a una estasis evolutiva, mientras que las perturbaciones ambientales suelen

disparar una rapida evolucion viral (Domingo, 1994; Domingo et al., 1996).

5.2. Fuentes de variacion genética

La variacidén genética se genera mediante errores producidos durante la replicacion de los
genomas. En los virus existen tres posibles fuentes de error: mutaciéon, recombinacién y
reordenamiento génico.

i) Mutacién. Es un mecanismo clave en la generacion de variacion genética. Se define como
el proceso por el cual nucledtidos que no estaban presentes en la secuencia molde son
incorporados en la cadena hija durante la replicacién. En la mayoria de los casos se trata de
sustituciones nucleotidicas aunque también pueden producirse deleciones o inserciones. Dada
la importancia de este mecanismo, es de sumo interés conocer la frecuencia con la que
ocurren. Se define como tasa de mutacion a la cantidad de errores que se producen por
nucledtido (o por genoma) y por ronda de sintesis o, dicho en otras palabras, es la frecuencia

con que ocurre una mutacién durante la replicacién del genoma y es un excelente parametro
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para medir el grado de mutabilidad entre los diferentes virus (De Filippis y Villareal, 1999;
Malpica et al., 2002; Duffy et al., 2008). Las estimaciones de la tasa de mutacion para virus de
RNA que infectan a mamiferos oscilan entre 10°-10° incorporaciones erréneas por nt y por
ronda de replicacién, lo que resulta en aproximadamente un error por genoma por ciclo
replicativo (Drake y Holland, 1999). Una estimacion de la tasa de mutacion de un virus de
plantas, el TMV, indica que dicha tasa es similar a la de los virus liticos de RNA de mamiferos
(Malpica et al., 2002).

Como se ha indicado anteriormente las elevadas tasas de mutacién que muestran los virus
de RNA pueden reflejar una estrategia evolutiva (Drake, 1993), aunque esta propiedad también
conlleva algunos costes como una elevada proporcion de mutantes deletéreos y la pérdida de
infectividad, fendmenos que pueden conducir a una rapida extincion de la poblacion (Holland et
al., 1990). En cualquier caso, se debe diferenciar entre la tasa de mutacion y la frecuencia de
mutacion observada, ya que las dos variables pueden diferir debido a que una fraccién
desconocida de los mutantes generados es deletérea y otra puede ser eliminada de la
poblacion mediante seleccion o por deriva génica (ver apartado 5.3). En este contexto, varios
estudios han demostrado baja diversidad nucleotidica en al menos dos miembros del género
Tobamovirus, en el virus del moteado atenuado del pepino (Pepper mild mottle virus, PMMV) y
el virus del mosaico verde atenuado del tabaco (Tobacco mild green mosaic virus, TMGMV), y
en un closterovirus, el virus del enanismo amarillento de las cucurbitaceas (Cucurbit yellow
stunning disorder virus, CYSDV) (Rodriguez-Cerezo et al., 1989; Fraile et al., 1996; Rubio et
al., 2001; Marco y Aranda, 2005). Igualmente, se ha observado baja diversidad entre aislados
separados geograficamente del virus del pseudo-amarilleamiento de la remolacha (Beet
pseudo-yellows virus, BPYV, Crinivirus) (Rubio et al., 1999, 2001), y entre aislados de una
misma region del virus del enanismo clorético del boniato (Sweet potato chlorotic stunt virus,
SPCSV, Crinivirus) (Alicai et al., 1999). Sin embargo, el virus del moteado amarillo del arroz
(Rice yellow mottle virus, RYMV, Sobemovirus), el virus del rizado de la hoja del algodén
(Cotton leaf curl virus, CLCV, Begomovirus) y un satRNA del virus del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus, CMV, Cucumovirus) presentan niveles mayores de variacién. En el
caso del satRNA del CMV y de algunos Geminivirus, dicha variabilidad estéd asociada a la

adaptabilidad de los mismos a sus huéspedes (Roossink, 1997).
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ii) Recombinacién. Se puede definir como un proceso mediante el cual el material genético
de diferentes variantes es intercambiado, dando lugar a la formaciéon de un acido nucleico
derivado de dos acidos nucleicos parentales o mas. Este tipo de mecanismo genera variantes
genéticas con mayores cambios que las resultantes de mutaciones puntuales. Aunque en un
principio el fendbmeno de la recombinacion no fue muy explorado en virus, esta siendo
estudiado ampliamente en la actualidad tanto en virus de animales (Prljic et al., 2004; Althaus y
Bonhoeffer, 2005) como en virus de plantas (Nagy y Bujarski, 1993; Revers et al., 1996;
Olsthoom et al., 2002; Chare y Holmes, 2006). En estos ultimos, el fendmeno de recombinacion
parece ser una fuente de variacion muy relevante que contribuye de forma significativa a la
evolucién del virus de RNA (Lai, 1992; Simon y Bujarski, 1994; Roossinck, 1997; Nagy et al.,
1999a; Worobey y Holmes, 1999; Alejska et al., 2001, 2005a, 2005b; Garcia-Arenal et al.,
2001) y de DNA (Navas-Castillo et al., 2000; Garcia-Andrés et al., 2007).

La recombinacion puede ser homodloga, cuando el donador de secuencias reemplaza una
region homologa del aceptor dejando su estructura invariable, u homdloga aberrante y
heteréloga, aunque estas ultimas son menos frecuentes (Lai, 1992). La recombinacion
homologa aberrante ocurre entre secuencias de virus similares donde los entrecruzamientos no
tienen lugar en regiones homdélogas en las dos secuencias, sino en regiones diferentes aunque
no muy alejadas, y la heterdloga, entre secuencias no relacionadas de RNA. A nivel
poblacional, la recombinacién puede generar cambios dramaticos en las propiedades
biolégicas de los virus con importantes consecuencias epidemiolégicas, incluyendo la apariciéon
de cepas resistentes o la posibilidad de infectar una nueva gama de huéspedes (Legg y Tresh,
2000; Monci et al., 2002; Garcia-Andrés et al., 2006).

iii) Reordenamiento génico. Este proceso ocurre cuando dos virus de genoma bipartito o
multipartito coinfectan una célula y la progenie resultante posee componentes genémicos de
ambos parentales. Este fendmeno se ha descrito en poblaciones naturales de virus vegetales
(Fraile et al., 1997), y puede desempefar un papel importante en la evolucion viral (Qiu y
Moyer, 1999; Miranda et al., 2000). Al igual que la recombinacion, los efectos de las
reorganizaciones genéticas en los virus pueden ser muy relevantes, pero su papel en la

estructura de las poblaciones virales no ha sido analizado con detalle.
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5.3. Factores que determinan la estructura genética de las poblaciones virales

Desde la década de los sesenta, se han venido discutiendo principalmente dos escenarios
para explicar la evolucion de los organismos. En el primero, las variaciones observadas al
estudiar una determinada molécula o una poblaciéon de organismos son el resultado de la
accion de la seleccion natural y, en el segundo, dichas variaciones son la consecuencia de
procesos estocasticos asociados a la deriva genética, es decir, son debidas a un muestreo
aleatorio de moléculas o genotipos entre generaciones, que se produce en ausencia de
seleccion natural (Kimura et al., 1985). Actualmente se acepta que la distribucion de variantes
generadas por mutacion, recombinacidon o reordenamiento génico en una poblacion
dependeran fundamentalmente de una combinacion de los dos procesos evolutivos: la

seleccion y la deriva genética.

5.3.1. Seleccién natural

La seleccion natural es considerada como el motor esencial de la evolucién desde que fue
aceptada por la comunidad cientifica como la mejor explicacion para la evolucién de las
especies. El concepto de seleccidn natural se basa en que la adecuacion de las caracteristicas
fenotipicas de los organismos frente a distintas condiciones ambientales determina la
capacidad de los mismos para su supervivencia y reproduccion y, mientras el medio
permanezca inalterado, los individuos mas exitosos (en esos mismos términos, supervivencia y
reproduccion) son los que se iran imponiendo y aumentando su frecuencia en la poblacién. Si
se produce un cambio ambiental, la variacion que existe en la poblacién sera la materia prima
que empleara la seleccién natural para favorecer a las variantes mejor adaptadas en esa nueva
situacién ambiental. La accién de la seleccion puede ser negativa o positiva. La seleccién es
negativa cuando la eficacia de los genotipos mutantes es inferior a la del genotipo silvestre.
Este tipo de seleccion permite explicar la eliminacién de las mutaciones que son desventajosas
en la poblacién de estudio (Saitou y Nei, 1986; Seibert et al., 1995; Young y de Pamphilis,
2000; Hughes et al., 2003). En contraste, se produce seleccion positiva cuando la eficacia de
los genotipos mutantes es superior a la del silvestre, lo que resulta en la fijacion de mutaciones
que son ventajosas en la poblacion de estudio y permite explicar la existencia de polimorfismos

(Seibert et al., 1995; Wu et al., 1997; Haydon et al., 2001). La seleccién da lugar a una
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disminucién de la diversidad en la poblacién viral y puede ocasionar un aumento de la
diversidad entre poblaciones si éstas estan bajo diferentes presiones selectivas.

En el caso de los virus, la seleccion puede actuar a distintos niveles. Un primer grupo de
presiones selectivas esta relacionado con el mantenimiento de algunas caracteristicas
estructurales del virus. Por ejemplo, los aminoacidos de las CPs implicados en el ensamblaje y
estabilizacion de la nucleocapsida estan en general muy conservados dentro de grupos virales
(Altschuh et al., 1987), y lo mismo ocurre con las estructuras primarias, secundarias o de orden
superior del RNA viral que son importantes en la replicacion (Bacher et al., 1994). Otros
factores de seleccion estan asociados con las plantas huéspedes o con los vectores de
transmision (Power, 2000). En este contexto se ha observado una gran conservacion en
proteinas virales implicadas en el proceso de transmisién mediado por mosca blanca o por
afidos (Pirone y Blanc, 1996; Flasinski y Cassidy, 1998; Liu et al., 2002). Asimismo, estudios
con distintos agentes virales o subvirales han puesto de manifiesto variaciones importantes en
las poblaciones como consecuencia de su adaptacion al huésped (Liang et al., 2002a;
Sacristan et al., 2005; Ayllon et al., 2006; Rico et al., 2006). En ocasiones, los cambios son tan
drasticos que las variantes seleccionadas tras pases de un aislado del patégeno en una
determinada especie vegetal son incapaces de infectar con eficacia al huésped original del que
se obtuvo el aislado (Fagoaga et al., 1995; Liang et al., 2002a; Tan et al., 2005). El efecto que
un virus puede tener sobre la poblacion de su planta huésped o sobre el insecto vector
dependera de su virulencia, definida como el efecto del patégeno en disminuir las aptitudes del
organismo que parasita. Esta propiedad puede repercutir en la seleccién (positiva o negativa)
de un patdégeno y desempefa un papel importante en su evolucion (Anderson y May, 1982;

May y Nowak, 1995).

5.3.2. Deriva genética

Los virus vegetales pueden alcanzar grandes tamafios poblacionales en las plantas que
infectan. Sin embargo, el tamafo efectivo de la poblacién (el numero de individuos susceptibles
de transmitir sus genes a una nueva generacion), puede ser mucho menor debido a que una
fraccion de la poblacién esta compuesta por mutantes que no se multiplicaran. Las poblaciones

de muchos organismos pueden no ser lo suficientemente grandes como para asegurar que
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cada variante tenga una descendencia en la proxima generacién, de modo que algunos
factores fortuitos pueden determinar la transmision de los rasgos genéticos a nuevas
generaciones. Este proceso se conoce con el nombre de deriva genética. La pérdida de
eficacia biologica de un virus se puede estudiar en sistemas donde se evita la competicion
entre virus y que constituyen los denominados cuellos de botella genéticos o poblacionales.
Estos cuellos de botella conducen a un modo de deriva genética conocida como efecto
fundador, que es una situacion extrema de deriva genética y tiene lugar cuando una poblacion
nueva se inicia con un numero pequefio de genotipos seleccionados al azar a partir de la
poblacion inicial. Este tipo de efectos tiende a disminuir la diversidad dentro de una poblacion y
a incrementar la diversidad entre poblaciones y, en el caso de virus de plantas, puede darse
cada vez que una nueva planta huésped es infectada, una nueva especie de planta se
convierte en huésped, o una nueva area geogréfica se coloniza. Asimismo, el proceso de
dispersion sistémica del virus o transmisién mediante vectores también puede conducir a este
tipo de situaciones (Garcia-Arenal et al., 1999; French y Stenger, 2003; Sacristan et al., 2003;

Monsion et al., 2008).

5.4. Coevolucion

La coevolucion es un término de la Biologia por el que se designa un fenédmeno de
adaptacién evolutiva mutua entre dos o varias especies de seres vivos como resultado de su
influencia reciproca por relaciones como la simbiosis, el parasitismo, la polinizacion o las
interacciones entre presa y depredador. La serie de adaptaciones coordinadas que desarrollan
les permite poder llevar a cabo correctamente la funcion que desempefaban o mantener la
relacién que tenian. Para que el fendbmeno de coevolucidon ocurra, son necesarios dos
requisitos: i) especificidad, la evolucion de cada caracter de una entidad se debe a presiones
selectivas del caracter de la otra vy, ii) reciprocidad y simultaneidad, ambos caracteres en las
dos entidades deben evolucionar conjuntamente y al mismo tiempo (Janzen, 1980).

La coevolucion se puede producir también entre moléculas involucradas en un mismo
proceso biolégico. Un ejemplo de esto podria estar representado por proteinas que intervienen
en una determinada ruta metabdlica o que se asocian para desempefiar una funcion concreta.

En muchos casos, este tipo de asociaciones conlleva una interaccion fisica entre las moléculas
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involucradas. Esto condiciona que cuando se producen cambios en una de ellas, estos
cambios sean compensados en la otra proteina, asegurando el correcto funcionamiento del
organismo que las codifica. El fendmeno de coevolucion se puede producir incluso dentro de
una misma molécula, ya sea proteina o acido nucleico, por la dependencia que puede existir
entre distintos residuos para mantener la eficacia biolégica de la molécula en cuestion
(revisiones recientes en Galtier y Dutheil, 2007; Pazos y Valencia, 2008).

La prediccion a priori de las regiones o aminoacidos que estan implicados en el
establecimiento de interacciones entre proteinas o entre dominios de una misma proteina
(requeridas para realizar correctamente cualquiera de sus funciones), sera de gran ayuda para
el investigador que pretende abordar experimentalmente un estudio mecanistico del proceso en
el que participa(n). Esto también es aplicable a regiones distintas de un &cido nucleico o de
diferentes acidos nucleicos relacionados funcionalmente. La deteccidén de covariaciones dentro
de una misma molécula o entre moléculas distintas ha sido considerada como un signo de
posible coevolucién y, por lo tanto, la busqueda de mutaciones correlacionadas (asistida por
programas bioinformaticos) ha sido ampliamente utilizada para inferir interacciones funcionales
entre diferentes sitios de una molécula o de moléculas distintas (e.j.: Altschuh et al., 1987;
Hughes, 1992; Korber et al., 1993; Gobel et al., 1994; Pollock et al., 1999; Larson et al., 2000;

Goh y Cohen, 2002; Duntheil et al., 2005; Codofier et al., 2006; Codofier y Fares, 2008).

6. VIROSISDEL GERANIO

El geranio (Pelargonium spp.) ocupa una posicion importante dentro de la industria floral
nacional con un consumo anual de mas de 20 millones de plantas. Sin embargo, su produccién
se ve a menudo afectada por distintos factores entre los que destacan los dafios causados por
diversos patdgenos de tipo viral tales como: el PFBV, el virus del rizado de la hoja del
Pelargonium (Pelargonium leaf curl virus, PLCV, Tombusvirus), el TMV, el CMV, el virus del
bronceado del tomate (Tomato spotted wild virus, TSWV, Tospovirus), el virus de las manchas
necroticas del Impatiens (Impatiens necrotic spot virus, INSV, Tospovirus), el virus del punteado
del geranio zonal (Pelargonium zonale spot virus, PZSV, Ourmiavirus), el virus de las manchas
anulares del tomate (Tomato ringspot virus, ToRSV, Nepovirus), el virus de las manchas

anulares del tabaco (Tobacco ringspot virus, TRSV, Nepovirus) y el PLPV, entre otros. Aunque
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estos patégenos normalmente no ocasionan la muerte de la planta, reducen su crecimiento
vegetativo, provocan problemas de enraizamiento y pueden inducir la aparicion de manchas o
patrones cloréticos/necréticos en las hojas, estrias y roturas del color en los pétalos y
deformaciones en las inflorescencias (Stone, 1980; Nameth y Adkins, 1993; Alonso y Borja,
2005). Ademas de estos perjuicios en la calidad de las plantas, la presencia de estos agentes
infecciosos limita las posibilidades de exportacion del material producido ya que las normativas
a este respecto son cada vez mas estrictas. Asi pues, las virosis del geranio repercuten de
forma muy negativa en la comercializacion de esta planta ornamental y a menudo conducen a
importantes pérdidas econémicas. Esta situacién se ha agravado en los ultimos afos en los
que se ha producido un aumento progresivo de las infecciones virales del geranio en Europa
occidental propiciado, muy probablemente, por la habitual multiplicacién del material por
propagacion vegetativa y por el hecho de que la mayoria de los virus sélo causan una

sintomatologia evidente bajo ciertas condiciones ambientales.

6.1. El virus del arabesco del Pelargonium (PLPV)

Una prospeccion realizada recientemente en Espana ha puesto de manifiesto que el PLPV
es el agente de tipo viral mas frecuente en geranio con porcentajes de incidencia que oscilan
entre el 40 y el 90 % dependiendo del area geografica examinada (Alonso y Borja, 2005). Este
virus puede aparecer sélo o en infecciones mixtas, principalmente junto al PFBV, el CMV, el
TMV o el PLCV. Una situacion similar es previsible en paises de nuestro entorno v,
probablemente, en otros mas alejados (Stone, 1980; Bouwen y Maat, 1992; Franck y

Loebenstein, 1994), aunque no hay estudios detallados a este respecto.

6.1.1. Propiedades biolégicas y modos de transmision

El PLPV fue descrito por primera vez por Stone y Hollings (1971, 1976). La expresion de los
sintomas inducidos por el PLPV en geranio se encuentra altamente influenciada por las
condiciones externas y varian estacionalmente (Bouwen y Maat, 1992). Las infecciones
causadas por el PLPV en P. peltatum, P. glandiforum y P. zonale, sus huéspedes naturales,
son frecuentemente asintomaticas, aunque esta Ultima especie puede presentar manchas

cloréticas y patrones de lineas en hojas (Brunt et al., 1996; Alonso et al., 1999) (Fig. 16).
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La gama de huéspedes experimentales del PLPV incluye 37 especies distribuidas en 9
familias de plantas, incluyendo a Beta vulgaris, Solanum lycopersicum, Ocimum basilicum,
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Solanum tuberosum o Vicia faba, entre otros. La especie
utilizada como huésped para el diagnéstico de este virus suele ser Chenopodium quinoa y el
huésped mas empleado en el mantenimiento y propagacion del virus es Nicotiana clevelandii

(Brunt et al., 1996).

Fig. 16. Sintomas inducidos por el PLPV en
hojas de geranio (fotos cedidas por M. Borja del

vivero “La Veguilla”, Fundaciéon Promiva)

El PLPV se transmite por inoculacion mecanica, por injerto y por contacto entre plantas.
Hasta el momento no se ha descrito su transmision por medio de ningun vector biolégico (Brunt

et al., 1996).

6.1.2. Propiedades moleculares

A pesar de que la enfermedad causada por el PLPV es bien conocida desde hace tiempo,
los datos moleculares acerca de este patégeno al inicio de este trabajo eran muy escasos.
Concretamente se disponia de la secuencia nucleotidica del gen de la CP de un aislado del
virus que habia sido depositada en la base de datos (Kinard et al., 1999). Esta descrito como
un virus muy resistente (punto de inactivacion térmica de 85°C), que presenta particulas
isométricas de 30 nm y un genoma monopartido de RNA de simple cadena y polaridad positiva
de aproximadamente 4 kb (Brunt et al., 1996), caracteristicas que comparte con miembros de
la familia Tombusviridae (Lommel et al., 2005), aunque formalmente no ha sido adscrito a

ningun grupo viral.
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El PLPV es el agente de tipo viral mas frecuente en geranio en Espafia y, probablemente,
en otros paises del entorno. Las propiedades morfolégicas y fisico-quimicas de este virus
sugerian que podria tratarse de un nuevo miembro de la familia Tombusviridae, aunque la
escasez de datos moleculares sobre el mismo no habia permitido su adscripcién formal a esta
familia. Dada la importancia que el PLPV ha ido adquiriendo como patégeno de una planta
ornamental ampliamente utilizada, en esta tesis se ha pretendido profundizar en sus

caracteristicas moleculares. Los objetivos concretos que se han planteado son los siguientes:

1.- Determinacién de la organizacién genémica del PLPV, seleccionando un aislado del
virus para llevar a cabo la secuenciacion completa de su gRNA con el fin de tratar de
establecer su posicion taxondmica. Este objetivo se complementara con la identificacion y
caracterizacion de los RNAs virales que se acumulan en plantas infectadas para obtener datos

preliminares acerca de las estrategias de expresion génica del PLPV.

2.- Obtencién de un clon infeccioso del PLPV y analisis de la actividad biolégica de los
transcritos generados in vitro en diferentes huéspedes. Se pretende disponer de la
herramienta necesaria para poder realizar un estudio detallado de las relaciones estructura-

funcion en el PLPV.

3.- Analisis mutacional de las ORFs identificadas en el genoma del PLPV mediante
experimentos de genética reversa con el clon infeccioso. Se persigue identificar ORFs
funcionales, obtener informacion acerca del papel de dichas ORFs en el ciclo bioldgico del virus

y dilucidar los mecanismos de traduccion que el virus emplea para expresar todos sus genes.

4.- Estudio de la variabilidad molecular del PLPV. Para obtener datos acerca de las
presiones selectivas a las que se encuentra sometido el genoma viral, se partira de una
coleccion de aislados de distinta procedencia y se secuenciara y comparara una region del

genoma que abarca a los genes de las MPs y de la CP asi como segmentos flanqueantes

incluyendo la 3° UTR completa.
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Summary. The complete nucleotide sequence of Pelargonium line pattern virus
(PLPV) has been determined. The PLPV genomic RNA comprises 3884 nt and
contains six open reading frames (ORFs) potentially encoding proteins of 27 (p27),
13 (p13), 87 (p87),7 (p7), 6 (p6), and 37 kDa (p37), respectively. The arrangement
of these ORFs on the PLPV genome closely resembles that of members of the
genus Carmovirus in the family Tombusviridae and, moreover, most of the putative
PLPV gene products showed high identity with proteins of this viral group.
However, several striking differences were noticed. Carmoviruses generate two
subgenomic RNAs whereas PLPV produces a single one. In addition, only p7
showed similarity with movement proteins of carmoviruses whereas p6 (as p13)
has no viral (or other) homologs. This protein might be expressed from a non-
canonical start codon or, alternatively, through a —1 frameshift (FS) mechanism.
Both, the production of one subgenomic RNA and the likely involvement of a —1
FS for expression of an internal ORF parallel the translation strategies reported
for the unique species of the genus Panicovirus, belonging also to the family
Tombusviridae. Overall, the results support the placement of PLPV in this family
although its peculiar characteristics preclude its direct assignment to any of the
current genera.

The nucleotide sequence reported has been deposited in the GenBank databases under
the accession number AY613852.
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Introduction

Pelargonium line pattern virus (PLLPV) has a broad experimental host range in-
cluding more than 30 plant species from nine families, although reports on PLPV
infections in nature are limited to geranium (Pelargonium ssp.). This virus may
induce the appearance of yellow/green spots and line patterns on the leaves of
the affected plants leading to significant quality deterioration [42, 43]. In Spain,
a survey done on approximately one thousand geranium samples collected from
different regions of the country revealed the presence of PLPV in more than
50% of the tested scions (M. Borja, personal communication). This situation is
probably similar to that existing in other countries where this ornamental crop has
been largely cultivated, as studies made in the nineties showed a high incidence
of PLPV in the Netherlands and Israel [4, 11]. PLPV is transmitted by vegetative
propagation and mechanical inoculation, and no vector has been identified.

PLPV virions are icosahedral in shape, about 30 nm in diameter and contain
a linear positive sense single stranded RNA of approximately 4 kb [35, 44]. The
taxonomic position of PLLPV is unclear. [t was considered as a tentative member of
the genus Carmovirus (family Tombusviridae) on the basis of its morphological
and physico-chemical properties [32], but the last report of the ICTV does not
include PLLPV within any established viral group or in the list of unassigned viruses
[51]. This is most likely due to the poor characterization of PL.LPV and of other small
isometric viruses infecting geranium which, as a consequence, has led to some
controversies about their identity and to a confusing nomenclature [4, 18, 19, 27,
41, 43]. This situation underlines the need for additional information about these
pathogens to facilitate their discrimination and to shed light on their phylogenetic
relationships. A partial sequence corresponding to the PLPV coat protein gene
has only recently become available at the sequence databases (Accession No.
AY038067). In this work we report the entire primary structure of the PLLPV
genomic RNA and compare the genomic organization and the deduced amino
acid sequences from its ORFs with those of related viruses. In addition, we have
characterized the single PL.LPV subgenomic RNA detected in infected plants to
gain an insight into the expression strategies of this virus. The results support the
inclusion of PLPV in the family Tombusviridae but its assignment to genus level
is still not unequivocal, and is discussed.

Material and methods
Virus source

PLPV isolate PV-0193 was obtained from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMY7,, Braunschweig, Germany) and maintained by mechanical sap inoculation
onto the experimental hosts Chernopodium quinoa and Nicotiana clevelandii.

RNA extraction and analysis

Total RNA preparations of healthy and infected C. guinoa and/or N. clevelandii leaves were
obtained by phenol extraction and lithium precipitation [52]. Double stranded (ds) RNAs
were purified from infected tissue by total nucleic acid extraction and subsequent partitioning
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on nonionic cellulose (CF11, Whatman) with STE (50 mM Tris-HC1 pH 7.2, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA) containing 16% ethanol [33]. The dsRNAs were separated in non-denaturing
5% polyacrylamide gels and after ethidium bromide staining, the bands corresponding in
size to the PLPV genomic and subgenomic RINAs were eluted and recovered by ethanol
precipitation.

For Northern blot analysis, 4 Lg of total RNA from healthy and PLPV infected leaves
were denatured by glyoxal-dimethyl sulfoxide treatment, electrophoresed in 1% agarose gels,
blotted to nylon membranes (Scheicher & Schuell), and cross-linked by UV irradiation. The
membranes were hybridized with 32 P-radioactive DNA probes at 42 °C for at least 12 h in the
presence of 50% formamide, 5 % SSC and 5% sodium dodecyl sulfate (SDS). The probes,
prepared with Ready to go DNA labelling beads (Amersham Biosciences), corresponded to
selected PLPV genome regions: a 5’ terminal probe which included from nt 1 to nt 181 of the
PLPV genomic RNA, and a 3’ terminal probe which comprised from nt 3095 to 3884. After
hybridization, membranes were washed for 15 min, twice at room temperature in 2 x SSC
plus 0.1% SDS and once at 60°C in 0.1 x SSC plus 0.1% SDS.

cDNA synthesis, cloning and sequencing

A partial PLPV c¢cDNA clone (PL-1030) containing an uncharacterized PLPV cDNA
ligated to the pUCSY vector, was provided by the DSMZ plant virus collection. Sequenc-
ing of the insert termini allowed the design of two PLPV specific oligonucleotides,
CH17(5'-GAAAATGGCCTTCTACGGGGAC-3"), homologous to nt 2067-2088 of the PLPV
genomic RNA, and CH18 (5-GCCTCCCTGCTGGCATAAACTAATAC-3"), complementary
to nt 3578-3603. These primers were used for RT-PCR reactions with Titan One Tube
RT-PCR system (Roche) employing total RNA preparations from PLPV infected leaves
as templates. The amplified cDNA product of 1536bp was inserted into the pGEM-T easy
vector (Promega) and after determination of its sequence, new oligonucleotides were
designed to fully characterize the primary structure of PLPV. Oligonucleotide CH32
(5'-CTGACCCCAAACGCCAAGTGGAATG-3"), complementary tont 21562180, was used
together with a degenerate primer, able to anneal to carmovirus related polymerase
sequences (31), in RT-PCR reactions that yielded a cDNA of approximately 1000 bp. To
obtain clones containing the 5" and 3’ termini of PLPV genomic RNA, the corresponding
dsRNA was denatured with 10 mM methylmercuric hydroxide and polyadenylated using yeast
poly(A) polymerase (U.S. Biochemicals). After phenol—chloroform extraction and ethanol
precipitation, the polyadenylated RNAs were subjected to reverse transcription (RT) with
Superscript TI-RT (Invitrogen) using primer GeneRacer Oligo dT (Invitrogen), which has
a dT tail of 18nt at its 3’ end and contains the priming sites for the GeneRacer 3’ and
GeneRacer 3’ Nested oligonucleotides (Invitrogen) at 3 end. RT products were PCR am-
plified with the Expand High Fidelity PCR System (Roche) using primers GeneRacer 3/
and GeneRacer 3’ Nested in combination with others derived from internal regions: CH43
(5'-TAGCTACTGGTTTCTGGAATTGGAG-3") or CH46 (5-TGGCCAACCCATGGA
CGCCAATCCG-3"), complementary to nt 1378-1402 and nt 158-181, respectively, for
the 5 terminus, and CH36 (5-ATAGAGGCGGAGCAACCAGGTAGTGC-3") or CH53
(5-CCTTAATGAAGAACGGGGGGGTAACC-3), homelogous to nt 35483573 and
nt 3840-3863, respectively, for the 3’ terminus.

Complete cDNA clones of the PLPV subgenomic RNA were obtained using the single-
primer method for cloning dsRNAs with unknown sequences [17, 54] with minor modifica-
tions. Briefly, the purified dsRNA was polyadenylated and reverse transcribed with primer
GeneRacer Oligo dT. After treatment with RNase H (Roche), the cDNA complementary
strands were annealed for 10 min at 80°C, 16h at 65°C and 3h at 30°C and the resulting
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hybrid was filled in with T4 DINA polymerase (Roche) and PCR amplified with Expand High
Fidelity PCR System (Roche) and primer GeneRacer Oligo dT.

PCR products were separated by electrophoresis in 1% agarose gels or in non-denaturing
5% polyacrilamide gels, depending on the expected size. The DNA fragments were eluted
and cloned into the pGEM-T easy vector (Promega) or the plasmid pT'Z19R (Fermentas). At
least two clones were selected for each DNA fragment and the nucleotide sequence of the
inserts was determined with an ABI PRISM DNA sequencer 377 (Perkin-Elmer).

Primer extension assays

The 5’ terminal sequence of PLPV genomic RNA and the transcriptional start site of the
subgenomic RNA were corroborated by primer extension assays. The substrates for the
RT reactions were total RINA preparations from PLPV infected tissue in conjunction with
primer CH46 (to map the 5’ end of the genomic RNA) or primer CH50 (5'-GCACCGA
CAAGATCGCGAGATGTAC-3"), complementary to nt 2386-2410 (to map the 5 end of
the subgenornic RNA). RT reactions were performed with Superscript-RT II in the presence
of (-32)P(dCTP). The RT products were run in sequencing gels together with sequencing
ladders obtained with the corresponding primer and proper recombinant plasmids with PLPV
derived DNA inserts.

Sequernce analysis

Analysis of the coding capacity of the nucleotide sequences was carried out with the
TRANSLATE program (available at the ExPASy proteomics server; http:/fwww.expasy.org/
tools/dna.html). Database searches for nucleotide and protein similarities were done using the
programs BLASTN, BLASTP and BLASTX (www.genome.ad.jp, www.ncbi.nlm.nih.gov,
www.ebi.ac.uk), Pairwise comparisons of the PLPV nucleotide and amino acid sequences with
those of related viruses were performed using the ALIGN program at the Genestream network
(http:/fwww?2.igh.cnrs.fr/bin/falign-guess.cgi) [34]. The RNA secondary structure of the PLPV
3’ region was predicted at 37 °C using MFOLD version 3.1 [30, 56]. Multiple alignments of
protein sequences were generated with the CLUSTAL X program [47]. These alignments were
used to conduct phylogenetic analysis employing programs of the MEGA 2.1 package (24).
Sequences used for comparison were retrieved from the sequence databases and correspond
to the following accession numbers: CarMV (Carnation mottle virus; X02986), TCV (Turnip
crinkle virus, M22445), MNSV (Melon necrotic spot virus, M29671), CCFV (Cardamine
chlorotic fleck virus,1.16015), CPMoV (Cowpea mottle virus, U20976), SCV (Saguaro cactus
virus, NCO01780), GaMV (Galinsoga mosaic virus, Y13463), HCRSV (Hibiscus chlorotic
ringspot virus, X86448), JINRV (Japanese iris necrotic ring virus, NCO02187), PSNV (Pea
stem necrosis virus, NCO04995), PEBV (Pelargonium flower break virus, AI514833), PoLV
(Pothos latent virus, X87115), OCSV (Qat chlorotic stunt virus, X83964), CRSV (Carnation
ringspot virus, L18870), RCNMV (Red clover necrotic mosaic virus, J04357), SCNMV
(Sweet clover necrotic mosaic virus, LOT884), MCMY (Maize chlorotic mottle virus, X14736),
TNV-A (Tobacco necrosis virus-4, M33002), TNV-D (Tobacco necrosis virus-D, D00942),
OLV-1 (Qlive latent virus 1, X85989), LWSV (Leek white stripe virus, X94560), PMV (Pan-
teum mosaic virus, US5002), TBSV (Tomate bushy stunt virus, M21958) AMCV (Artichoke
mottled crinkle virus, X62493), CIRV (Carnation Italian ringspot virus, X85215), CuNV
(Cucumber necrosis virus, M25270), CymRSV (Cymbidium ringspot virus, X15511), and
PNSV (Pelargonium necrotic spot virus, AJ607402). The coat protein sequences of PelRSV
(Pelargonium ringspot virus, AY038068), PCRPV (Pelargonium chlorotic ring pattern virus,
AY038069), and ELV (Elderberry latent virus, AY(038066) were also used for phylogenetic
analysis.
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Results
Nucleotide sequence and coding regions

The complete nucleotide sequence of PLPV and its deduced amino acid sequences
have been determined. The PLPV genomic RNA consists of 3884 nt and contains
six open reading frames (ORDUs) (I'ig. 1). The first ORE potentially encodes a
protein of 27 kDxa (p27). This ORF(p27) begins at AUG (nt 7-9) in a favourable
translation context (CAAAAUGGCAC), with an A at position —3 and a G at
position +4 (23, 28), and terminates at an UAG codon (nt 727-729). If this amber
codon is read-through, the ORF extends to a downstream UAA (nt 2302-2304)
giving rise to a protein of 87 kDa. Both p27 and p87 present homology with
proteins of members of the family Tombusviridae (‘Table 1) which have been shown

p27 p87 ’_b

pLpy Lo q 3884 nt
il |
pi3 pé p37 (CP)
L |
p7-FS
p27 paé ’_”P_E:
CarMVv N N F 4003 ni
p? p38 (CP)
p48 p112 ". p26 (CP)
PMV | 4ao6m
p8 \—‘
p6.& pi5
p8-FS

Fig. 1. Comparison between the genome organization of PLPV and those of the type species
of the genera Carmovirus (Carnation mottle virus, CarMV) and Panicovirus (Panicum mosaic
virus, PMV) in the famil y Tombusviridae. The ORFs are indicated by boxes which are similarly
shaded when the encoded proteins share significant amino acid identity. The transcription
start sites of the corresponding subgenomic RINAs are marked by arrows. Both p6 and p6.6
of PLPV and PMYV, respectively, might be translated from non-canonical initiation codons. A
—1 frameshift (FS) event could be required for the generation of the putative p7-FS and p8-FS
proteins of PLPV and PMV, respectively. These potential frameshift products would have an
N-terminus corresponding to p7 (for PLPV) or p8 (for PMV), and a C-terminus corresponding
to almost the complete p6 (for PLPV) or the complete p6.6 (for PMV)
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Table 1. Sequence identity (%) between the predicted PLPV proteins and those of viruses
from the different genera of the family Tombusviridae?

Virus Proteins

p27 p&6 RT" p7 Ccp
Carmoviruses
CarMV 257 432 51.8 37.9 31.0
TCV 28.2 41.8 49.2 34.7 26.5
MNSV 24.5 39.8 47.6 27.5 24.6
CCFV 26.8 427 50.5 394 26.0
CPMoV 24.4 38.9 45.8 27.5 259
SCY 28.2 423 49.1 46.0 34.9
GaMV 21.5 35.8 42.6 23.2 23.1
HCRSV 28.2 44,0 51.3 38.6 27.6
JINRV 27.9 40.2 46.1 27.6 27.7
PSNV 25.8 39.8 46.2 254 20.5
PEFBY 32.8 434 434 357 33.5
Aureusviruses
PolLV 20.0 33.8 40.7 = 24.3
Avenaviruses
OCSV 21.9 32.0 36.5 18.9 20.6
Dianthoviruses
CRSV 21.7 26.9 28.8 — 21.6
RCNMY 19.8 28.7 34.2 - 214
SCNMV 18.5 285 32.1 = 21.3
Machlomoviruses
MCMV 18.0 334 46.2 22.1 18.8
Necroviruses
TNV-A 26.0 38.0 44.2 194 17.5
TNV-D 21.3 33.7 40.0 254 18.2
OLV-1 26.4 38.5 44,4 26.7 17.2
LWSV 154 314 38.9 20.8 16.8
Panicoviruses
PMYV 1.7.2 532.5 44.0 27.0 16.7
Tombusviruses
TBSV 19.2 333 41.2 = 24.1
AMCV 17.9 32.9 41.6 = 21.3
CIRV 19.0 324 41.1 = 18.9
CuNVv 20.6 33.9 42.0 — 22.8
CymRSV 19.9 33.0 40.9 - 26.2
PNSV 20.2 33.2 41.2 - 24.5

2See the Methods section for viral abreviations and accession numbers of the sequences
used for comparison

PRead-through portion of the RdRp

“Homologue is absent
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to be involved in replication [1, 14, 55] and, moreover, p87 contains the motifs
characteristic of the viral RNA dependent RNA polymerases (RdRp) including
the highly conserved GDD box [22]. Another OREF, starting at AUG (nt 530-532,
in the context CCGGAUGAAAA) and ending at UAA (nt 911-913), is nested
between ORFs (p27) and (p87) and potentially encodes a protein of 13 kDa (p13)
that is unique to this virus.

A small centrally located ORIF begins at AUG (nt 2274-2276, in the con-
text UCGAAUGGAUA) and stops at UGA (nt 2463-2465), and may encode a
protein of about 7 kDa (p7) which exhibits high identity with movement proteins
from species of the family Tombusviridae, especially with those of the genus
Carmovirus (Table 1). In this PLLPV putative product, a domain adopting a char-
acteristic «-helix, similar to that able to bind RNA in the p7 of CarMV (29), can
be predicted (data not shown). An additional small ORF, overlapping ORF(p7),
potentially encodes a protein of 6 kDa (p6) which does not show clear similarity
with any viral (or other) protein. This ORF might be expressed from a non-
canonical start codon, AUU (nt 2441-2443, in the context UGGAAUUUGUG),
and/or by a —1 frameshift (FS) mechanism which would lead to the produc-
tion of a 12kDa fusion protein (pl2 or p7-FS). Supporting the latter possi-
bility, an heptanucleotide is found immediately upstream of the stop codon of
ORF(p7) whose sequence (Fig. 2) fits the canonical frameshifting motifs
(5, 6). Moreover, a stem-loop is predicted downstream of the putative shifty
site (data not shown), a type of structure which seems to favour frameshifting
(reviewed in [12]).

Finally, the 3" proximal ORF of PLPV, starting at AUG (nt 2621-2623, in
the context GGAAAUGGCGG) and ending at UGA (nt 3635-3637), is predicted
to encode a 37 kDa coat protein (p37 or CP), as indicates the high amino acid
identity found between this product and proteins involved in encapsidation in the
genus Carmovirus and in other genera of the family Tombusviridae (‘Table 1). The
three different structural domains described in this type of proteins (39) can be
also distinguished in the PLPV CP: (i) R, the N-terminal internal domain which

ORF(p7) 4

PLPV 2445...GUGGUCCAUCU CAAUUUC|UGA|UUUCUUGCCA. .. 2475

PMV 3076...ACUUUCAACUU caauuuc| UAG|UGGCGACCGE. . . 3106

ORF(p8) -

Fig. 2. Comparison of the nucleotide sequences of equivalent genome regions of

PLPV and PMV. The heptanucleotide which fits the canonical frameshifting motifs

[5] is shown in bold underlined letters. The stop codons of the PLPV ORF(p7) and
PMYV ORF(p8) are boxed
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contains many positively charged residues and interacts with RNA, (ii) S, the shell
domain which forms a barrel structure made up of p strands and constitutes the
capsid backbone and, (iii) P, the protruding C-terminal domain.

When overlapping cDNA clones were compared, eighteen nucleotide substi-
tutions were detected within coding regions. Only eight of these point mutations
resulted in amino acid changes, five affecting the p27 and/or the p87 (two of
them non-conservative, substitutions P — S and R — W at positions 40 and 336,
respectively, of p87), two the p13 (both non-conservative, substitutions S — W
and A — D at positions 64 and 86, respectively), and one the CP.

Comparison of nucleotide sequence of the CP gene of the PLLPV isolate
characterized in this work with that available at the databases showed an overall
sequence identity of 93.7%. The corresponding protein sequences differed at nine
amino acid positions including two non-conservative changes affecting the S and P
domains (substitutions E — G and . — Q at positions 140 and 296, respectively).

5 and 3" untransiated regions of PLPV genomic RNA

The 5’ and 3’ terminal sequences of the PLPV genomic RNA were determined
by sequencing of cDNA clones derived from these regions as indicated in the
Methods section. This approach was complemented by primer extension assays
(Fig. 3A) which confirmed that the 5" untranslated region (UTR) of PLPV RNA
comprises only 6 nt, to our knowledge, the shortest 5' UTR described so far for the
genomic RNA of a plant virus. The closest examples in this respect correspond
to subgenomic RNAs encoding viral coat proteins as that of Brome mosaic virus
(BMV) which has a 5' UTR composed of only 9 nt [3]. It is also worth mentioning
that the primer extension assays suggested that the PLPV genomic RNA lacks a 5’
terminal cap structure since the cDNA doublet normally associated with a capped
RNA was absent [2, 13].

The 3' UTR of PLPV RNA contains 247 nt. As observed in most viral species
of the family Tombusviridae, the 3’ terminal sequence may fold into a stem-loop
which is particularly stable in the case of PLPV because of the presence of six
contiguous G—C pairs in the stem (Fig. 4). Studies with several representatives of
the family Tombusviridae have shown that this type of structure is required for
the efficient in vivo replication of the viral RNAs [7, 9, 10, 46, 50]. In addition,
a midrange base-pairing interaction between the 3nt in the 3’ terminus and a
sequence located about 50 nt upstream, similar to that described recently as a
replication silencer in Tomato bushy stuni virus and related viruses [36], can also
be predicted for PLPV (Fig. 4).

ldentification and characterization of a PLPV subgenomic RNA

As stated above, analysis of the coding capacity of PLPV predicts the synthesis
of at least three proteins from downstream ORFs. To determine if subgenomic
RNAs are generated during PLPV infection which could serve as mRNAs for the
production of these proteins, total RNA from C. guinoa leaves infected by PLPV
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Fig. 3. Determination of the 5 termini of the PLPV genomic (A) and subgenomic (B)
RNAs by primer extension assays. Reverse transcriptions (RT) were performed using
oligonucleotides complementary tont 158—181 (A) or nt 2386-2410 (B) of the PLPV genome
as primers and two distinct total RNA preparations (/ and 2) from C. guinoa PLPV infected
leaves as templates. The RT products were run in sequencing gels together with sequencing
ladders obtained with the same primers employed in the RT reactions and proper PLPV ¢cDNA
clones. The T tail derived from the cDNA cloning procedure is shown initalics. The 5’ terminal
nucleotides of the genomic (A) and subgenomic (B) RNAs are indicated by asterisks, and the
initiation codon of the ORF(p27) is boxed
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Fig. 4. MFOLD-predicted RNA secondary structure of the 3’-terminal region of PLPV. The
nucleotides that could participate in a silencer 3/-terminus interaction are white in black
circles. Numbers below correspond to positions in the genomic RNA
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Fig. 5. Analysis of PLPV RNAs. A and B. Northern blot hybridizations were performed on
total RNA preparations from uninfected (U) and PLPV-infected (1) C. quinoa leaves using
32P_labeled probes derived from the 3 (A) or 5’ (B) terminus of the PLPV genomic RNA. The
positions of single stranded RNA molecular weight markers (in kb), corresponding to in vitro
transcripts, are indicated at the left margin in A. C PAGE analysis in 5% non-denaturing
polyacrilamide gels of PLPV dsRNAs (/). The dsRNAs of Pelargonium flower break virus
(PFBV) and the mycoviral-like ones associated to Cherry chlorotic rusty spot disease (Covelli
etal. and Coutts et al., in press) have been included for comparison (2 and 3, respectively) with
the sizes (in kbp) of some of them shown at the right margin (in italics those corresponding
to the dsRNAs of PFBV). In all panels, the bands corresponding to the PLPV genomic (g)
and subgenomic (sg) RNAs are indicated with arrows

were analyzed by Northern blot hybridization with cDNA probes derived from
different regions of the genomic RNA. When a 3’ terminal probe was used, a
strongly hybridizing RNA species of about 1.6 kb was detected in infected tissue
in addition to the genomic size RNA (Fig. SA). Such 1.6 kb RNA corresponded
very likely to a subgenomic RNA since a 5’ specific probe did not hybridize with
it (Fig. 5B).

Analysis of dsRNA extracts from PLPV infected tissue revealed the presence
of two dsRNA species of about 4.0 kbp and 1.6 kbp, in agreement with the results
of the Northern blot (Fig. 5C). To determine the precise transcription start site of
the 1.6 kb subgenomic RNA, the corresponding dsRNA was eluted from the gel,
reverse-transcribed and cloned using the single-primer approach described in the
Methods section. Sequencing of some of the clones showed that the 5’ terminus of
the PLPV subgenomic RNA maps 23 nt upstream (position 2251 of the genomic
RNA) from the initiation codon of ORF(p7). Primer extension analysis confirmed
this result and suggested that such RNA lacks a 5’ terminal cap structure as seems
to be the case for the genomic RNA (Fig. 3B). The molecular structure of the
PLPV subgenomic RNA suggests that is generated for the translation of the small
internal ORFs and the CP ORF having, therefore, the potential to encode at least
three proteins.
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Phylogenetic analysis

Multiple alignments with the sequences of different proteins of PLLPV and those
from members of the family Tombusviridae were generated and used for phyloge-
netic analysis. Comparisons based on the p27 and p7 homologs yielded tentative
phylogenetic trees in which the distinction by genera was not clearly discernible
since the viruses showed a tendency to form a continuum rather than to cluster
(data not shown) in agreement with recent reports [8, 45]. When the p87 homologs
were used to perform the analysis, the resulting tree exhibited a better correlation
between grouping and genera (with the same exceptions reported in 45) and
revealed a close association of PLPV with carmoviruses (Fig. 6A). In the analysis
based on the CP sequences, those corresponding to three additional isometric
viruses infecting Pelargonium spp., PelRSV, PCRPV and ELV, were included.
The CP tree showed PLPV grouped with most carmoviruses but, remarkably,
appeared tightly associated to PelRSV, PCRPV and ELYV, three viral entities whose
taxonomic position remains to be defined (see below).
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Fig. 6. Phylogenetic trees inferred from RNA dependent RNA polymerase (A) and coat
protein (B) sequences of PLPV and members of the family Tombusviridae. Virus name
abbreviations and accession nurmbers of the sequences used to construct the tree are indicated
in the Methods section. Phylogenetic analysis was conducted with programs included into the
MEGA 2.1 package. The numbers at the nodes indicate the number of times out of 10000 trees
that this grouping occurred after bootstrapping the data; only values =350% are shown. The
unrelated sequences of the corresponding proteins of Tobacco mosaic virus (TMV, accession
number D38444) were used as outgroups
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Discussion

We have determined the complete 3884 nt sequence of the genomic RNA of
PLPV. The arrangement of ORFs in this virus resembles that of members of the
genus Carmovirus and, moreover, phylogenetic analyses have shown that PLPV
is closely related to this viral group. However, PLLPV presents some distinctive
features that prevent its direct assignment to this genus. The central region of the
genomic RNA of carmoviruses contains two small out-of-frame ORFs whose
translation gives rise to two proteins, p7 (or p8) and p9, involved in cell-to-
cell movement [14, 25]. PLPV genome is not predicted to code for a product
homologue of the second movement protein of carmoviruses and presents, in-
stead, a small ORF which potentially encodes a polypeptide, p6, with no clear
similarity to any viral protein. In addition, only one subgenomic RNA seems to
be produced for translation of downstream PLPV ORFs, whereas carmoviruses
generate two subgenomic RNAs for expression of the movement proteins and the
CP, respectively [39].

The ORF(p13)is alsounique to PLLPV although its location on the viral genome
is similar to that of the novel ORF(p23) of Hibiscus chlorotic ringspot carmovirus
which encodes a protein indispensable for host specific replication [26]. Database
searches have not demonstrated similarities between the putative PLLPV p13 and
any known protein and, moreover, computer-aided sequence analysis has not
revealed any motif in p13 which could provide an insight about its function.
Hence, the biological significance of p13, if produced in infected plants, is yet to
be determined.

Caution is required when the possible translation events on RNA are deduced
only from sequence data but should all proteins potentially encoded by PLLPV be
produced in vivo, the virus must use a variety of mechanisms for expression of its
genes. Translation of PLPV ORFs (p27) and (p87) will probably occur from the
genomic RNA involving a read-through mechanism in the case of ORF(p87), as
demonstrated for related ORFs of members of the family Tombusviridae [16, 40,
48, 55]. Indeed, the sequence surrounding the amber stop codon of ORF(p27) is
AAA-UAG-GGA, which is consistent with the consensus sequence required for ef-
ficient read-through AA(A/G)-UAG-G(G/U)(G/A) [16]. In the case of ORF(p13),
an internal ribosomal entryislikely for its translation because the optimal sequence
context of the initiation codon of ORF(p27) makes its expression via a leaky
scanning mechanism unlikely [12]. The remaining downstream ORFs may be
translated from the abundant 1.6 kb subgenomic RINA detected in PLLPV infected
plants. ORI(p7) would be expressed by conventional ribosomal scanning whereas
ORF(p6) might be translated from a non-canonical start codon by leaky scanning
and/or by a —1 FS mechanism giving rise to a p12 fusion protein (p7-FS). This
also distinguishes PLLPV from carmoviruses, whose small internal ORFs present
canonical initiation codons and are presumably translated by a leaky scanning
mechanism, with the exception of Melon necrotic spot virus for which a read-
through eventhas been predicted [38]. While we cannot exclude the production of a
subgenomic RNA accumulating to very low amounts for the CP gene’s expression,



Capitulo l

Genome organization of Pelargonium line pattern virus 961

over exposure of the Northern blots did not reveal such potential RNA species.
Thus, a leaky scanning mechanism or an internal ribosomal entry may account
for its translation.

Interestingly, the arrangement and predicted expression strategies of the ORFs
on the PLPV subgenomic RNA parallel those proposed for the unique subgenomic
RNA of Panicum mosaic virus (PMV), the sole member of the genus Panicovirus
in the family Tombusviridae, with the exception of an additional ORI overlapping
the CP gene within PMV (Fig. 1) [48]. Both subgenomic RNAs have a region
upstream of the CP gene devoid of AUG codons except for the one opening
the 5” proximal ORF which, moreover, has not an optimal translation context.
Furthermore, the proposed “shifty” heptanucleotide of PLLPV is identical in se-
quence and in an equivalent position to one found immediately upstream of the
stop codon of the PMV ORF(p8) (Fig. 2), thus reinforcing the hypothesis of the
production of a frameshift fusion protein. Attempts to detect the putative PMV p8-
FS in vivo have failed however [49]. In contrast, in vitro translation assays have
demonstrated that the non-canonical start codon of PMV ORF(p6.6) is active
despite its suboptimal initiation context (CUAGUGG). Subsequent mutagenesis
experiments have shown this ORF is required for efficient infection in plants
[49]. Despite not share clear sequence similarity, the PMV p6.6 and the potential
PLPV p6, also presumably translated from a non-canonical codon in a suboptimal
context, do have similar hydrophobicity profiles and, moreover, resemble those of
the p9 movement proteins of carmoviruses (data not shown). Only one membrane-
spanning domain however is predicted in the PMV p6.6 and the PLLPV p6 whereas
the carmovirus proteins contain two transmembrane segments [53]. Bioassays
with PMV mutants have suggested that the p6.6 plays a role in virus spread [49]
and, considering the analogies found between the two proteins, an equivalent
function can be anticipated for the PLPV p6.

A series of small isometric viruses naturally restricted to geranium has been
described including PEBY, Pelargonium leaf curl virus (PLCV), PNSYV, PelRSV,
PCRPYV, and PLPV. The characterization of these viruses has been mainly based on
their biological/physicochemical properties and serological relationships, raising
questions as to their taxonomy and status as distinct virus species [4, 18, 19, 27,
41, 43]. This has been further complicated by designating the same virus with
different names, for example PLPV, which was formerly known as Pelargonium
ring pattern virus [4]. Information on the genomic organization of these pathogens
will undoubtedly shed light on this issue. The primary structures of PFBV, a
carmovirus, and of PNSV, a proposed new species of the genus Tombusvirus,
have been recently reported [15, 37]. In addition, some authors have determined
the complete nucleotide sequence of other pelargonium viruses such as PCRPV,
PelRSV and also PLPV [20] but have not made the data public. Recently, the
genomic organization of PCRPV which potentially encodes five proteins very
similar to those involved in replication (p27 and p87), movement (p7 and p9)
and encapsidation (p37) in the genus Carmovirus has been described [21]. In-
terestingly, PCRPV resembles PLPV in producing a single subgenomic RNA
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for expression of downstream ORFs and in the likely involvement of a —1 FS
mechanism for translation of the second small internal ORF. It has been suggested
that such traits are also shared by PelRSV and ELV [21] and, based on these
common features and sequence similarities, it has been proposed to place the
four viruses in a new genus within the family Tombusviridae for which the name
Pelarspovirus has been advanced [21]. Only the CP sequences of PCRPV, PelRSV
and ELV are¢ available and show high identity with that of PLPV (44, 48 and 50%,
respectively). Consistently, the phylogenetic tree based on CP sequences grouped
the four pathogens together (Fig. 6). However, the limited sequence information
has not allowed us to further analyze similarities and differences between these
viruses and, therefore, commenting on the taxonomic proposal done.

To conclude, the results of this study support the classification of PLPV as a
member of the family Tombusviridae. Although the PL.LPV genomic organization
and the characteristics of its putative proteins indicate a close association with
members of the genus Carmovirus, the uniqueness in the arrangement of some
ORFs and proposed expression strategies hinder the direct assignment of the virus
tothis genus. The detailed description of the genomes of PCRPV, PelIRSV and ELV,
which resemble PLPV, will allow the establishment of more accurate relationships
and the performance of phylogenetic analysis based on whole genome sequences
as described recently [45]. We are currently attempting to elucidate the PLPV
translation mechanisms and to ascertain the role of the novel ORFs found through
the viral genome.
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Summary. — A set of cDNAs of Pelargonium line pattern virus (PLPV) was assembled under the control of
T7 RNA polymerase promoter and ligated into the plasmid pUCI8. Transcripts synthesized ir vitre from
cDNA were infections on Chenopadium guinoa according to locally induced lesions and hybridization assay.
The biological activity of the viral transcripts was particularly sensitive to the short 3’ terminus extensions,
whereas inclusion of the 3 extra bases at the 5' terminus did not substantially affect the infectivity. Inoculation
of the transcripts on plants Nicotiana benthamiana and Nicotiana clevelandii give rise to the systemic infection
indistinguishable from that established by the parental isolate. This is the first report about the preparation of
infectious RNA transcripts from a full-length ¢cDNA clone of PLPV.

Key words: Pelargonium line pattern virus; cDNA; infectious transcripts

PLPV is one of the most frequent viral pathogens in
Pelargonium spp. worldwide (Stone, 1980; Bouwen and
Maat, 1992; Franck and Loebenstein, 1994; Alonso and
Borja, 2005). The infections are often asymptomatic, but
under certain environmental conditions, the vellow-green
spots and line patterns on the leaves may appear what impair
their quality and marketability (Nameth and Adkins, 1993).
It should be noted that PL.LPV is proposed as a tentative
member of a prospective new genus in the family
Tombusviridae (Kinard and Jordan, 2002; Castafio and
Herndndez, 2005) though the virus has not been formally
classified into taxonomic scheme vet (Fauquet et al., 2005).
This is most likely due to the limited information on PLLPV
and other related viruses infecting geranium, what has
complicated their classification to a viral group so far.

‘Corresponding author. E-mail: cahernan@ibmcep.upv.es; fax:
+3496-3877859.

Abbreviations: cDNA = complementary DNA; dsRNA = double-
stranded RNA; gRNA = genomic RNA; PLPV = Pelargoninm line
pattern virus; RT = reverse transcription; ssSRNA = single-stranded
RNA

PLPYV virions are isometric, about 30 nm in diameter and
contain a linear positive-sense single-stranded RNA
(ssRNA). The complete nucleotide sequence of PLPV
genomic RNA (gRNA) has been recently determined
{Castafio and Herndndez, 2005). It comprises 3884 nt and
contains & ORFs flanked by an unusually short untranslated
regions of 6 nt at the 5' end and 247 nt at the 3" end. The
6 ORFs potentially encode proteins of 27 (p27), 13 (pl13),
87 (p8T), 7 (p7), 6 (p6) and 37 (p37) K. The ORF
arrangement on the PLPV genome closely resembles the
one found in the members of genus Carmovirus, family
Tombusviridae. Moreover, the putative PLPV gene products
presumably involved in replication (p27 and its readthrough
product p87), movement (p7), and encapsidation (p37) show
a high identity with proteins of this viral group. However,
some unique characteristics distinguish PLPV from the
carmoviruses, as the production of only one subgenomic
RNA in contrast to the carmoviruses that generate two. Three
related small isometric ssRNA viruses, Pelargonium ringspot
virus (unclassified), Pelargonium chlorotic ring pattern virus
(unclassified), and Elderberry latent virus (a tentative species
of the genus Carmovirus) share the same characteristics. In
advance, it has been suggested that they should be grouped
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together with PLPV into a new genus Pelarspovirus within
the family Tombusviridae (Kinard and Jordan, 2002; Castafio
and Herndndez, 2005).

The availability of a full-length cDNA prepared from the
viral genome capable of providing infectious transcripts has
enormously contributed to the studies about genomic
functions of plant viruses. In this paper, we report the
construction of a full-length ¢cDNA of the PLPV genome
under the control of the bacteriophage T7 promoter that
served as a template for the synthesis of infectious transcripts
in vitro. To our knowledge, this is the first report about the
preparation of cDNA clone for a tentative member of the
prospective genus Pelarspovirus. We supposed that
preparation of ¢cDNA allowed us to perform studies
concerning the replication, gene expression and patho-
genesis of this viral group.

PLPV, isolate PV-0193, was obtained from the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,
Braunschweig, Germany) and maintained by a sap
inoculation on the experimental host Chenopodium quinoa.
Total RNA from infected C. quinoa leaves was prepared by
the phenol extraction and lithium chloride precipitation
(Verwoerd et al., 1989) and used as a template for RT-PCR
reaction with Superscript [I-RT (Invitrogen) and Expand
High Fidelity DNA polymerase (Roche). Two overlapping
cDNAs were generated, one with primers CHI18
(5'-GCCTCCCTGCTGGCATAAACTAATAC-3")
complementary to nt 3578-3603 of PLPV gRNA and CH61
(5-GCAAGCTTGTAATACGACTCACTATAGGGAACA
AAATGGCACACTATTTTGG-3"), which contains a HipdIll
site (underlined) fused to a T7 RNA polvmerase promoter
sequence (in beld) followed by 23 nt of the 5' end of the
virus sequence. The second cDNA was generated with
primers CH17 (5'-GAAAATGGCCTTCTACGGGGAC-3"),
homologous to nt 2067-2088, and CH60 (5'-CCGG
ATCCCGGGCAGATCAGGGGGGTGGGTTAC-37),
complementary to the 3” terminus of the viral sequence (nt
3859-3884) with a Smal site (underlined) and a BamHI site
(in italics) at the 5' terminus. Ligation of the RT-PCR
products through the Xmnl site (present in the PLPV
sequence at nt 3091-3100) allowed us to generate
independent full-length viral ¢DNAs, which were
subsequently cloned into Hindl1l and BamtHI sites of the
plasmid pUCIS8. Two recombinarnt plasmids were prepared
and signed as pPLDS-1 and pPLDS-2. The plasmids were
digested with BamHI and transcribed using T7 RNA
polymerase (Fermentas). No cap analog was included in
the transcription reactions as the cap structure is not required
for infectivity of viral RNA among the members of the family
Tombusviridae. After recognition of its promoter, T7 RNA
polymerase will start transcription at the first of the
3 terminal G nt in the promoter sequence, thus the transcripts
were expected to contain 3 extra G nt at the 5' terminus

compared to the viral RNA. In addition, as the plasmids
were linearized with BamHI prior in vitre transcription, the
transcripts were also predicted to harbor 5 extraviral nt
(GGAUCQC) at the 3" terminus derived from the BamHI target
site. The C. guinoa plants were mechanically inoculated with
RNAs derived from each cDNA clone (approximately 0.7
pg per leaf). The mock-inoculated plant served as a negative
control. None of the inoculated leaves developed chlorotic
lesions typical of PLPV infections. Likewise, hybridization
assays confirmed the absence of the virus in the inoculated
leaves. To study more closely the absence of infectivity of
these clones, we determined their nucleotide sequences that
showed 99% nt identity with the PLPV (Castafio and
Herndndez, 2005). No obvious lethal nuclectide changes
were detected in the construct pPLIDS-2. On the other hand,
one of the nucleotide substitutions present in the construct
pPLDS-1 (C703T) led to the introduction of a premature
stop codon in ORF (p27), which might be responsible for
the non-viability of the corresponding transcripts.

Two following sets of partial cDNAs were generated by
RT-PCR using two different pairs of primers: CH61 and
CHo64 (5'-CCAGTCTAGACCTCACGCCAATTTC-3",
complementary to the nt 16631687 of the PLPV gRNA, or
CH60 and CH63 (5-CGTGAGGTCTAGACTGGTGA
ACAACG-3"), homologous to the nt 1671-1697. These
c¢DNAs covering the 5" and 3" portion of the gRNA,
respectively, and containing an Xbal site (present at nt 1678—
1683 in PLPV genome) in the overlapping region, were used
to ready exchange of these regions in the initial non-
infectious construct pPLDS-2. Transcripts derived from
several of the resulting clones with the 5" portion replaced,
induced chlorotic lesions when inoculated on C. guinoa
leaves. The presence of the virus in lesions was confirmed
by the Northern blot hybridization (data not shown). One
representative of these clones, signed pPLDS-10 (Fig. 1),
was randomly selected for sequencing and was found to
differ from pPLDS-2 at six nt positions within ORF (p27)
and/or ORF (p87). Which of these nucleotide changes
reversed the non-infectivity of pPLDS-2 is currently under
investigation. Despite the biological activity displayed by
pPLDS-10 derived transcripts, the number of lesions that
appeared on the inoculated leaves was considerably lower
than that observed with the viral RNA as inoculum (Fig. 1
and data not shown). Therefore, we followed two approaches
to test the effect of additional nucleotides at the 5' and/or 3'
terminus of the transcripts on their infectivity. The viral full-
length cDNA inserted into pPLDS-10 was amplified by PCR
and ligated into pUCI18-derived plasmid. This plasmid
contained the CaMV 35S promoter and the terminator
sequence from the nopaline synthase gene in such a way
that RNA polymerase II would initiate transeription exactly
at the first nucleotide of the viral sequence. C. guinca leaves
inoculated with the resulting construct (approximately 2 ug



SHORT COMMUNICATIONS

Capl’tulo ” 87

273

CONSTRUCTS

pPLDS-10 AAGCTTGlaalacgac‘tcaciataEggAACAA.,“.CTGCCCGGGATCC — 5" GGGAACAA....CTGCCCGGGATC 3’

Hindlll BamHI

Smal

T7 promoter

pPLDS-10 AAGCTTGtaatacgactcactatagggAACAA. .. CTGCCCOGGATCC ==k  5° GGGAACAA....CTGCCC 3°

Hindlll BamHI

Smal

T7 promoter

Kpnl + T4 DNA pol +
T7 RNA pol

pPLDS-10K AAGCTTGtaatacgactcactatagggAACAA.... CTGCCCGGTACC = 5 GGGAACAA....CTGCCCG 3’

Hindlll T7 promoter Kpnl

BamHI +
T7 RNA pol

Smal +
T7 RNA pol

TRANSCRIPTS

SYMPTOMS

Fig, 1

Schematic representation of the generation of transcripts from constructs pPLDS-10 and pPLDS-10K

The nucleotide sequences and restriction sites are shown at the borders of the full-length viral cDNA. The initiation site for transeription is indicated
by asterisk and non-viral nueleotides in the transcripts are shown in italics. Photographs at the right show the lesions induced by the different transeripts

on C. quinca leaves.

per leaf) developed lesions similar in number to those
induced by transcripts synthesized in vitro from BamHI
digested-pPLDS-10, although their appearance was delayed
1-2 days with respect to the transcript-inoculated plants.
In view of the above result, the possible effect of the extra
nt present at the 3' terminus on the infectivity of the
transcripts was investigated. The viral ¢cDINA inserted in
pPLDS-10 was amplified by PCR with primers CH61 and
CH89 (5-ACGTGGTACCGGGCAGATCAGGGGGGT
GGGTTAC-3"), complementary to the 3' terminus of the
viral sequence (nt 3859-3884) with a Kpnl site (underlined)
at the 5" terminus. The PCR product was digested using
HindTll and Kpnl and ligated to the properly digested pUC18.
The resulting recombinant plasmid signed as pPLDS-10K
was used as a template to synthesize transcripts after its
linearization with Kpnl and subsequent polishment with T4
DNA polymerase (Roche). In addition, new transcripts were
synthesized from the construct pPLDS-10 linearized with
Swral. The number of lesions induced by the transcripts
derived from the Smal digested plasmid that were expected
to contain a deletion at the 3' terminus was about 10-fold
higher than number of lesions induced by the transcripts
from the SamHI linearized construct or by the Kpnl plus T4

DNA polymerase treated pPLDS-10K template that were
predicted to contain the precise 3' end (Fig. 1). This result
strongly supported the idea that the G nt previously
determined as the 3" terminal residue of the PLPV genome
(Castafio and Hemandez, 2005) is not in fact present in the
viral ssRNA. The replicating form of double-stranded RNA
(dsRNA) in several positive RNA viruses carries an extra
residue at the 3' terminus of the plus and/or minus strand
(Karasev et al., 1995:; Galiakparov et al., 1999). Since this
kind of dsKRNA was the template used for cloning and
sequencing of the PLPV 3'-proximal region, our present
observations indicated that PLLPV as well as the remaining
members of the family Tombusviridae ended with CCC-OH
(White and Nagy, 2004).

In addition, the transeripts derived from the Smal digested
pPLDS-10 construct were used to inoculate N. clevelandii
and N. benthamiana plants. The inoculated plants did not
develop obvious symptoms, but the viral RNA was detected
by Northern blot hybridization in both local and systemic
leaves like in the control plants inoculated with the parental
virus (Fig. 2).

In conclusion, we have generated a full-length cDNA
from PLPV and obtained the infectious transcripts. The



88 CaPitulo ”

274

SHORT COMMUNICATIONS

1 2 3 4 5

g —»

sg—> | .

Fig. 2
Northern-blot hybridization of total RNA from plants ineculated
with transcripts derived from Smal digested pPLDS-10

RINA samples were prepared from inoculated leaves of C. guinoa (2) or
from systemic leaves of N, clevelandii (3) and N. benthamiana (4). RNA
preparations from C. guiroa plants infected with PLPV isolate PV-0193
(1) and from the mock-infected plants (5) were included as positive and
negative controls, respectively. The arrows indicate PLPV genomic (g)
and subgenomic (3g) RNA.

results have shown a strong effect of additional nucleotides
at the 3' terminus of the viral RNA on infectivity of
transcripts, whereas three extra residues at the 5' terminus
did not substantially interfere with the viral multiplication.
COur results were in contrast with those reported for other
members of the family Tombusviridae as Pothos latent virus
or Melon necrotic spot virus, which infectivity was not
compromised by 3' extensions in the viral RNA (Rubino
and Russo, 1997; Diaz et al., 2003). To deepen our
knowledge of PLPV genomic organization and to clarify
the involvement of each viral protein in PLPV basic biology,
at this time reverse genetics experiments are being performed
using the biologically active cDNA clone.
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ABSTRACT
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Pelargonium line pattern virus (PLPV), a proposed member of a prospective genus (Pelarspovirus) within
family Tombusviridae, has a positive-sense, single-stranded genomic RNA. According to previous predictions,
it contains six open reading frames (ORFs} potentially encoding proteins of 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7
(p7), 6 (p6), and 37 kDa (p37). Using a variety of techniques we demonstrate that all predicted ORFs are
functional, with the exception of (p13) and (p6). We also characterize a previously unidentified ORF which
encodes a 9.7 kDa protein (p9.7) that is essential for viral movement. Furthermore, we present evidence that
the single subgenomic RNA (sgRNA) produced by the virus directs synthesis of p7, p9.7 and p37. Remarkably,
the translation of these totally unrelated proteins is coordinated via leaky-scanning. This mechanism seems
to be favoured by the poor translation context of the start codon of ORF(p7), the non-AUG weak initiation
codon of ORF(p9.7} and the lack of additional AUG codons in any reading frame preceding ORF(p37). The
results also suggest that precise regulation of protein production from the sgRNA is critical for virus viability.
Altogether, the data supports the notion that PLPY belongs to a new genus of plant viruses.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Translational control plays a key role in modulating eukaryotic
gene expression. Because of the genome size constraints, and to
expand the expressible gene content, viruses frequently use distinct
mechanisms to modify ribosome behaviour. Such modifications may
relieve the restrictions to monocistronic expression that typically
characterize the eukaryotic translation system (Gale et al, 2000;
Gallie, 1996; Kozal¢, 2002). Leaky scanning is one of the most common
strategies employed by viruses to express overlapping open reading
frames (ORFs). It occurs when a proportion of ribosomes scanning
from the 5'-end of the mRNA bypass either the 5'-most AUG due to its
suboptimal sequence context (absence of purine in position — 3 and/
or G at position +4} or certain non-AUG triplets that can serve as
weal initiation codons {(Gordon et al, 1992; Kozak, 1989a; Peabody,
1989), to initiate translation at an alternative start codon downstream.
Re-initiation may also take place if ribosomes that have completed
translation of an initial ORF, resume scanning and (relinitiate
translation at an AUG located farther downstream (Kozak, 2001;
Luukkonen et al, 1995). Backward scanning and re-initiation at
upstream sites has also been reported for translation of overlapping
ORFs. This may occur when the stop codon of the upstream ORF is
close to the start codon of the downstream ORF (Kozak, 2001;
Peabody et al, 1986; Thomas and Capecchi, 1986). Finally, internal

* Corresponding author. Fax: +34 96 877859.
E-mail address: cahernan@ibmep.upv.es (C. Herndndez).

0042-6822/% - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.virol. 2005.01.017

initiation has been demonstrated for animal and plant viral RNAs. This
is mediated by internal ribosome entry site (IRES} elements that
facilitate direct recruitment of the pre-initiation complex, bypassing
5'-dependent scanning to access internal start codons (Hellen and
Sarnow, 2001; Kneller et al., 2006).

Besides the above mechanisms related to alternative translation
initiation, viruses employ strategies to ensure that all their genes are
accessible to the eukaryotic protein-synthesizing system. Examples
include “recoding” that permits readthrough and frameshifting, or the
generation of subgenomic RNAs (sgRINAs) (Fauquet et al., 2005).
Another intriguing feature of viral RNAs is that many of them lack a 5'-
cap structure and/or a 3'-poly(A) tail. This is the case in more than
80% of plant positive strand RNA viruses. Deciphering how these non-
canonical RNAs regulate their expression may provide valuable clues
on the diversity and complexity of gene translation mechanisms.

Pelargonium line pattern virus (PLPV) is one of the most prevalent
viruses affecting geraniums (Pelargonium spp.} (Alonso and Borja,
2005; Bouwen and Maat, 1992; Franck and Loebenstein, 1994; Stone,
1980). PLPV has a positive-sense, single-stranded genomic RNA
(gRNA) of 3883 nt that is packaged into an icosahedral particle of
about 30 nm. This gRNA lacks a 5'-cap structure or a 3'-poly(A} tail
and, according to in silico analyses, contains six ORFs potentially
encoding proteins of 27 (p273},13 (p13}, 87 (p87}, 7 (p7), 6 (p6}, and
37 kDa (p37) (Castaiio and Hernandez, 2005, 2007). Such ORFs are
flanked by an unusually short untranslated region (UTR} of 6 nt at the
5'-end and by a 247 nt long UTR at the 3'-end. The arrangement of
ORFs on the gRNA is similar to that of members of the genus
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Carmovirus in the family Tombusviridae. With the exception of p13 and
p6, which do not show significant similarity to protein sequences in
data banks, putative PLPV gene products share considerable sequence
identity with proteins involved in replication (p27 and p87, the latter
one with the motifs typical of RNA dependent-RNA polymerases),
movement (p7} and encapsidation (p37) in this viral group. However,
whereas carmoviruses generate two sgRNAs, PLPV produces only one
as do three other related small isometric single-stranded RNA viruses,
Pelargonium ringspot virus, Pelargonium chlorotic ring pattern virus
(PCRPV) and Elderberry latent virus. This common trait has led to the
suggestion that the four pathogens should be clustered together into a
new genus, Pelarspovirus, within the family Tombusviridae. Such a
proposal is supported by phylogenetic analyses (Castafic and
Herndndez, 2005; Kinard and Jordan, 2002; Stuart et al., 2006).
Based on sequence data, it was anticipated that if all proteins
potentially encoded by PLPV are produced in vive the virus must use a
variety of mechanisms for expression of its genes (Castafic and
Herndndez, 2005}. Thus, translation of ORFs (p27}, (p13) and (p87)
were proposed to occur from the gRNA involving read-through of the
amber stop codon of ORF(p27} in the case of ORF(p87} and possibly an
IRES in the case of ORF(p13). The remaining downstream ORFs could
be translated from the abundant sgRNA of 1.6 kb detected in PLPV
infected plants. ORF{p7}, located 5'-proximal in the sgRNA, would be
expressed by conventional ribosomal scanning whereas the over-
lapping ORF(p6) might be translated from a non-AUG initiation codon
by leaky scanning and/or by a — 1 frameshift mechanism giving rise to

a pl2 fusion protein (p7-FS). Internal ribosomal entry or leaky
scanning was considered the most plausible mechanisms for transla-
tion of the 3'-proximal ORF(p37).

In this work, we have firstly identified the biologically active ORFs
of PLPV. Next, we have investigated the mechanisms of gene
expression from the gRNA and the sgRNA. We present evidence that
the latter directs synthesis of three distinct proteins and, most
remarkably, that translation of these proteins is coordinated via leaky-
scanning. The results also support that maintenance of protein
production ratios from the sgRNA is critical for virus viability. Globally,
the data provide further justification for the contention that PLPVY
belongs to a new genus of plant viruses.

Results

Four out of the six ORFs predicted in PLPV genome are essential for effective
infection in local and systemic hosts

As mentioned above, our previous sequence analysis of PLPV
genome indicated the presence of six ORFs potentially encoding pro-
teins p27 p13, p87 p7 p6 and p37 (Fig 1A}. To assess their biological
significance, a set of mutants with the presumed start codon of each
ORF independently modified (Fig. 1B} was generated using as template
the PLPV infectious clone pPLDS-10 (Castafio and Hernandez, 2007).
Transcripts were synthesized from pPLDS-10 and from the individual
mutant constructs and used to mechanically inoculate Chenopodium

A
530 913 ™ 2251 5574 2465 2621 3637
p13 p7 pa7
pPLDS-10 5] - §i PIIE’;/B 3§::A
7 727 2304 2441 2611
B
7AUGH
p2Taug- 4'6'{9_!@'@ _________________________ 'p7I£6_| _ p37
ST e g PO A ! e A e s e Sl s L) !
oAU >ACC
. ; : p7 p37
R T 7] pe7 [ Tes]
FT4AUG>GUG
N p13 P p37
RIS T 5ar | pe7 (8]
_ p13 p7 p37
R T | pe7 [
2441AUU>GUU
= PrAUGRUSS .
p13 p7 .
P3faug T o7 | p87 | [ps]
7 37
p27stop = m ————————————————————————— 'plp_ﬁ[ s
S
p13 p7 p37
p27tyr | 87 | lp_sl
R1uaGeuac
_PEUcA>UAA
p13stop P27 1L KPT 7S P37
;

Fig. 1. Location of mutations in PLPV constructs. (A) Previously proposed structure of PLPV gRNA (Castafio and Hernandez, 2005, 2007). Open boxes correspond to predicted ORFs.
Numbers above and below the boxes represent the nucleotide positions of the codons defining each ORE The transcription start site of the sgRNA at nt 2251 is marked by an arrow.
(B) Schematic representation of PLFV mutants. Nucleotide substitutions were introduced into the full-length cDNA clone pPLDS-1C leading to triplet changes that are depicted for
each mutant. In mutants p13aug- and p6auu-, besides altering the presumed start codons of the corresponding ORFs, close downstream triplets have been also modified (**°AUG in
p13aug- and **2CUG and ****AUU in p6auu-) to unsure abolishment of protein production. In all mutants, dashed boxes correspond to ORFs that are not expected to be translated.



Table 1
Construct  Lesions in ~ PLPV detection
C gquinoa

C guinoa N. benthamiana ~ N. benthamiana
(inoculated leaf)  (systemic leaf)  (agroinfiltrated leaf)

pPLDS-10 ++ SR ST all

p27aug- - - - -

pZ7stop - - - -

p27tyr - - - -

pl3aug- ARk S Sk NA

pl3stop Shehs S e NA

p7aug- - - = Srer

pbauu- Srar st Tt NA

pS.7gug- = = = S

p37aug- = = i stite

NA: not applicable.

quinea plants. A similar number oflesions was observed at 7 days post-
inoculation on C. quinoa leaves challenged either with the wild type
(wt) construct, pPLDS-10, or with constructs p13aug- and pSauu-, and
Northern blot hybridizations revealed equivalent accumulation levels
of viral RNAs in these leaves (results summarized in Table 1}. The virus
was also detected in local and systemic leaves of Nicotiana benthami-
ana plants 28 days after inoculation with the latter constructs (Table 1)
though plants did not develop obvious symptoms in line with previous
observations (Castafio and Hernandez, 2007 ). Though the infectivity of
mutant pl3aug- suggested that ORF(p13} lacked biological signifi-
cance, its conservation in different isolates of the virus (Castafio, Ruiz
and Hernandez, unpublished results) prompted us to further explore
whether it could play a non-essential or a host-specific role during
infection. To this aim, the bicassay of mutant p13aug- was extended to
a third host, N. clevelandii, and the progress of the infection in this host
and also in N benthamiana was weekly monitored by dot-blot
hybridization. Mutant pl3aug- was able to systemically infect N.
clevelandii and N. benthamiana plants as efficiently as the wt construct,
with no significant differences in the time course of virus spread or in
viral accumulation levels (data not shown). The change of the
presumed >3°AUG start codon of ORF(p13) by ACG in mutant

A GENOMIC
°
’ C‘b Q
Q % & v
kDa Q Q Q Q
85— . *—p87
63.8—
26 — ~— — —p27
1 2 3 4
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p13aug- (Fig. 1) could still allow production of low levels of p13
considering that triplet ACG may function as a noncanonical start
codon. Thus a new mutant was generated, p13stop, with a premature
stop codon in ORF(p13) (Fig. 1). This mutant was also mechanically
inoculated onto C. quinca, N. benthamiana and N. develandii plants
giving rise to infections indistinguishable from those established by
the wt construct (Table 1 and data not shown).

In contrast with that observed with constructs p6auu-, p13aug-
and p13stop, no lesions appeared on C quinoa leaves inoculated with
transcripts derived from mutants p27aug-, p7aug- or p37aug-, and
hybridization assays corroborated the absence of PLPV RNAs in these
leaves as well as in N. benthamiana plants inoculated with the same
transcripts (Table 1). Among these mutants, only p27aug- was
undetectable in N. benthamiana leaves after Agrobacterium-mediated
viral inoculation (Table 1), an inoculation system that allows
measuring the RNA accumulation level in cells independently of the
ability of virus cell-to-cell movement (Chiba et al., 2006; Gopinath
et al., 2005; Voinnet et al., 2000). The results were in agreement with
the anticipated involvement of p27 (and its presumed read-through
product, p87) in viral replication and the lilkely involvement of p7 and
p37 in viral movement and encapsidation, respectively (Castafic and
Herndndez, 2005).

To confirm the lack of expression of the mutagenized ORFs,
transcripts derived from the wt and the mutant genomic and/or
subgenomic constructs were employed as templates for in vitro
translation reactions using wheat germ extracts and including [3°S]
methionine or [*C]leucine to label the products. Two proteins with
apparent molecular masses of 27 and 87 kDa (Fig. 2A, lane 1} were
synthesized from the wt genomic transcript. Mutation of the 7AUG
codon of ORF(p27) in construct p27aug-, led to abolishment of p27
and p87 production from the genomic RNA (Fig. 2A, lane 2},
supporting that both proteins share the initiation codon and that
p87 is the readthrough product of p27. Moreover, in vitro translation
of two additional mutants, p27stop and p27tyr (Fig. 1B}, both non-
infectious in plants and unable to accumulate in N. benthamiana
leaves after agroinfiltration (Table 1}, confirmed this point: no p87
was produced from the former mutant whereas this protein, and not
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Fig. 2. In vitro translation assay of PLPV transcripts derived from genomic (A) and subgenomic (B) wt and mutant constructs. The constructs, whose description is provided in the text
and in Fig. 1, are indicated ahove the lanes. Translation products labeled with [**S]methionine (A) or [**C[leucine (B) were separated on SDS-12% polyacrylamide gels and visualized
by autoradiography. Positions of protein molecular weight markers (in kDa) are depicted on the left side of the panels and PLPV proteins are indicated on the right side of each blot.
The asterisk in (A) marks the position of a background band and the arrow in (B) marks a protein whose identification was suhsequently done (see text and Fig. 4A).
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Fig. 3. Location of mutations in PLPV constructs. (A) Structure of PLFV genome proposed after functional analysis of ORFs (this work). Open boxes correspond to biologically active
ORFs. The transcription start site of the sgRNA at nt 2251 is marked by an arrow. (B) Schematic representation of PLPV mutants. Nucleotide substitutions introduced into the full-
length cDNA clone pPLDS-10 are depicted for each mutant. Mutants pS.7aug*3 and pPLDS-10hp were generated only as subgenomic constructs. PLPV positions flanking the hairpin

structure engineered in mutant pPLDS-1Chp are indicated. Other details as in Fig. 1.

p27, was synthesized from the latter mutant (Fig. 2A, lanes 3 and 4).
Production of the putative p13 was not detected from in vitro
translation of the wt gRNA (Fig. 2A, lane 1} which, together with the
outcome of bioassays with mutants p13aug- and p13stop (Table 1),
suggested that ORF(p13} is not expressed in vivo.

Expression of the two small ORFs (p6) and (p7} as well as of ORF
(p37) was expected to occur from the PLPY sgRNA and three proteins
with estimated molecular masses reasonably consistent with this
expectation were observed from in vitro translation of wt subgenomic
transcripts (Fig. 2B, lane 1}. Though the translation patterns were the
same irrespectively of using [**S]methionine or [*C]leucine to label
the in vitro synthesized proteins, the latter one permitted better
detection of the intermediate size product. This may be because its
leucine content is higher than that of methionine. Alteration of
¥1AUG in mutant p37aug- strongly diminished production of the
bigger protein allowing its assignment to ORF(p37} (Fig. 2B, lane 4).
The low p37 production still detected from p37aug- sgRNA was likely
the result of translation from a noncanonical AAG start codon located
six nt downstream of 252'AUG. However, mutation of *27AUG in
p7aug- sgRNA revealed that the smaller detected protein was the
product of ORF(p7) (Fig. 2B, lane 2) whereas modification of 2**1AUU
in pGauu- sgRNA did not alter the pattern of translation products

(Fig. 2B, lane 3). Moreover, no evidence for synthesis of a frameshift
product of ORF(p7} was obtained from in vitro translation experi-
ments. These results, together with those from the bicassay in plants
of mutant p6auu- (Table 1}, indicated that the initially predicted ORF
(p6) was unlikely to be biologically active and that, instead, another
missed ORF could be relevant for viral infection as related viruses
produce two small proteins to assist viral movement (Lommel et al.,
2005).

A newly identified ORF with a non-AUG start codon encodes a protein of
9.7 kDa indispensable for virus cell-to-cell movement

Upon re-examination of PLPV sequence an ORF initially ignored,
(positions 2371 to 2637), was identified. This putative ORF, which
overlaps ORF(p7), lacked AUG codons and could give rise to a protein
with a molecular mass up to 9.7 kDa considering triplet >*'GUG as the
initiation codon. Interestingly, this protein showed high sequence
identity (44.4%) with one potentially encoded by PCRPV, another
proposed member of the prospective genus Pelarspovirus, suggesting
it may have functionality in vivo.

In order to assess whether the protein with a size slightly higher
than that of p7 detected from in vitro translation of wt sgRNA could be



assigned to the newly identified ORF, two additional mutants were
generated by converting two presumed triplets of the corresponding
reading frame, 2**2CUC and #*?2CAG, into stop codons {constructs
p9.7stopl and p9.7stop2, respectively; Fig. 3). In vitro translation of
subgenomic transcripts derived from these two mutants did not yield
the protein migrating immediately above p7 (Fig. 4A, lanes 2 and 3)
indicating that it was the product of the predicted ORF and that its
translation was initiated upstream triplet 2*2CUC. This result pointed
to triplet 2”'GUG or, alternatively, >*33AGG, as the start codon of the
reading frame. Conversion of triplet 2*”'GUG into GCG in mutant
p%.7gug- (Fig. 3} abolished the production of the protein from the
corresponding subgenomic transcript (Fig. 4A, lane 4), implying that
its translation starts at the first triplet of the open reading phase
deviating from AUG at one position as the vast majority of non-AUG
initiation codons (Kozak, 1991; Touriol et al., 2003). Mutant p%.7gug-
did not induce lesions when mechanically inoculated on C quinca

Capitulo|]] 95

leaves and hybridization assays confirmed the absence of an effec-
tive infection (Table 1). This mutant was also unable to infect
N. benthamiana plants but accumulated at wt levels in N. benthamiana
leaves after agroinoculation (Table 1). Globally, the results showed
that the newly predicted ORF is expressed in vivo and that the
resulting product of 9.7 kDa (p9.7) is most likely involved in virus
movement.

Translation of internal ORFs from PLPV sgRNA is most likely regulated by
leaky scanning

As shown above, in vitro translation assays clearly indicated that
PLPV sgRNA directs the synthesis of three distinct proteins, p7, p9.7
and p37, being the translation of latter one very efficient despite the
3'-proximal position of the corresponding ORF (Fig. 2B, lane 1).
Indeed, taking into account the relative intensity of the labeled protein
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Fig. 4. In vitro translation assay of PLPV transcripts derived from wt and two different sets (A and B) of mutant subgenomic constructs. The constructs, whose description is provided

in the text and in Fig. 3, are indicated above the lanes. Translation products labeled

with [“C]leucine were separated on SDS-12% polyacrylamide gels and visualized by

autoradiography. A graphic representation of levels of p37 expressed in vitro is shown below the autoradiogram of panel B. The expression of p37 from pPLDS- 10 is represented as
100% and the effect of mutations on the translation of ORF(p37) from other templates are represented as percentages of the p37 expression from pPLDS-10. The percentage is shown

as the mean and standard error of the mean. Other details as in Fig. 2.
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bands and the distinct leucine content of the proteins, the efficiencies
of p9.7 and p37 gene translation were estimated to be about 10% and
50%, respectively, of that of the p7 gene. The possibility that p37 would
be expressed from a monocistronic degradation product of sgRNA
instead of the full-length molecule was ruled out as we did not detect
any outstanding degradation products during the in vitro translation
reactions (data not shown). The tricistronic arrangement of PLPV
sgRNA has few parallelisms in the plant {or eukaryotic} world, and
suggests that different translational mechanisms may account for
expression of internal ORFs which, moreover, should be tightly
regulated in order to achieve proper ratios of the encoded proteins.
The mechanism involved in ORF(p9.7} expression could already be
inferred from the in vitro translation results with p7aug- sgRNA which
showed that mutation of the *?”AUG start codon of ORF(p7) to GUG
increased p9.7 production by at least 2-fold (Fig. 2B, lane 2). This
observation strongly supported that translation of ORF(p9.7) is
accomplished by lealy scanning which would be favoured by the
poor translation context (cgaAUGg) of the start codon of ORF(p7).

Three alternative mechanisms were considered to be the most
plausible for expression of the p37 gene. First, translation of p37 could
occur by direct internal initiation because of the presence of an IRES as
described for different plant viruses including Hibiscus chlorotic
ringspot virus (HCRSV), a member of the genus Carmovirus whose
CP may be translated from genomic and subgenomic RNAs through
such type of element (Koh et al., 2003, 2006). Second, ribosomes may
resume scanning after translating the initial short ORF(p7) by a
termination-reinitiation mechanism. Alternatively, ribosomes may be
able to scan backward and reinitiate at the once-bypassed upstream
AUG codon of the p37 gene after reaching the stop codon of the p9.7
gene, as both codons are separated by only 11 nt. Last, p37 synthesis
may involve leaky scanning.

IRES have been proven to drive protein synthesis of a second
cistron when placed outside of its genetic context (Hellen and Sarnow,
2001; Martinez-Salas, 1999). Insertion of PLPV sgRNA regions
preceding the start codon of the p37 gene into HIS-GFP bicistronic
constructs did not promote translation of the GFP gene {data not
shown}, arguing against the involvement of an IRES in p37 translation.
In concordance with these results, removal of distinct segments
preceding the start codon of ORF(p37) in PLPV sgRNA did not
substantially affect production of p37 from the corresponding
subgenomic transcripts (data not shown}.

On the other hand, the 63 codon ORF(p7) is considerably larger
than what would be expected for an ORF that directs translation re-
initiation (Meijer and Thomas, 2002} and thus, improbably provides
access to the ORF(p37) start codon by “escorting” some ribosomes
past the ORF(p9.7) start site. In line with this view, abolishment of p7
production in mutant p7aug- did not negatively affect p37 translation,
indicating that ribosome scanning is unlikely to be resumed after
translation of the first ORF to reinitiate translation at the downstream
ORF(p37} start codon (Fig. 2B, lane 2}. Ribosomal backwards scanning
after reaching the stop codon of the p9.7 gene was also discarded since
neither elimination nor premature termination of ORF(p9.7} in
mutants p9.7gug-, p9.7stop1 and p9.7stop2 had detrimental effects
on p37 production (Fig. 4A). The leaky scanning hypothesis was then
explored. It was reasoned that this mechanism could be favoured by
the poor translation context initiating ORF(p7}, and by the non-AUG
wealk initiation codon of ORF(p9.7}). Another remarkable feature of
PLPV sgRNA is that the region preceding ORF(p37) is devoid of AUG
codons in any reading frame except for that initiating ORF(p7}, which
would facilitate scanning toward a downstream AUG. To test this
hypothesis, a new set of mutants was generated by converting the
GUG start codon of ORF(p9.7) to AUG, CUG or ACG (mutants p9.7aug,
p9.7cug and p9.7acg, respectively; Fig. 3B). As expected, the CUG and
the ACG codons directed translation initiation with an efficiency
similar to that of the wt GUG (Fig. 4B, lanes 2 and 3}, whereas a 4-fold
enhanced p9.7 production was observed with the AUG codon (Fig. 4B,

lane 4}. This enhancement correlated with a 2.5-fold reduction in p37
synthesis supporting leaky scanning as the mechanism that directs
translation of p37. In line with this possibility, introduction of two
additional AUGs (in good contexts) within the region preceding the
start codon of ORF(p37} in mutant p9.7aug*3 (Fig. 3B}, led (o a
stronger reduction (10-fold) in p37 preoduction (Fig. 4B). It is
noteworthy that the AUG codon at position 2441 engineered in
mutant p9.7aug*3, which is in frame with that engineered at position
2465 but out of frame with respect to that opening ORF(p9.7), could
potentially function as start codon of an ORF ending at *S%®UAG.
Translation of such ORF would lead to a polypeptide with predicted
molecular mass of 6.2 kDa. Though no clear evidence for expression of
this polypeptide was obtained, a reinforcement of the p7 band was
observed with construct p9.7aug*3 (Fig. 4B, lane 5} which suggested
co-migration of p7 with an additional translation product, a point
which could not be unequivocally confirmed.

Finally, the presence of strong secondary structures in the leader
sequence of mRNAs usually reduces the translation efficiency of the
downstream ORF(s} as they interfere with assembly of the pre-
initiation complex and/or impede conventional scanning of 408
subunits (Kozak, 1989b). Introduction of a small and stable hairpin in
the leader sequence of PLPV sgRNA, 6 nt down from the 5'-end, in
mutant pPLDS-10hp (Fig. 3B}, severely diminished production of the
three sgRNA encoded proteins (Fig. 4B, lane 5), clearly showing that
translation of p37, as that of p7 and p9.7, is 5'-dependent as expected
for a leaky scanning mechanism. Our results taken as a whole strongly
suggested coordinate expression of p7, p9.7 and p37 genes from PLPV
sgRINA via leaky scanning.

Alteration of production ratios of PLPV sgRNA encoded proteins strongly
affects viral infectivity

To determine whether modification of the production ratios of
sgRNA encoded proteins could affect virus infectivity, mutants
p9.7cug, p9.7acg and p9.7aug were bioassayed in C. quinoa. Mutant
p9.7cug, whose sgRNA directed protein translation in fashion similar
to that of wt molecule (Fig. 4B, lane 2}, gave rise to infections
indistinguishable from that established by construct pPLDS-10, as
assessed by the appearance of lesions on the inoculated leaves and by
Northern blot hybridization (data not shown). Conversely, no
infection was detected after inoculation with mutant p9.7aug which
showed a strong bias in protein ratios in in vitro translation assays
with the corresponding sgRNA (Fig. 4B, lane 4). The engineered
nuclectide substitution in the latter mutant (**”'G — A; Fig. 3) caused
a change (S33N) in the amino acid sequence encoded by the
overlapping ORF(p7) which could be responsible of the inability of
the mutant to infect. However, mutant p9.7acg carries nucleotide
substitutions (Z*7'GU — AC; Fig. 3) that also lead to the change 533N
inp7 but allow p9.7 translation initiation at an efficiency equivalent to
that of the wt start codon (Fig. 4B, lane 3}, and this mutant was
infectious when inoculated on C. quinoa though the appearance of
lesions was delayed 3-4 days with respect to the wt. Sequence
analysis of total RNA from infected leaves 2 weeks post-inoculation,
revealed that the mutated codon (**”'ACG) was maintained and did
not revert to the wild-type GUG, indicating that the change S33N in p7
is not deleterious and that the lack of infectivity of mutant p9.7aug is
likely due to the unbalance in protein production.

Discussion

In vitro transcripts from mutagenized PLPV ¢DNA clones have
allowed assignment of functional significance to ORFs on the PLPV
genome. Based on aminoe acid sequence comparisons with proteins of
known function it was hypothesized that the translation products of
ORFs (p27} and (p87) would be involved in viral RNA replication, and
those of ORFs (p7} and (p37) in viral movement and encapsidation,



respectively (Castafio and Herndndez, 2005). The results of this work
are consistent with these anticipations and have provided information
on two additional, previously predicted ORFs (p13 and p6). These
newly identified ORFs potentially encode for proteins with no
noticeable similarity to protein sequences in data banks. Mutations
affecting ORF(p13} had no obvious effects on viral infection in three
distinct experimental hosts and, moreover, the expected translation
product was not detected in in vitro translation assays suggesting that
this ORF is not expressed in vivo. Evidence for expression of p6 was
also not obtained. Instead, another protein, p9.7, was found to be
essential for virus spread indicating that the double gene block
typically involved in movement of carmo-like viruses (Hull, 2002; Li
et al., 1998; Navarro et al,, 2006) must be formed by ORF(p7) and the
newly identified ORF(p9.7}, both overlapping and lying in the middle
of the genome. In agreement with this view, p9.7 has a hydrophobicity
profile which closely resembles those of the larger movement proteins
of carmoviruses (Navarro et al., 2006) despite it shows scarce
sequence similarity with them (data not shown). Remarkably, this
PLPV protein shares notable sequence identity (44.4%, as indicated
above} with a 9.4 kDa protein potentially encoded by a centrally
located ORF of PCRPV. The initiation codon of such ORF would also
correspond to a non-AUG triplet (Kinard and Jordan, 2002} further
extending the resemblances among PLPV and PCRPY, both tentative
members of the prospective genus Pelarspovirus.

Bioassay of mutant p37aug- showed that abolishment of CP
production has a drastic effect on local and, consequently, also on
systemic PLPV movement. The requirement of CP for cell-to-cell and
systemic movement varies among distinct members of the Tombus-
viridae. Thus, CP expression is dispensable for cell-to-cell movement
of species of the genera Aureusvirus (Reade et al, 2003; Rubino and
Russo, 1997}, Necrovirus (Molnar et al, 1997), and Dianthovirus
(Vaewhongs and Lommel, 1995). Conversely, CP-deficient mutants
of Panicum mosaic virus (PMVY}, in the genus Panicovirus (Turina et al.,
2000}, or Melon necrotic spot virus, in the genus Carmovirus (Genovés
et al,, 2006}, failed to move from cell to cell. In the case of Turnip
crinkle virus, another member of the genus Carmovirus, CP is required
for cell-to-cell movement in N. benthamiana but not in Arabidopsis,
though is essential for systemic movement in both hosts (Cohenetal.,
2000; Hacker et al., 1992; Heaton et al, 1991}. These observations
contrast with those obtained with members of the closely related
genus Tombusvirus which can move both cell to cell and systemically
in the absence of CP {Russo et al., 1994; Sit et al,, 1995}. Whether the
CP of PLPV has a direct role in movement by forming part of the
complex that spreads the virus in the plant or contributes indirectly to
the establishment and maintenance of the infection remains to be
ascertained. Such indirect contribution could result from the ability of
the protein to inhibit RNA silencing-mediated degradation of viral
RNA as several related carmoviral CPs have been reported to suppress
of RNA silencing (Genovés et al, 2006; Martinez-Turifio and
Herndndez, 2009; Meng et al., 2006; Qu et al, 2003; Thomas et al.,
2003). Alternatively, PLPV CP could function as an accessory factor
protecting the genome or promoting in vivo translation and/or
stability of movement protein(s) as suggested for the CP of PMV
(Turina et al,, 2000}.

Besides identifying functional ORFs in the PLPV genome, valuable
insights into the mechanisms involved in their translation have been
obtained. Expression of the distinct PLPY ORFs seems to be achieved
by a variety of mechanisms of translation which, have to be cap-
independent as this structure is absent from the 5' end of PLPV RNAs
(Castafio and Hernandez, 2005}, as occurs in most, if not all,
members of the Tombusviridee (Lommel et al, 2005). In vitro
translation assays have confirmed the expression of the replicase
proteins, p27 and its readthrough product p87, from the gRNA and,
moreover, have corroborated that the 6 nt long leader sequence (to
our knowledge, the shortest one reported for a natural mRNA) is able
to direct efficient translation even from an uncapped molecule. The
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layout of in vitro translation assays have also indicated that the
sgRNA is polycistronic directing the production of three distinct
proteins, p7, p9.7 and p37. Though full characterization of the
mechanism(s) implicated in sgRNA gene expression will require
additional worl¢, the results of the present study strongly suggest
that translation of the internal ORFs is accomplished by leaky
scanning. A peculiarity of the sgRNA sequence further supports this
view: the 370 nt region preceding the start codon of ORF(p37}
contains a single AUG codon. This start codon occurs in an
unfavourable context and opens ORF(p7}. In all other regions of
the viral genome, AUG codons are about as frequent as expected (i.e.,
one every 64 nt for an incompletely unbiased sequence). The lack of
additional AUG codons, even in nontranslated reading phases, seems
to indicate that potential translation start codons are under strong
negative selection in this segment of the genome. In this scenario, it
can be postulated that this particular sequence has evolved to allow
a fraction of the scanning ribosomal complexes that have reached
the start codon in a suboptimal translation context of ORF(p7} to
proceed toward ORF(p9.7). The weak initiation signal provided by
the non-canonical start codon of ORF(p9.7} would favour that part of
the scanning complexes proceeds further toward ORF(p37). Accord-
ing to this model, introduction of additional upstream initiation
signals would be expected to reduce downstream translation as
indeed was observed with subgenomic transcripts from mutant
p9.7aug and, particularly, p9.7aug*3 (Fig. 4B). Conversely, weaken-
ing or elimination of upstream initiation signals should increase
downstream translation as cohserved with p7aug- which showed
enhanced p9.7 production (Fig. 2B). However, we could not detect
significant enhancement of p37 production with p9.7gug- sgRNA
transcripts (Fig. 4A} which could be justified by the low efficiency at
which p9.7 is translated, indicating that the presence of ORF(p9.7}
only slightly reduces the number of ribosomes that reach ORF(p37}
and initiate there. The model also implies that translation of all
seRNA ORFs must be 5'-dependent and, consistently, a strong
negative effect on p7, p9.7 and p37 production was observed when
a stable hairpin was introduced in the leader sequence of the sgRNA
(Fig. 4B).

Leaky scanning is a mechanism frequently used to translate
different proteins from viral RNAs (reviewed by Ryabova et al,
2006). This mechanism usually leads to the production of two
polypeptides either with a common C-terminal region, when being
translated from the same ORF, or non related, if the start codons are
located in different phases (Belsham and Lomonossoff, 1991; Dinesh-
Kumar and Miller, 1993; Herzog et al, 1995; Shivaprasad et al,, 2005;
Simdn-Buela et al., 1997; Verchot et al., 1998; Weiland and Dreher,
1989). The most remarkable case of leaky scanning described to date
refers to the production of three totally unrelated proteins from ORFs |,
Il and II of a single RNA of the pararetrovirus Rice tungre bacilliform
virus (RTBV; Fltterer et al., 1997 }. Two additional viral RNAs that give
rise to three proteins via leaky scanning have also been reported
though two of them corresponded to C-terminal nested polypeptides
(Latorre et al., 1998; Suzuli et al.,, 1996). Translation of PLPV sgRNA
provides a notable new example of the use of leaky scanning for
synthesis of three distinct proteins from three separate, out of frame,
translation initiation sites. Lealky scanning in PLPV sgRNA parallels
that of RTBV RNA which is favoured by the non-AUG codon that opens
ORFI and the poor translational context of the AUG start codon of
ORFII allowing a significant fraction of ribosomes to reach the further
downstream ORFIII AUG (Fiitterer et al,, 1997 ). Moreover, a strong bias
against AUG codons is also observed in the region preceding ORFIII, as
ORFs I and 1 lack internal AUGs in any reading frame, a feature
conserved in related badnaviruses which suggests that the leaky
scanning mechanism is employed by two distinct genera of bacilliform
pararetroviruses (Pooggin et al, 1999). In this context, it is worth
mentioning that PCRPV sgRNA is predicted to resemble PLPV sgRNA in
ORF arrangement, in type and translational contexts of ORF start
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codons and in the absence of AUGs in the region preceding the CP gene
excepting for that opening the corresponding ORF(p7) (Kinard and
Jordan, 2002}, indicating that the mechanism of leaky scanning
proposed for PLPV might be shared by other members of the
prospective genus Pelarspovirus.

The lack of infectivity of mutant p9.7aug contrasts with the good
infectivity levels of mutants p9.7cug and p9.7acg and strongly
suggests that preservation of the ratios of the proteins produced
from the sgRNA is a requisite for virus viability. Moreover, these results
show that the wt GUG start codon of ORF(p9.7)} can be functionally
replaced by CUG or ACG but not by a canonical AUG start codon. The
utilization of weakly initiating non-AUG codon for maintenance of
correct ratios of proteins has been reported for both cellular and viral
mRNAs (Kozak, 1991; Touriol et al., 2003}, including some from plant
viruses belonging to different taxonomic groups (Fiitterer et al., 1996;
Shirako, 1998). Within the family Tombusviridae, HCRSV is the only
carmovirus which has been shown to utilize a non-AUG initiation
codon for translation of a virus-specific protein which seems to affect
symptom expression (Koh et al,, 2006; Zhou et al., 2006). A second
example of non-AUG start codon usage in the family Tombusviridae
corresponds to PMV, which encodes a small movement protein whose
translation initiation occurs at AUU (Turina et al., 1998). As PLPV, PMV
produces a unique, polycistronic sgRNA from which four proteins are
expressed, and it has been suggested that leaky scanning may account
for translation of the two 5'-proximal genes whereas translation of the
two 3'-terminal genes may involve a combination of leaky scanning
with as yet unidentified translation strategies (Batten et al., 2006;
Turina et al., 2000). Though the data presented here strongly support
that polycistronic translation of PLPV sgRNA is mainly accomplished
by leaky scanning, the contribution of other mechanisms cannot
completely be ruled out. Another open question refers to the
strategies PLPY RNAs adopt to be efficiently translated in the absence
of both a 5 cap and a poly(A) tail. To compensate for the lack of these
structures at the RNA termini, members of the families Tombusviridae
and Luteoviridae contain sequences in the 3' region of their genomes
which function as translational enhancers (TEs} (reviewed by Kneller
et al,, 2006}. PLPV has also been predicted to posses a 3' TE (Fabian
and White, 2006). Investigation on this issue may help to further
understand the regulation complexity of PLPV gene expression and
the networlk of molecular interactions involved.

Materials and methods
Plasmid construction

Plasmid pPLDS-10, which contains a wild-type (wt) full-length
PLPV c¢DNA inserted into pUC18 downstream from a T7 RNA
polymerase promoter, has been previously described (Castafio and
Herndndez, 2007). This plasmid was used as template to generate a set
of mutant constructs bearing nucleotide substitutions that either
altered the presumed start codons of PLPV ORFs or led to the
incorporation of premature stop codons in a given ORFE. The mutations
were introduced by PCR with the Quick Change Site-Directed
Mutagenesis kit (Stratagene} and proper specific oligonucleotide
pairs. Three mutant constructs carrying internal deletions were also
generated. To this aim, plasmid pPLDS-10 was used as template for
PCR reactions with Pfu Ultra DNA polymerase (Stratagene} and
different pairs of 5-phosphorylated primers that were complemen-
tary and homologous to distinct regions preceding ORF(p37} in PLPV
sgRNA. PCR products {comprising the cloning vector, pUC18, fused toa
PLPV 5' region at one side and to a PLPV 3’ region at the other side)
were eluted after agarose electrophoresis, self-ligated and used for
transformation. The deleted regions in the different constructs
comprised nt 2496-2601, 2296-2376 and 2378-2601 of PLPV
sequence. Each mutant construct was verified by DNA sequencing
with an ABI PRISM DNA sequencer 377 (Perkin-Elmer). The type and

position of the medifications introduced in each construct is indicated
in the figures depicting the mutants. Unless indicated, the point
mutations introduced in a particular ORF did not affect the amino acid
sequence encoded by overlapping ORFs.

Aregion embracing the cDNA sequence of the PLPV sgRNA was PCR
amplified from pPLDS-10 and the mutagenized clones with the
Expand High Fidelity PCR System (Roche} using primer CH94 (5'-
GCAAGCTTGTAATACGACTCACTATAGGGACATTTGAAGTTGGCGCTATC-
3"), which contains a HindIII site (underlined} fused to a T7 RNA
polymerase promoter sequence (in bold) followed by 21 nt of the
5" end of the sgRNA (position 2251-2271 in the gRNA), and CHE0
(5'-CCGGATCCCGGGCAGATCAGGGGGGTGGGTTAC-3"), complemen-
tary to the 3’ terminus of the viral sequence (nt 3859-3883) with a
Smal site (underlined} and a BamHI site (in italics) at the 5/ end. PCR
products were run in 1% agarose gels, eluted, digested with HindlIIl and
BamHI and subsequently cloned into the corresponding restriction
sites of pUC18. An inverted repeat (5'-GGGGGGGCATGCCCCCCC-3")
promoting the formation of a small hairpin into the leader sequence of
the PLPV sgRNA was introduced in a subgenomic construct with Quick
Change Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) and proper specific
oligonucleotide pairs.

A plasmid containing the full-length PLPV cDNA of pPLDS-10 under
the control of the CaMV 355 promoter (Castafio and Herndndez, 2007)
was used as template to introduce selected mutations by PCR with the
Quick Change Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene} and proper
specific oligonucleotide pairs. The wt and the mutant full-length PLPY
cDNAs fused to the CaMV 355 promoter were cut out with suitable
restriction enzymes from the corresponding constructs, ligated at its
3" side with the terminator sequence of the Solanum tuberosum
proteinase inhibitor Il gene, and cloned into the binary Ti vector
pMOGS800 (Knoester et al., 1998}

To generate biscistronic constructs, a plasmid containing the HIS
and the GFP genes in tandem, pHIS-GFP, was made. To this aim, the HIS
and the GFP genes were PCR amplified with High Fidelity PCR System
(Roche) from proper plasmids using specific oligonucleotides. The
oligonucleotide homologous to the 5'-terminus of the HIS gene
harboured a BamHI site at the 5-end, and the one complementary to
the 3'-terminus contained a Sphl site at the 5' end. The GFP-specific
oligonucleotides led to the incorporation of Sphl/BamHI and Pstl sites
at the 5'- and 3'-ends, respectively, of the corresponding PCR product.
The amplified HIS and GFP genes were ligated through the Sphl site
and then cloned into BamHI and Pstl sites of pBluescript KS (+)
(Stratagene). Additional bicistronic constructs were generated from
pHIS-GFP by inserting PCR amplified PLPV sequences (nt 2283-2370
and 2283-2495), preceding ORF(p37) in the sgRNA, at the Sphl and
BamHI sites present between the HIS and GFP genes.

Mechanical and Agrobacterium-mediated inoculation of plants

For mechanical inoculation of plants, uncapped RNA transcripts
were synthesized in vitro from pUC18 derived full-length PLPV
clones with T7 RNA polymerase (Fermentas) following digestion of
plasmids with Smal. The resulting transcripts were gently rubbed
onto carborundum-dusted leaves of C. quinoa, N. benthamiana or
N. clevelandii plants (three leaves per plant employing approximately
1 g of transcript per leave). Plants were maintained under green-
house conditions (16 h days at 24 °C, 8 h nights at 20 °C) and leaf
samples were harvested 7 (in the case of C quinoa} or 28 (in the case
of N. benthamiana and N. clevelandii} days post-inoculation.

For Agrobacterium-mediated inoculation of plants, the Ti plasmid
constructs were introduced into A tuimefaciens strain C58C1 by heat
shock. Cultures of A tumefaciens harbouring the different Ti plasmid
constructs were infiltrated at an ODggg of 0.5 on the abaxial side of N,
benthamiana leaves using a 5 ml needleless syringe. The infiltrated
plants were kept under greenhouse conditions and leaf samples were
taken 3-4 days after infiltration.



RNA extraction and analysis

Total RNA preparations of healthy and PLPV infected C. quinoa,
N benthamiang or N, clevelandii leaves were obtained by phenol
extraction and lithium precipitation (Verwoerd et al, 1989). For
Northern blot analysis, 4 ug of total RNA were denatured by glyoxal-
dimethyl sulfoxide treatment, electrophoresed in 1% agarose gels,
blotted to nylon membranes (Hybond N+-, Amersham}, and hybri-
dizated as described previously (Castafio and Hernandez, 2005) witha
32p_radioactive DNA probe encompassing nt 3095 to 3883 of the PLPV
gRNA. For dot-blot analysis, leaf samples were squeezed in 20 volumes
(w/v} of extraction buffer (50 mM sodium citrate, pH 8.5}, and the
homogenates were clarified by centrifugation at 6000 rpm for 5 min.
The clarified extracts were spotted (4 ul) onto positively charged nylon
membranes (Roche}. Hybridization with a digoxigenin-labeled PLPV
riboprobe was performed as described previously (Ivars et al., 2004).

In vitro translation assays

Uncapped transcripts were synthesized in vitro from PLPV
genomic and subgenomic constructs as indicated above or from
bicistronic constructs linearized with Xhol. The RNA transcripts were
used for in vitro translation experiments with Wheat Germ Extract
Plus following manufacturer recommendations {Promega). [C]
leucine or [>°Smethionine was included in the reactions and the
translation products were treated with 2% sodium dodecyl sulphate
(SDS) and separated by electrophoresis through 12% polyacrylamide
gels in Tris-glycine buffer {Sambrook and Russell, 2001 ). The gels were
subsequently fixed in 25% isopropanol and 10% acetic acid for 30 min,
incubated with Amersham Amplify™ Fluorographic Reagent (GE
Healthcare), dried and exposed to X-ray film or, alternatively, scanned
with a bioimage analyzer (Fuji BAS1500} for quantitation of signals.
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Abstract

The genomic structure of Pelargonium line pattern virus (PLPV), a tentative member of a
proposed new genus within the family Tombusviridae, has been recently determined. However,
little is known about the genetic variability and population structure of this pathogen. Here, we
have investigated the heterogeneity of PLPV isolates from different origins by sequence
analysis of a 1817 nt fragment encompassing the movement (p7 and p9.7) and coat (CP)
protein genes as well as flanking segments including the complete 3" untranslated region. The
results of the analyses have revealed that distinct protein domains are under different selective
constraints and that maintenance of certain foldings in RNA regulatory regions might be an
important factor limiting the heterogeneity. Covarying amino acids within and between proteins
have been detected suggesting specific intra- and inter-protein interactions during the infectious
cycle. We also report evidences of an extremely rapid evolution of PLPV after being transferred
to a new plant species. Moreover, the evolutionary trajectory after host switch was perfectly
reproducible, highlighting the strong constraints that the host imposes to the genetic structure of

PLPV populations.
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INTRODUCTION

RNA viruses are known to generate high levels of genetic variation that allow them to evolve
rapidly facilitating their successful adaptation to new environments and the expansion of their
host ranges. The low fidelity of the viral encoded RNA dependent-RNA polymerases (RdRps),
that may lack proofreading functions (Agol, 2006; Castro et al., 2005; Holland et al., 1982,
Steinhauer and Holland, 1986), is the underlying source for most variation. Indeed, the mutation
rates of RNA viruses (i.e., the number of nucleotide misincorporations per site per round of
replication) are 10* to 10° higher than those of their DNA hosts (Domingo and Holland, 1997;
Drake and Holland, 1999).

In addition to the error rate of viral RdRps, other factors play a major role in structuring
genetic diversity, including selection and genetic bottlenecks as those that occur during both
systemic infection (French and Stenger, 2003; Li and Roossinck, 2004; Sacristan et al., 2003)
and horizontal transmission by vectors (Ali et al., 2006; Betancourt et al., 2008). These other
factors may lead to a considerable genetic stability as it has been reported for many different
plant RNA viruses that appear more genetically stable than their animal counterparts (Garcia-
Arenal et al., 2001, 2003). This could be due to a combination of intrinsically lower rates of
mutation (Malpica et al., 2002) and a reduced fixation rate of advantageous non-synonymous
mutations because of weaker immune selection (Garcia-Arenal et al., 2001). The identification
and manipulation of factors that regulate the composition of the viral populations may offer a
new set of tools to predict or control emerging diseases.

Pelargonium line pattern virus (PLPV) is a major geranium (Pelargonium spp.) pathogen in
Spain and probably wordwide (Alonso and Borja, 2005; Bouwen and Maat, 1992; Franck and
Loebenstein, 1994; Stone, 1980). The frequent symptomless condition of PLPV infections
(Alonso and Borja, 2005) compromise regulatory inspections and might have contributed to the
spread of the virus. The factors that influence the appearance of symptoms, characterized by
yellow-green spots and line patterns on the leaves, remain unclear but they are likely a
combination of the viral isolate, the environmental conditions and the geranium cultivar. Though
natural infections by PLPV seem to be restricted to Pelargonium spp., some experimental hosts
as Chenopodium quinoa or distinct Nicotiana spp. become easily infected after mechanical

inoculation of the virus in the greenhouse.
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PLPV virions are isometric in shape and hold a single stranded RNA molecule. Cloning and
sequencing of genomic RNA (gRNA) together with reverse genetic experiments have recently
allowed determination of the genome organization of PLPV (Castafio and Hernandez, 2005,
2007; Castano et al., 2009). The gRNA comprises 3883 nt and contains five open reading
frames (ORFs) flanked by an unusually short untranslated region (UTR) of 6 nt at the 5" end
and by a 246 nt long UTR at the 3" end. The two 5’-proximal ORFs encode proteins essential
for replication, p27 and its read-through product p87 (the viral RdRp). Two small overlapping
ORFs, located at the middle of the genome, encode proteins involved in viral movement (p7 and
p9.7), while the 3’-proximal ORF encodes the coat protein (p37 or CP). The two replication
proteins are translated directly from the gRNA whereas the movement and encapsidation
proteins are translated from the unique PLPV subgenomic RNA (sgRNA) of 1.6 kb detected in
infected tissue (Castafio et al., 2009).

PLPV has not been formally classified into taxonomic scheme yet. It was formerly
considered as a tentative member of the genus Carmovirus but recent results supported its
inclusion into a prospective new genus (Pelarspovirus) in the family Tombusviridae (Castafio
and Hernandez, 2005; Castafio et al., 2009; Stuart et al., 2006). Other tentative species of the
prospective genus would be Pelargonium ringspot virus (PelRSV), Pelargonium chlorotic ring
pattern virus (PCRPV) and Elderberry latent virus (ELV), that, as PLPV, produce only one
sgRNA (Kinard and Jordan, 2002) in contrast with typical carmoviruses that generate two
(Lommel et al., 2005).

The extent of PLPV variability is unknown as, so far, only the complete sequence of a
German isolate, that from which the genomic organization of the virus was deduced (Castafio
and Hernandez, 2005, 2007; Castano et al., 2009), and a partial sequence of an American
isolate, corresponding to the CP gene (Accession No. AY038067), have been reported.
Sequence information for other tentative members of the proposed genus Pelarspovirus is even
scarcer. Indeed, only the primary structure of PCRPV genome has been fully determined while
just the CP sequences of PelRSV and ELV are available.

In this work, we have studied the genetic variability among 10 PLPV isolates recovered from
naturally infected geranium plants which were collected in four countries at different times. We

have obtained data that have allowed to infer selection constraints acting on PLPV genome and
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that suggest geographical segregation of PLPV sequences. Additionally, covariation analysis
has permitted to draw a putative network of specific protein interactions likely required to
accomplish the different steps of the infection cycle. The combination of linked amino acid
substitutions in p9.7 and CP in different isolates pointed to host-driven covariation of these
proteins, a possibility that was supported by the evolutionary trajectory of a PLPV population
funded with a single variant and subjected to serial transfer in Chenopodium quinoa. The results
have additionally shown that PLPV evolves very rapidly in the experimental host, and that
besides the correlated amino acid mutations in p9.7 and in CP, more than 100 nucleotide
substitutions in the 1817 nt region might be the result of adaptation to C. quinoa. This elevated
percentage of host-selected positions are fixed after only 14 days of viral multiplication,

suggesting that the mutation rate of PLPV may be particularly high.

MATERIALS AND METHODS

Viral isolates

Field PLPV isolates were obtained from geranium plants collected at distinct geographical
locations over four years (2000-2004). Sap from the original plants was used to pass the virus
into the experimental host C. quinoa by mechanical inoculation and the viral population was
recovered from this infected material. The isolates were designed with the first letters of the
country of origin followed by a number to distinguish isolates from the same country (Table 1).
PLPV isolate PV-0193, obtained from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) and characterized previously (Castafio and

Hernandez, 2005, 2007), was included in the sequence analyses for comparison purposes.

Reverse transcription, PCR amplification, cloning and sequencing

Total RNA preparations were obtained from infected C. quinoa leaves by phenol extraction
and lithium precipitation (Verwoerd et al., 1989) and used as templates for reverse transcription
(RT) reactions with  Superscript II-RT  (Invitrogen) and primer CH60 (5°-
CCGGATCCCGGGCAGATCAGGGGGGTGGGTTAC-3), complementary to the 3” terminus of

the viral sequence (nt 3859-3883) with a Smal site (underlined) and a BamHl] site (in italics) at
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the 5" terminus. RT products were PCR amplified with the Expand High Fidelity PCR System
(Roche) and primers CH60 and CH17 (5'-GAAAATGGCCTTCTACGGGGAC-3"), homologous
to nt 2067-2088 of the PLPV genome. After an initial denaturation step at 94 °C for 2 min, PCR
was performed for 35 cycles each of 30 sec at 95°C, 30 sec at 60°C and 3 min at 68°C, followed
by an extension step of 10 min at 68 °C. The resulting RT-PCR products were separated by
electrophoresis in 1% agarose gels, eluted and cloned into the pGEM-T easy vector (Promega)
or the plasmid pTZ19R (Fermentas). Two clones for each DNA fragment were selected for
sequencing.

For construction of a full-length infectious cDNA clone derived from isolate SPA4 (Table 1),
total RNA from C. quinoa leaves infected with such isolate was used as template for RT-PCR
reactions employing primers CH241 (5- TGAATATCCATTCTATAGCGCCAACTTC-3"),
complementary to nt 2256-2283 of PLPV gRNA, and CH61 (5°-
GCAAGCTTGTAATACGACTCACTATAGGGAACAAAATGGCACACTATTTTGG-3'), which
contains a Hindlll site (underlined) fused to a T7 RNA polymerase promoter sequence (in bold)
followed by 23 nt of the 5 end of the virus sequence. The resulting cDNA, representing a 5°-
terminal portion of the PLPV gRNA, was gel-purified and cloned into the plasmid pTZ19R. One
clone was randomly selected and the insert was excised out by digestion with Hindlll and Agel
and fused to an individual DNA fragment obtained with primers CH60 and CH17 (see above),
which was recovered from the corresponding recombinant plasmid by digestion with Agel and
BamHI. Ligation of the 5°- and 3°- regions through the Agel site (present in the PLPV sequence
at nt 2130-2135) yielded a full-length viral cDNA which was subsequently cloned into Hindlll
and BamHlI sites of pUC18. The resulting construct was named pPLSPA4 and the infectivity of
the cloned sequence was corroborated as previously described (Castafio and Hernandez,
2007). The nucleotide sequence of all viral cDNAs was determined with an ABI PRISM DNA

sequencer 377 (Perkin-Elmer).

Serial virus transfer
Construct pPLSPA4 was digested with Smal and transcribed using T7 RNA polymerase
(Fermentas) without including cap analog in the transcription reactions. The in vitro transcripts

were used to mechanically inoculate C. quinoa plants as previously reported (Castafio and
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Hernandez, 2007). The leaves infected by transcript inoculation constituted the starting material
(passage zero) for serial transfer of PLPV. Subsequent passages (1 through 4) were done at 7-
day interval using total RNA preparations from the infected plant material as inocula. Plants
were maintained under greenhouse conditions (16 h days at 24 °C, 8 h nights at 20 °C) after
inoculation. Total RNA preparations from infected leaves of passages 1, 2 and 4 were used as
templates for RT-PCR amplification with primers CH60 and CH17. The resulting cDNAs were

cloned and sequenced as indicated above.

Sequence analysis

Multiple sequence alignments were constructed using MUSCLE (Edgar, 2004). For coding
regions, translated amino acid sequences were first aligned and used as guide to built protein-
coding nucleotide sequence alignments by concatenating codons using PAL2NAL (Suyama et

al., 2006). The best-fitting model of nucleotide substitution was identified by MODELTEST
(Posada and Crandall, 1998) as the general reversible GTR + I'4 model, with the frequency of

each substitution type and the gamma distribution of among-site rate variation with four rate
categories estimated from the empirical data. Recombination was ruled out as a potential
confounding factor by using GARD (Kosakovsky et al., 2006) and RDP (Martin et al., 2005)
methods. A minimum evolution tree was constructed using the above model of nucleotide
substitution and its statistical significance was evaluated by bootstrap (upon 10000
pseudoreplicates) using MEGA4 (Tamura et al., 2007). MEGA4 was also used for computing
within- and among-population nucleotide diversities (standard errors were computed by the
bootstrap method based on 1000 pseudoreplicates) as well as for performing Tajima’s relative
rates test (Tajima F, 1993). RNA secondary structures of the 3' UTR and of the putative
subgenomic promoter of PLPV were predicted using MFOLD version 3.1 (Mathews et al., 1999;
Zuker, 2003).

Identification of adaptive evolution in PLPV genomes. It is generally assumed that
synonymous substitutions accumulate neutrally, at rate dS per synonymous site, because they
have no effect on the amino acid composition of proteins and, henceforth, may not affect
proteins folding and functioning. In contrast, nonsynonymous substitutions, occurring at rate dN

per nonsynonymous site, involve amino acid replacements and are more likely to affect, for bad
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or for good, the folding and function of proteins. The intensity of selection, w, can thus be

evaluated as the ratio dN/dS. Values w < 1, = 1 or > 1 indicate, respectively, purifying selection,

neutral evolution, and directional selection, respectively (Sharp, 1997). Here, we have used the
several maximum likelihood Bayesian methods available in the HYPHY packaged (Kosakovsky
and Frost, 2005) as implemented in the www.datamonkey.org server. Each ORF was separately
analyzed. Only sites identified by at least half of the six methods available will be reported.
Molecular covariation within and among proteins. Selection not necessarily acts on single
amino acids but it may operate on groups of amino acids in a concerted manner. This being the
case, changes in one amino acid should appear associated to changes in the other members of
the interaction group. Two different methods were used to evaluate the presence of coevolving
amino acids within any given protein. First the Bayesian graphical model implemented in
SPIDERMONKEY (Poon et al., 2007) and available online in the datamonkey server. Second,
the mutual information content (MIC) approach described in Codorier et al. (2006). Significance
P-values were computed, based on a million permutations, as the fraction of shuffles with a MIC
value greater than or equal to the observed value. To minimize the number of false positives,
the FDR method was applied (Benjamini and Hochberg, 1995). Only sites predicted to covary
by both methods will be reported. Intermolecular covariation was only evaluated using the

second methodology.

RESULTS

Genetic diversity in coding and non-coding regions of PLPV genome

The primary structure of a total of 18 PLPV cDNAs, 1817 nt in length and derived from nine
isolates (Table 1), was determined, and the resulting sequences were combined with the two
additional ones previously characterized from a German isolate (Castafio and Hernandez, 2005,
2007), producing a total dataset of 20 sequences which encompassed part of the RdRp gene,
the complete p7, p9.7 and CP genes as well as the 3" UTR.

Genetic distances between each pair of sequences ranged from 0.001 to 0.081. The
maximum values were found between pairs of sequences from isolates sampled during different

years at different countries (e.g.: pair SPA3-USA1 or SPA3-ITA4), and the minimal values were
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detected for pairs of sequences of a given isolate, as they could differ by just 1 nt (e.g.,

sequences from isolate ITA2).

Table 1. PLPV isolates used in this work

Isolate? Country Year(s) Original Host Accesion number

SPAD Spain 2000 E zonale EUB52912, EU852913
SPA1 Spain 2000 P. zonale EU852914, EU852915
SPA3 Spain 2000 F zonale EU852916, EU852917
SPA4 Spain 2000 P. zonale EU849616, EU852918
SPA7 Spain 2000 P zonale EU852919, EU852920
SPAS Spain 2004 P. zonale EU852921, EU852922
USA1 USA 2006 P, peltatum EU852923, EU852924
ITA2 Italy 2004 P. zonale EU852925, EU852926
ITA4 Italy 2004 P zonale EUB52927, EU852928
PV-0193 Germany 1990s P peltatum AYBE13852, EUB35946

@ P\-0193 has been previously characterized by Castario and Hernandez (2005; 2007)

The nucleotide diversity for the whole population was 0.055+0.007 (Table 2), which was
similar to nucleotide diversity estimates of populations of other plant viruses (Garcia-Arenal et
al., 2001). Nucleotide diversity calculated independently for each of the coding and non-coding
regions included in the analysis ranged from 0.035+0.008 to 0.062+0.009, with the highest

diversity corresponding to the CP gene and the lowest to the 3" UTR (Table 2).

Table 2. Nuclectide diversity £+ SEM (based on 1000 bootstrap replicates). Isolates from Spain, Italy,
USA and Germany have been considered as subpopulations

Entire
population
T

Mean within

subpopulations

s

Mean among

subpopulations

TgT=T1-Tg

Coefficient of
differentation

Ngr =0gT/ 77

RdRp
p7
p9.7
cpP
3'UTR

Complete

Remarkably, the sequence of two genomic segments were strictly conserved in all isolates,

one encompassing nt 3642-3707 and corresponding to a 5"-portion of the 3" UTR, and the other

0.041 + 0.008

0.054 = 0.010

0.052 + 0.008

0.062 + 0.009

0.035+ 0.008

0.055 + 0.007

0.010 £ 0.003

0.010+ 0.003

0.011 £ 0.002

0.015+ 0.002

0.009 £ 0.002

0.013 + 0.002

0.031 + 0.007

0.044 = 0.009

0.041 £ 0.007

0.047 + 0.007

0.026 £ 0.006

0.042 + 0.005

0.757 £ 0.052

0.813+ 0.036

0789+ 0.026

0.765+ 0.017

0.736+ 0.046

0.769 ¢ 0.012
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comprising nt 2240-2279 and matching the leader sequence of the PLPV sgRNA plus short
flanking stretches (Castafio and Hernandez, 2005). As observed in other viral systems (Liang
et al., 2002; Mansky and Temin, 1995; Rico et al., 2006; Schneider and Roossinck, 2001;
Vartanian et al., 1997), transition mutations (77.35%) were much more frequent than
transversions (22.65%).

Nucleotide diversity was also estimated between and within PLPV subpopulations,
considering a subpopulation as the group of isolates that were originally collected from a given
country (Germany, Spain, USA and ltaly). Between subpopulation diversity values considering
either the complete 1817 nt region, individual ORFs or the 3" UTR were greater than within
subpopulation diversity values (Table 2), suggesting that there is differentiation of population
according to the country from which the isolates were taken.

To gain a better insight into the relationships between all PLPV isolates, a minimum
evolution phylogenetic tree with the nucleotide sequences included in the study was

constructed. The results revealed two major groups of PLPV sequences: group | included all
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Fig. 1. Minimum evolution unrooted phylogenetic tree inferred from nucleotide sequences derived from 10 isolates of
PLPV (see Table 1). Phylogenetic analysis was conducted with programs included in the MEGA4 package. The

numbers at the nodes are bootstrap support values based on 10,000 pseudoreplicates; only values >50% are shown.
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Spanish sequences and group Il embraced sequences from ltaly, Germany and USA which
were divided into three clusters according with their differing geographical distributions (Fig. 1).
When the analysis was performed with amino acid sequences deduced from any of the
individual genes, the same phylogenetic groups were defined though the statistical significance
of the internal nodes was, in general, lower than that obtained using the complete nucleotide

sequences (data not shown).

Selective constraints on coding regions

The direction and degree of the selective constraints operating in each coding region was
evaluated using the @ rates ratio statistic. The estimated average w values were 0.109 (95%

IC: 0.057-0.187) for the partial RdRp gene, 0.188 (95% IC: 0.112-0.292) for the p7 gene, 0.201

(95% IC: 0.131-0.293) for the p9.7 gene and 0.096 (95% IC:0.073-0.123) for the CP gene. Thus
the w ratio was below unity for the PLPV ORFs included in the analysis, indicating that all of

them are under purifying selection.

We tried next to identify which particular amino acid sites were under purifying or directional

selective constraints. To do so, the @ was estimated for each position in the alignments. For
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Fig. 2. Alignment of partial amino acid sequences of p9.7 from different isolates of PLPV. The reference sequence
derived from isolate PV-0193 (Castafio and Hernandez, 2007) is shown at the top of the figure. Those residues
conserved in all isolates are indicated by dots. The two amino acid sequences inferred from two cDNA clones selected
from each isolate are shown. Underlined residues are under negative selection. The arrow demarcates the residues
whose coding sequence overlaps with that of p7 gene. The two predicted hydrophobic regions of the protein are

depicted at the bottom. Numbers above the reference sequence correspond to positions in the complete protein.
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the partial RdRp, four sites were detected under negative selection (T711, L732, N760, 1763). In
the case of p7, one site was detected to be under negative selection (S23) and another one
under positive selection (S5). Curiously, the latter site overlapped with one of those found under
negative selection in the RdRp (N760).

Concerning p9.7, 10 amino acid sites were found to be under negative selection and 27 sites
were found in the case of CP. Such sites were mainly concentrated in the central and N-

terminal region of p9.7 and CP, respectively (Fig. 2 and 3 and data not shown).
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Fig. 3. Alignment of partial amino acid sequences of CP from different isolates of PLPV. The reference sequence
derived from isolate PV-0193 (Castafio and Hernandez, 2007) is shown at the top of the figure. The domains of the

protein at which the depicted residues belong are indicated at the top. Other details as in Fig. 2.

Folding conservation of potential RNA regulatory regions

The PLPV genomic region under study (nt 2067-3883) contains at least two segments that
are presumed to play a key role in regulation of viral replication/transcription: the 3" UTR and
the promoter for synthesis of the PLPV sgRNA (in the minus strand). Though the latter one has
not been experimentally defined, it is expected to embrace an stretch of about 100 nt preceding
the initiation site of PLPV sgRNA (nt 2251; Castafio and Hernandez, 2005), in line with that
reported for subgenomic promoters of related viruses (Li and Wong, 2006; Wang and Simon,
1997; Wang et al., 1999). Such promoters may fold into hairpin-like structure and this type of
conformation seems to be critical for the mechanism of transcription of sgRNAs (Li and Wong,
2006; Wang et al., 1999). Secondary structure predictions showed that the putative PLPV

subgenomic promoter might also adopt a hairpin-like conformation with a small lateral branch
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(Fig. 4A). Interestingly, the sequence variation detected in this segment when comparing
isolates, essentially maintained the predicted folding since most mutations were located in
single stranded regions or, when affecting double stranded regions, they were compensatory or
located at the base of loops or stems (Fig. 4A).

Concerning the 3" UTR, it is expected to contain structural elements critical for viral
replication and, most probably, also for translation on the basis of that found in other
Tombusviridae (Batten et al., 2006; Bringloe et al., 1999; Carpenter and Simon, 1998; Fabian
and White, 2006; Fabian et al., 2003; Pogany et al., 2003; Qu and Morris, 2000; Turner and

Buck, 1999; Wang and Wong, 2004). The key role of the 3" UTR during the infectious cycle

Fig. 4. MFOLD-predicted RNA secondary structures of the putative subgenomic promoter (A) and the 3" UTR (B) of
PLPV. The distribution of polymorphic positions is indicated on most stable folding of the reference sequence
corresponding to isolate PV-0193 (Castafio and Hernandez, 2007). Numbers denote positions in the PLPV gRNA. The

minus strand is shown in (A).
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implies that strong constraints may operate on the region to preserve its functionality that will
likely depend on certain primary, secondary and/or tertiary RNA structures. In line with this view,
the 3" UTR showed a value of genetic diversity that, remarkably, was lower than those
calculated for ORFs and, moreover, the nucleotide sequence of a 5"-proximal segment of this
region was strictly conserved in all isolates as indicated above. In silico analysis showed that
the 3" UTR may fold into a series of stem-loops that was essentially maintained in the different
variants (Fig. 4B). Remarkably, a 5’-proximal stem-loop (Fig. 4B) was formed by the conserved
segment whereas the 3’-adjacent stem-loop concentrated most of the heterogeneity found in
the non-coding region (Fig. 4B). Collectively, the results suggested that conservation of specific

conformations in regulatory regions confer selective advantages to the viral RNA.

Variability in PLPV proteins

The heterogeneity was unevenly distributed in the PLPV proteins. The C-terminal portion of
the RdRp inferred from the amplified genomic region was not taken in consideration to analyze
variability distribution as it represented only ~1/6 of the complete replication molecule. In the
case of p7, 6 out of the 10 polymorphic positions detected were located in the first third of the
protein (N-terminal 20 amino acids) despite the corresponding coding sequence overlapped in
part with that of RdRp gene. An amino acid replacement mapped at the putative RNA binding
domain of p7 (V30I) but they did not affect basic residues which have been found essential for
RNA binding in other carmoviruses (Marcos et al., 1999; Navarro et al., 2006). The variability of
p9.7 also concentrated at the N-proximal half of the molecule as 12 out of the 17 polymorphic
positions were detected within the N-terminal 40 amino acid residues of the protein (Fig. 2),
although most of the corresponding coding sequence overlaps with p7 gene. Concerning the
CP, the percentage of polymorphic positions was considerable higher in the P domain (18.09%)
than in R (10.95%) or S (13.12 %) domains. A stretch within the R domain was absolutely
conserved in all isolates (from A14 to N46) probably because structural and/or functional
constraints. Supporting the existence of such constraints, a high proportion of the sites detected
under negative selection were located in this stretch (Fig. 3).

Next, as an additional test for the effect of selection, we analyzed the possible existence of

covariation groups within and between proteins (Fig. 5). Firstly, we focused on covariations
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within-proteins. Regarding the partial RdRp, three amino acid residues showed significant
covariation, S7T04N-E713A-S745A. In the case of p7, two covariation groups were detected
S8T-V30l and S11I1-L43Il, whereas for p9.7 three covariation groups were observed, Y3C-V6A,
S16L-S39L and N24S-G88R (Fig. 5). Interestingly, the covariation that affected amino acids at
positions 16 and 39 distinguished sequences from isolate PV-0193, which showed the
combination $16, S39, from those of the remaining isolates, that exhibited L residues at both
positions. Up to eight covariation groups were detected for the CP, prominent among which was
110L-T64M, that differentiated the Spanish sequences (bearing the combination L10, M64) from
those with other geographical origins (combination 110, T64). The analysis was extended to
detect covarying positions between proteins. Remarkably, amino acid residues of p7 covaried
with amino acid residues of the other three proteins included in the study. Thus, the p7
covariation S11I-L43| was significantly linked to RdRp substitution N760S and this linkage

distinguished ltalian isolates (with the combination RdRp S760, p7 111, 143) from the remaining

S704N — E713A —— S745A

po.7
p7 : !
S111 ——— L43l Y3C— V6A N24S —— G88R
S8T V30l ------- -- D328

S16L —— S39L

MOL — T64M  S213N - T236N-— T301A

T49A — ABBV R68S — R131W
L178V D192E F1891 —— D259N
A270S — L288F L218l —— T2628

CP

Fig. 5. Covariations within and between p7, p9.7, CP and the partial RdRp. The residues covarying within a given

protein are connected by solid lines and those covarying among proteins are connected by dashed lines.
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ones (with the combination RdRp N760, p7 S11, L43). In addition, the aminoacid replacement
V30l in p7 was linked to the amino acid replacement D32S in p9.7 and to the covarying group
110L-T64M in CP, and the corresponding combinations (p7 130, p9.7 S32, CP L10, M64 versus
p7 V30, p9.7 D32, CP 110, T64) segregated the Spanish isolate from the rest, further
highlighting geographical distinctions between isolates. Finally, the covarying group S16L-S39L
of p9.7 was linked to the amino acid substitution T236N of CP according to the programs
employed, though visual inspection of alignments allowed to detect a strict association also with
S213N/K (Fig. 3). Indeed, the combination of S16, S39 in p9.7 and S213, T236 in CP was
specific for the PV-0193 sequences whereas the remaining isolates showed the combination

L16, L39 in p9.7 and N/K213, N236 in CP (Fig. 2 and 3).

Rapid evolution of PLPV in the C. quinoa: identification of covarying amino acids in
movement and coat proteins consistently selected in the experimental host

The above analyses of intra- and inter-population diversity, phylogenetic relationships and
covariation groups supported clustering of isolates by geographical origin rather than by host
species or collection times. Grouping by symptomatology was also discarded as, according to
our observations, some of the Spanish isolates included in the study induced symptoms but not
others. Though according to this initial study on PLPV variability, host species did not seem to
define viral populations, the host origin of isolate PV-0193 should be taken with caution. It was
recovered at the nineties from a P. peltatum plant but it has been maintained by serial transfer
in C. quinoa, and the segregation of the PV-0193 into a subgroup could be the result of host
adaptation, a factor that may result in a decrease or a bias in diversity within a viral population
(Garcia-Arenal et al., 1999; Gibbs et al., 1999).

To explore the possible effect of the host on the genetic composition of isolate PV-0193, an
infectious full-length cDNA clone derived from the Spanish isolate SPA4 (Table 1), was
generated by fusing a T7 RNA polymerase promoter at the 5° end of the viral cDNA. The viral
transcripts synthesized in vitro from this construct, named pPLSPA4, were used to inoculate C.
quinoa plants and the resulting viral population was serially passaged in the same host. The
PLPV genomic region under study (nucleotides 2067-3883) was RT-PCR amplified from viral

progenies of passages 1, 2 and 4, and the resulting DNAs were subsequently cloned and
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sequenced. It should be noted that the nucleotide sequence identity among SPA4 and PV-0193
variants in the analyzed region was ~93-94% (i.e., they differ at more than 100 nucleotide sites
in the 1817 nt segment). Ten clones of each passage were randomly selected and subjected to
digestion with the restriction enzymes Hindlll and Scal. The recognition sites of these enzymes
were used as probable markers for SPA4-like and PV0193-like sequences as SPA4 isolate
bears a Hindlll site at nt 2684-2689 and lacks a Scal site while PV0193 isolate lacks a Hindlll
site and contains a Scal site at nt 2518-2523. The results of the restriction analysis revealed
that, whereas the 10 clones from passage 0 had the same restriction pattern as the funding
SPA4 sequence, 8 out of the 10 clones of passage 1 had lost the Hindlll site of the parental
sequence and had acquired the Scal site characteristic of PV-0193 sequences. Moreover, all
clones selected from passages 2 and 4 displayed the latter restriction pattern (Table 3). The two
remaining clones of passage 1 yielded different restriction profiles: both clones retained the
Hindlll site of the parental sequence but only one lacked the Scal site. The results strongly
suggested that after two passages the viral population founded with an SPA4 variant was
genetically indistinguishable from that composing isolate PV-0193, and remained stable in
further passages. Remarkably, the results also suggested that one passage was sufficient for
almost complete displacement of the parental sequence by variants generated de novo and
selected in C. quinoa, as about 80 % of the progeny clones of the first passage seemed to
correspond to PV0193-like sequences. Sequencing of two or three different clones from each
passage confirmed that advanced by the restriction analysis: clones lacking a Hindlll site and
containing a Scal site were almost identical to those characterized previously from isolate PV-
0193 (99.0-99.99 % nucleotide sequence identity which was equivalent to PV-0193
intrapopulation diversity), whereas the nucleotide sequence of the clone of passage 1 harboring
a Hindlll site and lacking a Scal site was 99.78 % identical to the SPA4 parental variant (Table
3). Determination of the nucleotide sequence of the clone of passage 1 bearing both a Hindlll
site and a Scal site corroborated the apparent chimeric nature of the molecule: the region
encompassing positions 2067 to 2770 shared 99.71 and 94.33 % sequence identity with SPA4
and PV-0193 variants, respectively, whereas the region comprising positions 2771 to 3883 was
93.17 % and 99.73 % identical to SPA4 and PV-0193 sequences, respectively. Remarkably, the

p9.7 and the CP encoded by all progeny variants characterized from passages 2 and 4 (and
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most from passage 1) presented the combination of covarying residues that, as indicated
above, is specific of the PV-0193 isolate: S16, S39 in p9.7 and S213, T236 in CP (Tabla 3).
Collectively, analysis of the heterogeneity of PLPV isolates together with monitorization of the
molecular evolution of a population initiated with a single viral variant strongly supports that: (i)
PLPV is able to evolve very rapidly and reproducibly under new selective pressures as those
imposed by the experimental host C. quinoa and, (ii) an observed covariation among the
movement protein p9.7 and the CP is likely driven by the host.

Table 3. Analysis of PLPV sequence variations in a 1817 nt region (positions 2067-2883) trough serial passages in C. quinoa.
The serial transfer experiment was initiated with a SPA4 variant

Restriction pattern Amino acid residues at positions®
p9.7 cP
ES;sbae?re Clones? Hindlll Scal Nucleotide sequenceP ” - PV

SPA4 + - SPA4 type L L N N

1/10 + - SPA4 type L L N N

1 1/10 + + Chimera SPA4/PV-0193 L L S T
8/10 - - PV-0193 type s s s T

2 10/10 - - PV-0193 type s s s T

4 10110 - + PV-0193 type S S S T
PV-0193 - + PV-0193 type S s S T

a5PA4 and PV-0193 correspond to any of the sequence variants characterized from isolates SPA4 and PV-0193 (Castafio and Hernandez,
2005; 2007}, respectively

b SPA4 type: = 99.8% sequence identity with any SPA4 variant, PV-0193: = 99.8% sequence identity with any PV-0193 variant;
Chimera SPA4/PV-0193: = 99.8% sequence identity with any SPA4 variant in the region encompassing nt 2067 to 2770 and = 99.8%
sequence identity with any PV-0193 variant in the region encompassing nt 2771 to 3883. A total of seven clones were fully sequenced: three
from passage 1 (representatives of the three restriction patterns found in this passage), and two from passages 2 and 4 (yielding the
unique restriction pattern found in these passages)

€ Only positions involved in a site-specific amino acid covariation are shown

DISCUSSION

In this work, the extent and structure of genetic diversity in PLPV have been explored by
sequence analysis of a 1817 nt fragment (representing about 50% of the complete viral
genome) of 10 viral isolates sampled from four distinct geographical areas. The results have
shown that the populations of PLPV are genetically heterogeneous matching the quasispecies
concept that suggests that the population of a virus, even in a single replicating population, is

essentially a collection of variants varying around a consensus sequence (Domingo and
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Holland, 1997; Eigen, 1993). Despite the sample size is small, our phylogenetic analysis has
revealed significant clustering of isolates by country of origin, suggesting that although
importation of new material may allow PLPV to cross geographical boundaries, such gene flow
is not sufficient to eradicate geographical structure.

The predominant evolutionary pressure on coding regions was that of purifying (negative)
selection with a mean @ of 0.148, suggesting that conservation of the amino acid sequence

encoded by the corresponding ORFs constitutes an impediment to variation. The portion of the
RdRp included in the analysis did not comprise any of the eight motifs conserved in the RdRps
(Koonin and Dolja, 1991; Koonin and Dolja, 1993) but, nevertheless, only sites under negative
selection were detected. Regarding p7, the unique negatively selected site was located in the
putative RNA-binding motif of the protein (Marcos et al., 1999; Navarro et al., 2006), but it did
not correspond to any of the basic residues that are presumably critical for RNA-binding
capability, suggesting that selection is probably acting on the maintenance of the right
secondary/tertiary conformation of the RNA-binding motif. In the case of p9.7, 9 out of the 10
negatively selected sites concentrated in the central part of the molecule (codons 29 to 54)
which essentially matched the region that connects the two hydrophobic domains that,
according to that reported for related proteins (Vilar et al., 2002; Sauri et al., 2005; Navarro et
al., 2006), must be involved in membrane association. Concerning the CP, almost 2/3 of the
negatively selected sites (17/27) were located within the N-terminal 66 residues which constitute
the R domain, though only two of them corresponded to basic residues that are likely critical for
RNA-binding capability suggesting that, as in the case of p7, selection is probably acting on the
preservation of the proper conformation of the RNA-binding motif. Moreover, the S and P
domains showed identical number of negatively selected sites (5 each) despite the general
trend to conservation of the former one in Tombusviridae (Lommel et al., 2005).

On the other hand, the variability patterns found in regulatory regions of the viral RNA, such
as the putative subgenomic promoter or the 3"~ UTR, support the existence of structural
constraints that prevent the loss of their functionality. In the case of the subgenomic promoter,
besides its predicted role in transcriptional regulation, it completely overlaps the 3 -portion of the
RdRp gene (in the minus strand) and thus the same stretch is expected to have a dual function

as coding and as regulatory sequence, which should considerably restrict heterogeneity.
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Accordingly, the mean of nucleotide diversity in this region was lower than in other coding
regions (Table 1) and, moreover, the nucleotide substitutions did not disrupt the predicted
hairpin-like structure that is presumably required for the promoter function, suggesting that
conservation of this conformation significantly influences the profile of naturally occurring
mutations. Regarding the 3" UTR, the variability data support that maintenance of a specific
folding composed by a series of stem-loops might limit its sequence heterogeneity. Different
Tombusviridae have been reported to contain in this region cis elements critical for viral
replication, such as promoters and repressors for minus strand synthesis (Carpenter and
Simon, 1998; Na and White, 2006; Pogany et al., 2003; Stupina and Simon, 1997; Zhang et al.,
2004a, 2004b), and others relevant for gene expression, such as translational enhancers that
promote cap independent translation since the viruses of this family are characterized by non-
blocked 5’-termini (reviewed by Kneller et al., 2006). An element of this type has been proposed
to be present in the 3" UTR of PLPV RNAs (Fabian and White, 2006) which, remarkably, would
be embedded in the 5°-proximal stem-loop that is strictly conserved in all isolates (Fig. 4A)
providing indirect evidence for its functional significance.

Correlated amino acid mutation analysis has been widely used to infer functional interactions
between different sites in a protein or between distinct proteins (e.g.: Altschuh et al., 1987,
Codofier et al., 2006; Hoffman et al., 2003; Larson et al., 2000; Thomas et al., 1996). The study
of PLPV genetic variability have allowed identification of groups of amino acids that covary both
within and between PLPV proteins, revealing a putative network of interactions that is likely
needed for maintenance of proper protein foldings and for driving the viral RNA from replication
to cell-to-cell/systemic translocation. We found especially remarkable a covariation between
proteins p9.7 and CP that distinguished PV-0193 isolate, largely propagated in C. quinoa, from
the remaining ones. Analysis of the molecular evolution of a unique PLPV variant subjected to
serial passages in the experimental host has provided solid evidence that the observed p9.7/CP
covariation is determined by the host. Both p9.7 and CP are indispensable for virus cell-to-cell
movement (Castafio et al., 2009) and, though the exact mechanism that account for inter-
cellular transport of carmo-like viruses is not yet known, it is not unlikely to require a physical
interaction among CP and movement proteins as reported for other plant viruses (Akamatsu et

al., 2007; Kim et al., 2004; Liu et al., 2001; Sanchez-Navarro and Bol, 2001; Sanchez-Navarro
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et al., 2006; Takeda et al., 2004). Serial transfer experiments have also revealed that PLPV
evolves very rapidly in the new host. Moreover, the evolutionary trajectory of PLPV in C. quinoa
was extremely reproducible as the population evolved from a Spanish variant collected in 2000
from P. zonale was essentially identical to that evolved from a (uncharacterized) German isolate
collected in the nineties from P. peltatum, indicating that the constraints imposed by the host
creates strong bias for “convergent evolution” (Doolittle, 1994). The course of the fixation of
mutations in the PLPV molecule was puzzling since the chimeric SPA4/PV-0193 molecule
recovered from passage 1 suggested that the 3-region adapted first to C. quinoa and that the
nucleotide/amino acid sequences initially selected likely conditioned rapid fixation of changes in
the rest of the viral molecule(s) presumably to optimize fithess. Whether selection operates on
nucleotides rather than on amino acids remains to be ascertained.

The evolutionary dynamics of plant viruses may have major implications on their ability to
emerge in new host species. The extraordinarily rapid accumulation of mutations of PLPV
observed in this work parallels our previous results with a related pathogen, Pelargonium flower
break virus (PFBV) (Rico et al., 2006), and differs from that reported for distinct unrelated
viruses (Hébrard et al., 2006; Rebenstorf et al., 2006; Schneider and Roossinck, 2000, 2001).
We suggested that viruses with RdRps of supergroup I, as PFBV and PLPV, could show
mutation rates higher than those of viruses with RdRps belonging to supergroups | and il
(Koonin and Dolja, 1993), which would facilitate their quicker adaptation to changing
environments (Rico et al., 2006). Though little is known about the generation time for plant
viruses, a medium generation time of one hour can be considered (Schneider and Roossinck,
2001; Wu et al., 1994). After one passage in C. quinoa (i.e., 14 days of viral multiplication),
there should be about 336 generations, and a theoretical mutation frequence of 3.4 x 102
considering an error rate of 10, which is the mean estimation previously reported for
riboviruses (reviewed by Duffy et al., 2008). The ratio of total mutations/bases sequenced after
the first passage would be approximately 1,025/36,340, considering the 20 clones checked in
passages 0 and 1, which allows calculating a mutation frequency of about 2.8 x 10, This value
is clearly higher than the mutation frequencies estimated for other (plant) RNA viruses not
belonging to supergroup Il (Fargette et al., 2008; Garcia-Arenal et al., 2001, Schneider and

Roossinck, 2001) and, moreover, it almost perfectly match the theoretical mutation frequency
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(3.4 x 10'2) considering a mutation rate of 10 per round of replication. As the mutation
frequency will be a sum of mutation rate, natural selection and genetic drift, it can be anticipated
that the mutation rate of PLPV is extraordinarily high, further supporting the possibility of RdRps
of supergroup Il being endowed with unusual low level of fidelity. Interestingly, the mutation rate
can depend on the plant species in which the virus multiplies as has been recently shown for
Cucumber mosaic virus (Pita et al., 2007), an observation that may have major implications in
viral disease progression. In this scenario, it will be interesting to study the evolutionary
trajectory of PLPV in other plant species in order to assess if the phenomenon of quick genetic

change of the viral population is general for all hosts or is specifically associated with C. quinoa.
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Secuencia nucleotidica y organizaciéon genémica del PLPV

El geranio se encuentra a menudo afectado por enfermedades de etiologia viral que
repercuten negativamente en la produccion y en la calidad de esta planta ornamental. En los
ultimos anos, las infecciones causadas por el virus del arabesco del Pelargonium (Pelargonium
line pattern virus, PLPV) han alcanzado una importancia notable, con porcentajes de incidencia
muy altos en nuestro pais y, probablemente, a nivel mundial (Stone, 1980; Bouwen y Maat,
1992; Franck y Loebenstein, 1994; Alonso et al., 1999; Alonso y Borja, 2005). Se trata de un
virus con particulas isométricas y un genoma de ssRNA+ cuyas infecciones naturales parecen
restringidas a especies del género Pelargonium, aunque experimentalmente puede infectar a
especies muy diversas. Dada la escasez de datos sobre el PLPV y la importancia que el virus
estd adquiriendo como patégeno, en esta tesis hemos pretendido profundizar en sus
caracteristicas biolégicas y, sobre todo, moleculares.

El primer objetivo abordado en este trabajo ha sido determinar la estructura primaria del
PLPV y analizar los RNAs virales que se acumulan en las plantas infectadas. Partiendo de un
aislado aleman del virus (denominado PV-0193), se secuencié completamente el gRNA. Los
resultados indicaron que esta molécula estaba constituida por 3884 nt y, mediante andlisis in
silico, inicialmente identificamos seis ORFs que potencialmente codificaban proteinas de 27
(p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37). Estas ORFs estaban flanqueadas por
una 5" UTR inusualmente corta, con solo 6 nt, y una 3" UTR de 246 nt. Tanto la organizacion
de las ORFs en el RNA viral como la mayoria de sus productos potenciales se asemejaban
mucho a los implicados en replicacion (p27 y p87), movimiento (p7) y encapsidacion (p37) de
miembros del género Carmovirus (familia Tombusviridae). A pesar de las semejanzas que el
PLPV compartia con componentes de este grupo viral, este patégeno presentaba algunas
caracteristicas que impedian su asignacion directa a este género. La region central del genoma
de los carmovirus contiene dos pequefias ORFs en distintas fases de lectura (con excepcion
del MNSV) y con codones de iniciacién candnicos que codifican las MPs (Hacker et al., 1992;
Li et al., 1998; Navarro et al., 2006), mientras que de las dos proteinas potencialmente
codificadas por la region central del genoma del PLPV, sélo la p7 mostraba homologia

significativa con MPs de carmovirus. Una busqueda en bases de datos de proteinas no reveld
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la existencia de homdlogos claros de la putativa p6 ni tampoco de la proteina p13
potencialmente codificadas por el virus. Ademas, los carmovirus producen dos sgRNAs para la
expresion de las MPs y de la CP, respectivamente (Russo et al., 1994), mientras que un
analisis Northern indicé que el PLPV producia un solo sgRNA de 1.6 kb. Las caracteristicas
estructurales de esta molécula permitieron sugerir que posiblemente estaba implicada en la
traduccion de la p7, de la p6 y de la p37 del virus. Es interesante también sefalar que los
resultados de los experimentos de extension del cebador llevados a cabo para cartografiar y/o
confirmar el extremo 5” del gRNA y del sgRNA del PLPV eran consistentes con los esperados
para moléculas sin cap, en linea con lo descrito para miembros de la familia Tombusviridae
(Lommel et al., 2005).

Ademas de asignar posibles funciones a las proteinas potencialmente codificadas por el
PLPV mediante analisis comparativo con proteinas de funcién conocida, también se especuld
acerca de los posibles mecanismos de expresidbn génica empleados por el virus. Esta
especulacién se baso en la organizacion gendémica del mismo y en ciertas caracteristicas de su
secuencia. Las proteinas p27 y p87 presumiblemente implicadas en replicacién viral, y la p13,
de funcion desconocida, probablemente eran traducidas a partir del gRNA, la p27 mediante un
mecanismo convencional de rastreo ribosomal y la p87 por un mecanismo de lectura a través
del codén de terminacién de la ORF (p27), como se ha descrito para la mayoria de miembros
de la familia Tombusviridae (Scholthof et al., 1995; White ef al., 1995; Turina et al., 1998;
Huang et al., 2000). Un mecanismo de iniciacion interna de la traduccion fue considerado como
plausible para la produccién de la p13, ya que la involucraciéon de un mecanismo de escape al
proceso de rastreo ribosomal era bastante improbable dado el contexto éptimo que flanquea al
codon del inicio de la ORF (p27) (Futterer y Hohn, 1996). El resto de ORFs, localizadas aguas
abajo en el genoma, se traducirian a partir del unico sgRNA detectado en las plantas infectadas
que, ademas, se acumula a niveles elevados. La proteina p7, presumiblemente implicada en
movimiento, debia ser traducida por un mecanismo de rastreo ribosomal convencional,
mientras que la p6, de funcidon desconocida, podria ser traducida a partir de un codén de
iniciacion no canodnico por un mecanismo de escape al proceso de rastreo del RNA y/o
alternativamente, mediante un mecanismo de corrimiento de la pauta de lectura de -1 nt (-1

FS). Este corrimiento se produciria inmediatamente aguas arriba del codén de parada de la
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ORF (p7), dando lugar a una proteina de 12 kDa (p12 o p7-FS). Esta posibilidad estaba
apoyada por dos rasgos estructurales del RNA: la presencia de un heptanucleétido,
flanqueando en 5° al codon de parada de la ORF (p7), con una secuencia que se ajusta al
motivo caracteristico de fendmenos de corrimiento de pauta de lectura, y la posible formacién
de una estructura de tipo horquilla aguas abajo del mencionado codén. La presencia de esta
clase de estructuras parece facilitar la parada de los ribosomas propiciando su deslizamiento
posterior. Si efectivamente el virus empleaba un mecanismo de -1 FS para expresar una de sus
ORFs internas, esto constituiria otro rasgo distintivo del PLPV frente a los carmovirus, cuyas
ORFs internas, ademas de presentar codones de inicio candnicos, son presumiblemente
traducidas por un mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal. Si bien no podiamos
excluir que un sgRNA adicional se produjera en muy bajas concentraciones (o en determinados
estadios del ciclo infeccioso) para la expresion de la ORF (p37), los analisis Northern no
revelaron la presencia de esta molécula hipotética. Por esta razén, se consideré que la ORF
(p37) podria expresarse por un mecanismo de iniciacion interna o de escape al proceso de
rastreo del RNA.

La organizacion de ORFs y las estrategias de expresion génica predichas para el sgRNA del
PLPV eran muy similares a las descritas para el unico sgRNA del PMV (Panicovirus), aunque
este ultimo ademéas de presentar tres ORFs que codifican las proteinas p8, p6.6 y p38,
contiene una ORF adicional dentro del gen de la CP (Turina et al., 1998). También en el caso
del sgRNA del PMV se habia sugerido la posible generacion de una proteina p8-FS como
consecuencia de un fendmeno de corrimiento en la pauta de lectura y, curiosamente, la
secuencia de siete nucleétidos necesaria para que se produzca este fendmeno en el PMV era
idéntica a la encontrada aguas arriba del codén de parada de la ORF (p7) del PLPV, lo que
reforzaba la hipdtesis de la implicacién de un mecanismo de este tipo para la produccién de la
hipotética p7-FS. Sin embargo, en el caso del PMV la supuesta proteina p8-FS no ha sido
detectada in vivo y, mas aun, ensayos de traduccion in vitro han demostrado que el codén de
inicio no candnico de la ORF p6.6 es funcional, a pesar de que el contexto que lo flanquea no
es optimo (Turina et al., 2000). Bioensayos realizados con mutantes del PMV han demostrado
que la proteina p6.6 es necesaria para una infeccién eficiente y que, ademas, esta involucrada

en el movimiento del virus en la planta (Turina et al., 2000). A pesar de que las secuencias de
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esta proteina del PMV y del potencial producto p6 del PLPV eran considerablemente distintas,
sus perfiles de hidrofobicidad eran similares. Teniendo en cuenta las analogias entre las dos
proteinas, se podia anticipar una funcién equivalente a la de la p6.6 del PMV para la potencial
p6 del PLPV.

Ademas del PLPV, se habian descrito un conjunto de pequefios virus isométricos cuyas
infecciones naturales también parecen restringidas a especies del género Pelargonium, entre
los que se encuentran el virus de las manchas anulares de Pelargonium (Pelargonium ringspot
virus, PelRSV) y el virus del anillo clorético de Pelargonium (Pelargonium chlorotic ring pattern
virus, PCRPV). El PCRPV codifica potencialmente 5 proteinas muy similares a las implicadas
en replicacion (p27 y p87), movimiento (p7 y p9) y encapsidacion (p37) en el género
Carmovirus (Kinard y Jordan, 2002), pero, al igual que el PLPV, genera un unico sgRNA
presumiblemente implicado en la expresion de las ORFs situadas en posicién interna y 3°-
proximal en el gRNA. Asimismo, podria utilizar un mecanismo -1 FS para la traduccién de la
ORF (p9) o, alternativamente, esta ORF podria ser traducida a partir de un codén no-AUG, de
forma similar a lo predicho para la ORF (p6) del PLPV. Algunos datos indican que estas
caracteristicas podrian ser compartidas por el PelRSV vy el virus latente de la baya del sauco
(Elderberry latent virus, ELV) (Kinard et al., 1996; Jones et al., 2000; Kinard y Jordan, 2002),
aunque la secuencia completa de los gRNAs de estos patégenos no esta disponible. Sin
embargo, sobre la base de la produccion de un solo sgRNA, de estrategias de expresion
génica posiblemente comunes y de ciertas similitudes de secuencia, se propuso incluir a los
cuatro virus en un nuevo género dentro de la familia Tombusviridae denominado Pelarspovirus
(Kinard y Jordan, 2002). Un arbol filogenético elaborado con las secuencias de la CP de los
cuatro patégenos permitio apoyar esta propuesta (Fig. 6, capitulo 1), al igual que analisis
filogenéticos posteriores llevados a cabo con las secuencias completas del PLPV y del PCRPV

y de los componentes de la familia Tombusviridae (Stuart et al., 2006).

Generacion de un clon infeccioso del PLPV

Las peculiaridades genémicas del PLPV (y su posible adscripcion a un nuevo género)

merecian sin duda ser estudiadas en mayor profundidad. Por ello el siguiente objetivo que se
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abordé fue la obtencién de un clon infeccioso del virus para poder llevar a cabo experimentos
de genética reversa. Esta tipo de aproximaciéon ha contribuido enormemente al estudio de
funciones gendmicas en virus de plantas (Boyer y Haenni, 1994), y nos podia permitir
contrastar la validez de las predicciones realizadas, mediante analisis in silico, acerca del papel
de las distintas ORFs en el ciclo biologico del PLPV y de los mecanismos de expresion génica
utilizados por este agente infeccioso.

Dado que los intentos de conseguir la amplificacion de un cDNA de longitud completa en
una sola reacciébn de RT-PCR fueron infructuosos, probablemente por impedimentos
estructurales del propio RNA y/o cDNA o por problemas derivados de la baja procesividad de la
polimerasa utilizada, se generaron dos poblaciones de cDNAs solapantes que abarcaban la
mitad 5 (fusionada al promotor de la polimerasa del fago T7) y la mitad 3’ del genoma viral,
respectivamente. Tras la digestibn con enzimas de restriccion apropiados, estas dos
poblaciones de cDNAs fueron ligadas entre si y los productos resultantes se fusionaron al
vector de clonaciéon pUC18. Con esta estrategia, similar a la descrita como “clonaje
poblacional” (Yu y Wong, 1998), se intentd maximizar la probabilidad de obtener un clon
biolégicamente activo al permitir la sintesis de una serie de clones diferentes que podian ser
bioensayados simultdneamente aunque de forma independiente.

Mediante esta estrategia se seleccionaron dos clones distintos de longitud completa,
denominados pPLDS-1 y pPLDS-2, que fueron linearizados con el enzima de restriccion
BamHI. Los transcritos generados in vitro a partir de estos moldes se utilizaron para inocular
hojas del huésped experimental C. quinoa. Puesto que estos transcritos no resultaron
infecciosos, se secuenciaron completamente los dos clones de partida para intentar averiguar a
qué se debia su falta de actividad biolégica. En el caso del clon pPLDS-1, se detecté una
sustitucion nucleotidica que conducia a la introduccion de un codén de parada prematuro en la
ORF (p27). Esta mutacion, que debia ser la responsable de la incapacidad del clon para
establecer una infeccion eficiente, probablemente fue incorporada durante el proceso de
transcripcion reversa o de amplificacién por PCR del cDNA viral. En el caso del clon pPLDS-2,
no se observd en su secuencia ningun cambio nucleotidico que pudiera explicar de forma obvia

su naturaleza no infecciosa.

137



138 Discusion (General

Los transcritos derivados de varios de los clones resultantes de sustituir la regién 5’ del clon
pPLDS-2 por nuevos cDNAs, indujeron lesiones cloréticas cuando se inocularon sobre hojas de
C. quinoa, comprobandose la presencia del PLPV mediante hibridacion molecular. Se
selecciond al azar uno de estos clones infecciosos, denominado pPLDS-10, y su secuenciacion
reveld que presentaba solo 2 sustituciones nucleotidicas con respecto al clon pPLDS-2; estas
sustituciones estaban localizadas dentro de la ORF (p27) y/o ORF (p87) y daban lugar a dos
cambios en las correspondientes secuencias aminoacidicas, L40P y W351S (posiciones en
p27/p87 y p87, respectivamente). Experimentos de mutagénesis dirigida realizados
posteriormente en el laboratorio han puesto de manifiesto que la sustitucion nucleotidica que
da lugar al cambio de una S por W en el residuo 351 de la RdRp es la responsable de la falta
de infectividad del clon pPLDS-2, aunque por el momento se desconoce qué propiedad
particular de la proteina esta afectada por este cambio.

A pesar de la actividad biolégica mostrada por los transcritos derivados del clon pPLDS-10,
el nimero de lesiones que aparecio en las hojas inoculadas fue considerablemente menor que
el observado utilizando el RNA viral silvestre como indculo. Estos transcritos eran
presumiblemente portadores de nucleétidos “no virales” en los extremos, concretamente, 3 Gs
en 5, incorporados durante la transcripcion a partir del promotor de la RNA polimerasa del fago
T7,y 5 nt mas en 3" (GGAUC), resultantes de la utilizacion del sitio BamHI para la linearizacion
del plasmido previa a la transcripcion. Para averiguar si estos nucleétidos adicionales eran
responsables de la reducciéon en la infectividad de los transcritos, se llevaron a cabo dos
aproximaciones. Por un lado, se fusion6 el cDNA viral recuperado del clon infeccioso pPLDS-
10 directamente al promotor 35S del CaMV vy al terminador del gen de la nopalina sintasa, y la
construccion resultante se inoculd sobre las hojas de C. quinoa. Estas hojas desarrollaron un
numero de lesiones similar al observado tras inoculaciéon con transcritos generados a partir del
clon pPLDS-10 linearizado con BamHI, aunque la apariciéon de los sintomas se retrasé 1-2
dias. Este resultado sugeria que los nucleétidos adicionales presentes en el extremo 5 de los
transcritos no eran responsables de la baja infectividad de los mismos. Por otro lado, el clon
pPLDS-10 fue linearizado, ademas de con BamHI, con Kpnl o Smal. En teoria, estas dos
digestiones permitian obtener transcritos con el extremo 3 preciso del virus o con 1 nt menos,

respectivamente. Sorprendentemente, los transcritos sintetizados tras la linearizacién con Smal
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indujeron un numero de lesiones alrededor de 10 veces superior a los observados con los otros
transcritos. Este resultado apoyaba firmemente la idea de que el residuo G asignado
inicialmente al extremo 3’ del genoma del PLPV, no esta realmente presente en el ssRNA viral.
Los intermediarios replicativos de doble cadena de ciertos virus de ssRNA+, presentan un
residuo adicional en el extremo 3’ de la cadena positiva 0 negativa (Karasev et al., 1995;
Galiakparov et al., 1999) y, probablemente, a esto se debia nuestra asignacién incorrecta del
residuo terminal, ya que los dsRNAs del PLPV se habian utilizado como moldes para la
clonacion y secuenciacion de la regiéon 3'- proximal del virus. Conjuntamente, los resultados
indicaron que el genoma del PLPV, al igual que los del resto de miembros de la familia
Tombusviridae termina con la secuencia CCC-OH (White y Nagy, 2004) y, por lo tanto, la
linearizacién del clon infeccioso con Smal dejaba el extremo preciso del virus, lo que explicaba
el aumento del numero de lesiones en hojas de C. quinoa. Esta observacion contrasta con lo
que ha sido descrito para otros miembros de la familia Tombusviridae, como el virus latente del
Photos (Photos latent virus, PoLV, Aureusvirus) o el MNSV (Carmovirus) (Rubino y Russo,
1997; Diaz et al., 2003), cuya infectividad no parece estar afectada por extensiones en el
extremo 3’ del RNA viral. El clon infeccioso del PLPV que habiamos generado era ademas
capaz de infectar sistémicamente otros huéspedes experimentales como N. clevelandii o N.
benthamiana, aunque de forma asintomatica, reproduciendo las caracteristicas biolégicas del

virus parental.

Identificacion de las ORFs del PLPV funcionales in vivo

El andlisis in silico del genoma del PLPV habia aportado pistas acerca de la posible funcién
de las proteinas potencialmente codificadas por algunas de sus ORFs y habia permitido
hipotetizar sobre las estrategias de expresion génica empleadas por el virus. Para identificar
qué ORFs de las predichas inicialmente eran biolégicamente activas y cual era su papel en el
ciclo infeccioso del patdgeno, se generd una coleccion de mutantes a partir del clon infeccioso.
Estos mutantes fueron utilizados como moldes en reacciones de traducciéon in vitro y
bioensayados en diferentes huéspedes experimentales. Los resultados de estos experimentos

corroboraron la expresion y las funciones anticipadas para las proteinas p27 y p87
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(efectivamente implicadas en replicacién) asi como para las proteinas p7 y p37 (implicadas en
movimiento y movimiento/encapsidacion, respectivamente). Sin embargo, la expresion de las
otras dos ORFs predichas inicialmente, ORFs (p13) y (p6), no pudo ser detectada in vitro y,
mas aun, los bioensayos mostraron que no eran requeridas in vivo, ya que mutantes con estas
ORFs inactivadas eran capaces de establecer infecciones indistinguibles de las establecidas
por el virus silvestre en tres huéspedes distintos, indicando que las mencionadas ORFs
probablemente carecen de significado bioldgico. En su lugar se identific6 una nueva OREF,
localizada en la region central del genoma, que se traduce a partir de un codon débil de
iniciacion (GUG) y que da lugar a una proteina de tamafo 9.7 kDa implicada en el movimiento
del virus. A pesar de que presenta un perfil de hidrofobicidad muy similar al de proteinas de
movimiento del género Carmovirus (Navarro et al., 2006), su homologia de secuencia con
dichas proteinas es escasa. Curiosamente, la p9.7 del PLPV si muestra una notable identidad
de secuencia (44,4%) con otra de tamafio 9.4 kDa, potencialmente codificada por una ORF del
PCRPYV también ubicada en la region central del genoma y cuyo codén de inicio es, asimismo,
un triplete no-AUG (Kinard y Jordan, 2002). Esta observaciéon amplia las semejanzas entre
estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto Pelarspovirus.

La CP del PLPV por su parte, desempeina un papel fundamental en el movimiento local v,
por lo tanto, también sistémico del virus. El requerimiento de la CP para el movimiento célula a
célula y sistémico varia entre los distintos miembros de la familia Tombusviridae. Asi, la CP no
es necesaria para el movimiento local del virus de las manchas de las hojas del pepino
(Cucumber leaf spot virus, CLSV) y del PoLV, ambos en el género Aureusvirus (Rubino y
Russo, 1997; Reade et al., 2003), del virus de la necrosis del tabaco (Tobacco necrosis virus,
TNV, Necrovirus) (Molnar et al., 1997), y del RCNMV (Dianthovirus) (Vaewhongs y Lommel,
1995). En este ultimo sin embargo, la CP es estrictamente necesaria para el movimiento a
larga distancia, excepto en el huésped N. benthamiana a bajas temperaturas (Xiong et al.,
1993). Por el contrario, la CP del PMV (Panicovirus) (Turina et al., 2000) y del MNSV
(Carmovirus) (Genovés et al., 2006) es requerida para el movimiento célula a célula. En el caso
del TCV (Carmovirus), la CP es indispensable para el movimiento célula a célula en N.
benthamiana, pero no en Arabidopsis, aunque es esencial para la dispersion sistémica en

ambos huéspedes (Heaton et al., 1991; Hacker et al., 1992; Cohen et al., 2000). Estas
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observaciones contrastan con lo descrito para miembros del género Tombusvirus, que pueden
moverse célula a célula o sistémicamente en ausencia de CP (Russo et al.,, 1994; Sit et al.,
1995). Si la CP del PLPV tiene un papel directo en el movimiento del virus formando parte del
complejo que permite su propagacion en la planta o contribuye indirectamente al inicio y
mantenimiento de la infeccion, esta por determinar. Esta contribucién indirecta podria ser el
resultado de la capacidad de la proteina para inhibir la degradacién del RNA viral mediada por
la respuesta del huésped frente al virus basada en silenciamiento del RNA, ya que CPs
relacionadas de carmovirus actian como supresores de este tipo de mecanismo defensivo (Qu
et al., 2003; Thomas et al., 2003; Genovés et al., 2006; Meng et al., 2006; Martinez-Turifio y
Hernandez, 2009). De manera alternativa, la CP del PLPV podria funcionar como un factor
accesorio protegiendo el genoma o promoviendo la traduccion in vivo y/o estabilizando a las

MPs, como se ha propuesto para la CP del PMV (Turina et al., 2000).

Mecanismos de expresién génica del PLPV

Una vez identificadas las ORFs del PLPV funcionales in vivo y determinada la funcion que
desempefian en el ciclo bioldgico del patégeno, nos planteamos obtener informacién sobre las
estrategias que utiliza el virus para la expresién de todos sus genes. Los resultados indicaron
que el PLPV emplea mecanismos de traduccion variados que permiten que los distintos genes
sean accesibles a la maquinaria de sintesis proteica del huésped. Ademas, estos procesos
traduccionales deben ser independientes de cap ya que los RNAs del PLPV, como los de los
otros miembros de la familia Tombusviridae (Lommel et al., 2005), carecen de esta estructura
en su extremo 5°. Ensayos de traduccion in vitro confirmaron que: i) el gRNA dirige la sintesis
de la proteina p27 y de su producto readthrough p87 de manera eficiente, a pesar de que este
RNA presenta una region lider de solo 6 nt (la mas corta descrita para un mRNA natural) vy,
como se ha indicado arriba, carece de estructura cap, v, ii) el sgRNA actia como mRNA para la
produccion de las tres proteinas restantes, p7, p9.7 y p37, mediante procesos de escape al
proceso de rastreo ribosomal. Estos procesos parecen estar favorecidos por el contexto
subéptimo que flanquea al codén de inicio del gen p7, por el codén débil de inicio (GUG) del

gen p9.7, y por la ausencia de codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la
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region de 370 nt que precede al coddn de inicio del gen p37. De hecho, en cualquier otra regién
del RNA viral los tripletes AUG son tan frecuentes como se puede esperar de forma estadistica,
es decir, aproximadamente uno cada 64 nt. Esta observacion sugiere que los codones AUG
estan bajo fuerte seleccidon negativa en el segmento que precede al gen p37 en el sgRNA del
PLPV. En este contexto, se puede postular que esta secuencia ha evolucionado para permitir
que una fraccién de los ribosomas que han alcanzado el codén de inicio del gen p7, flanqueado
por un contexto subdptimo, no empiecen la sintesis proteica y continuen el rastreo hasta el gen
p9.7. La débil senal de inicio proporcionada por el codon GUG de este gen probablemente
favorece que una fraccién de los ribosomas continden el rastreo hasta alcanzar el gen p37. De
acuerdo con este modelo, la introduccion de codones AUG adicionales aguas arriba del gen
p37, debe reducir la produccién de la proteina que codifica, como de hecho se observé con los
mutantes p9.7aug y p9.7aug*3, que incorporan uno y tres codones AUG, respectivamente,
siendo la reduccion mas drastica (superior al 80%) con el ultimo mutante, como cabia esperar.
Del mismo modo, la eliminacion del codén de inicio AUG del gen p7, conlleva un aumento en la
produccion de la p9.7. Sin embargo, no hemos podido detectar un aumento significativo en la
producciéon de p37 al eliminar el codén de inicio del gen p9.7, probablemente por la baja
eficiencia con que el codén GUG promueve el comienzo de la traduccién, lo que indica que la
presencia de esta ORF sdlo reduce ligeramente el numero de ribosomas que llegan a la ORF
(p37). El modelo también implica que la traduccidon de todos los genes del sgRNA es
dependiente del extremo 5, como efectivamente se comprobd mediante la introduccién de una
horquilla estable en la secuencia lider del sgRNA que tuvo un acusado efecto negativo sobre la
produccion de las proteinas p7, de la p9.7 y de la p37.

El mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal es con frecuencia responsable de
la traduccion de diferentes proteinas a partir de RNAs virales (revisado por Ryabova et al.,
2006). Este mecanismo por lo general conduce a la sintesis de dos polipéptidos con una misma
region C-terminal, si son traducidos a partir de una misma ORF, o de dos polipéptidos
independientes, cuando las ORFs se encuentran en diferentes pautas de lectura (Weiland y
Dreher, 1989; Belsham y Lomonosoff, 1991; Dinesh-Kumar y Miller, 1993; Herzog et al., 1995;
Simén-Buela et al., 1997; Verchot et al., 1998; Shivaprasad et al., 2005). El caso mas notable

de este tipo de mecanismo descrito previamente afecta al RTBV cuyo pgRNA dirige, mediante
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escape al proceso de rastreo ribosomal al igual que el sgRNA del PLPV, la sintesis de tres
proteinas independientes codificadas por las ORFs I, Il y lll del virus (Futterer et al., 1997).
Como en el caso del PLPV, una de las ORFs implicadas en el mecanismo de escape al
proceso de rastreo del RTBV es traducida a partir de un codén no-AUG (ORFI) y otra presenta
un codon de inicio flanqueado por un contexto suboptimo (ORFII). Ademas, la region de
alrededor de 1 kb que precede al codén de inicio de la ORFIIl en el pgRNA del RTBV también
esta desprovista de tripletes AUG en cualquier pauta de lectura, aparte del que inicia a la ORFII
que, como se ha indicado anteriormente, se encuentra en un contexto traduccional pobre.
Estas peculiaridades compartidas por los RNAs del RTBV y del PLPV probablemente permiten
que una importante fraccion de los ribosomas que inicia el rastreo desde el extremo 5’ pueda
alcanzar la tercera ORF. El sesgo en contra de codones AUG previos a la ORFIIl es una
caracteristica no solo del RTBV, sino que esta conservada en badnavirus relacionados, lo que
sugiere que la estrategia de escape al proceso de rastreo ribosomal es empleada por
miembros de dos géneros, Tungrovirus y Badnavirus (Pooggin et al., 1999). En este contexto,
es interesante mencionar que el sgRNA del PCRPV se asemeja al sgRNA del PLPV en cuanto
a numero y organizacion de ORFs, contextos que flanquean sus codones de inicio y ausencia
de codones AUG aguas arriba del gen de la CP, con excepcion del codon de inicio del gen p7
(Kinard y Jordan, 2002), lo que indica que el mecanismo de escape al proceso de rastreo del
RNA propuesto para el PLPV podria ser también empleado por otros miembros del género
propuesto Pelarspovirus.

Los buenos niveles de infectividad de los mutantes p9.7cug y p9.7acg del PLPV (con
reemplazamientos del codén de inicio GUG del gen p9.7 por otros codones de inicio no-AUG)
contrastan con la falta de infectividad del mutante p9.7aug (con reemplazamiento del codén de
inicio GUG del gen p9.7 por el candnico AUG), y sugieren que la preservacion de las
proporciones de las proteinas producidas a partir del sSgRNA es un requisito indispensable para
la viabilidad del virus. Estos resultados indican ademas que otros codones de inicio no-AUG
pueden sustituir funcionalmente al GUG del gen silvestre, pero no el AUG convencional. La
utilizacion de codones de inicio débiles para regular las proporciones de las proteinas
producidas ha sido descrita tanto para mRNAs celulares como virales (Kozak, 1991; Touriol et

al., 2003). Entre estos ultimos se incluyen algunos virus de plantas pertenecientes a diferentes
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grupos taxonémicos (Futterer et al., 1996; Shirako, 1998). Dentro de la familia Tombusviridae,
el HCRSV es el unico carmovirus donde se ha demostrado la utilizaciéon de un codén de inicio
no-AUG; este codon esta presente en un gen que codifica una proteina especifica que parece
influir en la expresion de los sintomas (Koh et al., 2006; Zhou et al., 2006). Un segundo ejemplo
corresponde al PMV que utiliza un codén débil de iniciacion para la sintesis de una proteina de
pequefio tamafo, p6.6, implicada en movimiento (Turina et al., 1998), tal como se ha indicado
con anterioridad en esta discusion. El unico sgRNA producido por el PMV es, como el del
PLPV, policistronico y dirige la traduccion de cuatro proteinas distintas. Se ha sugerido que un
mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal seria responsable de la expresion de
los dos genes 5’-proximales mientras que la traduccion de los dos genes 3’-proximales podria
tener lugar mediante una combinaciéon del mecanismo de escape al proceso de rastreo del
RNA y alguna estrategia adicional no identificada (Turina et al., 2000; Batten et al., 2006a).
Aungue los datos presentados aqui apoyan firmemente que el mecanismo principalmente
involucrado en la traduccion de las tres ORFs del sgRNA del PLPV es el de escape al proceso
de rastreo ribosomal, no se puede descartar completamente la contribucion de otro tipo de
mecanismos. Otra cuestion abierta concierne a la forma en que los RNAs del PLPV reclutan al
ribosoma pese a carecer de cap y de cola poliA. Miembros de las familias Tombusviridae y
Luteoviridae, que también carecen de este tipo de estructuras en sus extremos, contienen
secuencias en la 3' UTR que funcionan como estimuladores de la traduccion (TEs) (revisado
por Kneller et al., 2006). En el PLPV también se ha postulado la existencia de un TE
basandose en un analisis de complementariedad entre la 3" UTR del virus y las 5" UTRs del
gRNA y del sgRNA (Fabian y White, 2006). La investigacién sobre este tema puede ayudar a
comprender mejor la complejidad de la regulacion de la expresién génica en el PLPV y la red

de interacciones moleculares involucradas.

Estudio de la variabilidad molecular del PLPV

Puesto que la informacion de secuencia disponible sobre el PLPV se limitaba a la del

aislado de origen aleman a partir del cual habiamos determinado la organizacién gendmica del

patégeno (aislado PV-0193), y a la del gen CP de otro aislado, de procedencia incierta, que
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estaba depositada en la base de datos, consideramos de interés caracterizar aislados
adicionales del virus como una primera aproximacién para estimar su grado de diversidad
genética. Para ello se partié de una coleccién de aislados provenientes de plantas de P. zonale
o de P. peltatum recolectadas en tres paises diferentes (Espafia, ltalia y Estados Unidos) en
afos distintos. La regién gendmica analizada fue muy amplia, concretamente de 1817 nt lo que
representa aproximadamente la mitad del gRNA viral. Esto ha posibilitado la obtenciéon de
datos acerca de tres regiones codificantes completas (los genes de las MPs, p7 y p9.7, y de la
CP) asi como de la 3" UTR y de un segmento del gen de la RdRp. Los resultados del analisis
de estas secuencias y su comparacion con las del aislado aleman inicial PV-0193, han
proporcionado informacion relevante acerca de la estructura genética de las poblaciones del
PLPV como se discute a continuacion.

Los cambios nucleotidicos detectados entre las secuencias de un mismo aislado han
confirmado que el PLPV, como otros ribovirus, se propaga como una cuasiespecie, siendo la
variabilidad nucleotidica dentro de cada aislado muy limitada y similar a la estimada para otros
virus de RNA (Fields y Winter, 1981; Arias et al., 1986; Steinhauer et al., 1989; Hedges et al.,
1999; Albiach-Marti et al., 2000). A pesar de que el tamafio de la muestra es relativamente
pequefa (20 secuencias en total), los analisis filogenéticos han puesto de manifiesto una
agrupacion significativa de los aislados por pais de origen, indicando que el flujo genético
derivado de la importacion de nuevo material vegetal no es suficiente para erradicar la
estructura geografica de las poblaciones del PLPV.

Del analisis de las secuencias del PLPV también se deduce que el genoma del virus se
encuentra bajo fuertes presiones selectivas. Dichas presiones han sido evaluadas en las
regiones codificantes mediante la comparacion de las tasas de sustituciones sinénimas y no
sinénimas utilizando métodos estadisticos apropiados. Los resultados indican que estas
regiones se encuentran fundamentalmente bajo seleccion negativa y han permitido identificar
aminoacidos especificos que podrian ser diana de este tipo de seleccion. Concretamente en la
RdRp, se han detectado cuatro sitios bajo seleccion negativa a pesar de que la porcién incluida
en el andlisis no comprende ninguno de los ocho motivos conservados en la RdRps (Koonin y
Dolja, 1991; Koonin y Dolja, 1993). En la proteina p7, el unico aminoacido identificado bajo

seleccion negativa se localiza en el supuesto motivo de unién a RNA de la molécula (Marcos et
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al., 1999, Navarro et al., 2006), pero no corresponde a ninguno de los residuos basicos que
presumiblemente son los mas criticos en dicha unidon. Esto sugiere que la seleccion
probablemente actiue preservando la conformacion activa del mencionado motivo. En la
proteina p9.7, nueve de los diez sitios que se encuentran bajo seleccidon negativa se
concentran en la parte central de la molécula. La funcién concreta de esta region se desconoce
pero corresponde al segmento que conecta los dos dominios hidrofébicos supuestamente
implicados en la asociacidon de la proteina a membranas, como se ha descrito para proteinas
relacionadas (Vilar et al., 2002; Sauri et al., 2005, Navarro et al., 2006), lo que sugiere que este
segmento también debe tener determinados requerimientos estructurales para mantener la
topologia correcta. Por ultimo, en la CP, casi 2/3 de los sitios seleccionados negativamente se
localizan en la parte N-terminal (dominio R), aunque sélo dos de ellos corresponden a residuos
basicos probablemente criticos en la funcién de unién a RNA de esta regién de la proteina
(Lommel et al., 2005). Al igual que se ha sugerido para la p7, la seleccion podria actuar
preservando la conformacioén de la CP que facilite su union al RNA.

Ademas de las presiones selectivas en regiones codificantes, la conservacion de la
estructura primaria y/o secundaria de regiones reguladoras del RNA viral, tales como la 3" UTR
o el presunto promotor subgenémico, parece también restringir la heterogeneidad del PLPV.
Esta observacion es consistente con el papel critico que deben desempenar dichas regiones
durante la multiplicacion del patdgeno, ya que su funcién estara determinada basicamente por
sus caracteristicas estructurales. En el caso del presunto promotor subgendémico hay que
sefalar que, ademas de estar involucrado en la regulacién de la transcripcion, se encuentra
imbricado dentro de la porcién 3’-terminal del gen de la RdRp y, por lo tanto, su actividad dual
como secuencia codificante y reguladora debe restringir considerablemente su variabilidad. En
consistencia con esta previsién, la diversidad nucleotidica media de esta regién es mas baja
que la de otras regiones codificantes y, mas aun, la mayoria de sustituciones nucleotidicas
detectadas en esta parte del genoma no perturban la estructura de tipo horquilla que
presumiblemente es requerida para la actividad promotora, tal como se ha descrito para virus
relacionados (Wang et al, 1999: Li y Wong, 2006). Esta observaciéon sugiere que la
conservacion de la mencionada conformacion determina en gran medida el perfil de

mutaciones naturales. De forma similar, la distribucion de variabilidad en la 3° UTR indica que el
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mantenimiento de un plegamiento especifico compuesto de una serie de estructuras de tipo
horquilla, similar al propuesto para otros Tombusviridae (Fabian et al., 2003; Wang y Wong,
2004; Zhang y Simon, 2005; Na y White, 2006), es un factor limitante de la heterogeneidad en
esta region. Al igual que en otros virus de la familia, la 3" UTR del PLPV debe contener
elementos en cis esenciales para la replicacion tales como el promotor minimo requerido para
el reconocimiento del RNA viral por la RdRp o elementos represores de la sintesis de cadenas
negativas (Stupina y Simén, 1997; Carpenter y Simon, 1998; Pogany et al., 2003; Zhang et al.,
2004a, 2004b; Na y White, 2006). Asimismo, en esta region se han descrito TEs que
promueven la expresion génica por un mecanismo independiente de cap (revisado por Kneller
et al., 2006). Como se ha indicado anteriormente, en el caso del PLPV también se ha
propuesto la presencia de un TE en su 3" UTR (Fabian y White, 2006). Una observacién
interesante a este respecto es la conservacion estricta tanto de la estructura primaria como
secundaria de este presunto TE en todos los aislados incluidos en este estudio lo que,
indirectamente, apoya su funcionalidad in vivo.

Otro dato relevante derivado del analisis de variabilidad del PLPV se refiere a la
identificacion de una red potencial de interacciones especificas dentro y entre proteinas del
virus, probablemente requerida para mantener la conformacién correcta de dichas proteinas y
conducir al RNA viral desde el proceso de replicacion hasta su diseminacion en planta. Esta
presunta red se ha inferido a partir de un analisis covariacional, una aproximacién que ha sido
ampliamente utilizada para deducir interacciones funcionales entre sitios distintos de una
proteina y/o entre diferentes proteinas (Altschuh et al., 1987; Thomas et al., 1996; Larson et
al., 2000; Hoffman et al., 2003; Codorer et al., 2006). Una de las covariaciones detectadas
entre moléculas del PLPV afecta a las proteinas p9.7 y CP y distingue al aislado PV-0193,
propagado repetidamente en el huésped experimental C. quinoa, del resto de aislados. El
analisis de la evolucion molecular de una unica variante del PLPV sometida a pases seriados
en dicho huésped experimental ha proporcionado pruebas soélidas de que dicha covariacion
estd determinada por el huésped. Como se ha concluido de los experimentos de genética
reversa realizados en el curso de este trabajo, ambas proteinas son indispensables para el
movimiento célula a célula del virus y, aunque el mecanismo preciso del transporte intercelular

del virus (o de virus relacionados) no se conoce todavia, no es improbable que requiera de una
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interaccion fisica entre la(s) MP(s) y la CP, como parece ocurrir en otros virus de plantas (Liu et
al., 2001; Sanchez-Navarro y Bol, 2001; Kim et al., 2004; Takeda et al., 2004; Sanchez-Navarro
et al., 2006; Akamatsu et al., 2007).

El analisis de la evolucion molecular de una variante del virus sometida a pases seriados en
C. quinoa también ha puesto de manifiesto la capacidad de este patdgeno para evolucionar de
forma extraordinariamente rapida cuando es transferido a una nueva especie vegetal. Ademas,
la trayectoria evolutiva del PLPV en C. quinoa es totalmente reproducible ya que la poblacién
derivada de la variante con la que iniciamos los pases seriados, proveniente de un aislado
espafiol (SPA4) recuperado de una planta de P. zonale recolectada en el afio 2000, es
esencialmente idéntica a a la derivada de un aislado aleman procedente de una planta de P.
peltatum recolectada en la década de los 90. Aunque no tenemos datos acerca de la
composicién genética inicial de dicho aislado, es muy probable que difiriera de forma notable
del aislado espafiol SPA4, de modo que los datos indican que el huésped introduce un sesgo
muy marcado en la poblacion viral dando lugar a fendmenos de evolucién convergente
(Doolittle, 1994). A pesar de que se desconocen las interacciones precisas que se establecen
entre el virus y la especie C. quinoa, es interesante destacar que las mutaciones especificas de
huésped parecen fijarse en primer lugar en la region 3’ del genoma viral, como sugiere la
secuencia de una de las variantes de la poblacién recuperada tras el primer pase que posee la
region 5° del aislado parental y la regidon 3" caracteristica de los aislados adaptados a C.
quinoa. Los cambios fijados inicialmente en esta region 3" probablemente condicionen la
fijacion posterior de mutaciones en el resto de la(s) molécula(s) viral(es), presumiblemente para
optimizar la eficacia bioldgica del patégeno en el nuevo huésped.

La rapida acumulacién de mutaciones detectada en el PLPV en este trabajo es similar a la
observada con anterioridad en otro patdgeno relacionado, el PFBV (Carmovirus) (Rico et al.,
2006), y difiere de lo descrito para otros virus mas distantes desde un punto de vista
taxondémico (Schneider y Roossinck, 2000, 2001; Hébrard et al., 2006; Rebenstorf et al., 2006;
Fargette et al., 2008). Estos otros virus codifican RdRps pertenecientes a los supergrupos | y
lll, a diferencia del PLPV y del PFBV cuyas RdRps corresponden al supergrupo Il (Koonin y
Dolja, 1993). Una posibilidad ya apuntada en el trabajo de Rico et al. (2006), es que los virus

del supergrupo Il presenten tasas de mutacién mas altas que los de los otros supergrupos
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facilitando asi su rapida adaptacion a un entorno cambiante. Aunque se sabe poco acerca del
tiempo de generacion de virus de plantas, algunos estudios permiten estimar un tiempo medio
de generacion de una hora (Wu et al., 1994; Schneider y Roossinck, 2001). De acuerdo con
esta estimacion, deberian haberse producido 336 generaciones del virus después del primer
pase en C. quinoa (es decir, después de 14 dias de multiplicacion viral). Puesto que la tasa de
mutacién estimada para ribovirus, incluyendo a virus de plantas aunque hay pocos datos sobre
estos ultimos (Malpica et al., 2002), se sitia en torno a 10™ por ronda de replicacion (revisado
por Duffy et al., 2008), la frecuencia de mutacion tedrica seria de 3,4 x 107 tras el primer pase.
Si consideramos los 20 clones que se han caracterizado tras dicho pase (10 en pase 0y 10 en
pase 1), el numero total de mutaciones/nimero total de bases secuenciadas seria de 2,8 x 102
Este valor es claramente superior a la frecuencia de mutacion descrita para otros virus de RNA
de plantas no pertenecientes al supergrupo Il (Garcia-Arenal et al., 2001, Schneider y
Roossinck, 2001; Fargette et al., 2008) y, ademas, es casi igual a la frecuencia de mutacion
tedrica (3.4 x 10'2) considerando una tasa de mutacion de 10™. Puesto que la frecuencia de
mutacién no soélo depende de la tasa de mutacién, sino que esta también fuertemente
influenciada por la seleccion y la deriva genética (que, como se ha mencionado en la
Introduccion general, tienden a disminuir la variabilidad en las poblaciones virales), se puede
anticipar que la tasa de mutacién del PLPV es inusualmente elevada, una caracteristica que
puede tener implicaciones muy relevantes en la progresion de las infecciones causadas por
este patégeno y por otros relacionados. En este contexto, es interesante sefialar que la
capacidad para evolucionar rapidamente podria estar incrementada por la ocurrencia de
fendmenos de recombinacion, muy frecuente en algunos miembros de los géneros
Tombusvirus y Carmovirus. De hecho, en las infecciones de estos virus en muchos casos se
generan Dls por recombinacion (Hillman et al., 1987; Burgyan et al., 1989; Cascone et al.,
1993; Finnen y Rochon, 1993; Rubino et al., 1995; White y Morris, 1999) y, ademas, distintos
trabajos han permitido detectar un nimero importante de genomas virales recombinantes tanto
en protoplastos como en plantas transgénicas (Cascone et al.,, 1990, 1993; White y Morris,
1994, 1995; Borja et al., 1999; Desvoyes y Scholthof, 2002). Se ha especulado que los altos
niveles de recombinacion de este tipo de virus podrian ser consecuencia de la ausencia de

dominios helicasa en sus replicasas, lo que podria tener efectos muy importantes sobre la
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procesividad de estos enzimas vy, por tanto, sobre la probabilidad de que cambien de molde
durante la sintesis de la cadena complementaria (Borja et al., 1999). La ausencia de dominios
helicasa es un rasgo general de miembros de la familia Tombusviridae, de modo que, aunque
en este trabajo no hemos detectado recombinaciéon en el PLPV (datos no mostrados), la
contribucion de este tipo de fendmenos en la adaptacién del PLPV (o de virus afines) a
determinados ambientes podria ser relevante.

Por ultimo, cabe mencionar que recientemente se ha demostrado que la tasa de mutacién
de un virus de plantas, concretamente del CMV, puede depender de la especie vegetal en la
que se multiplica (Pita et al., 2007). Teniendo en cuenta esta observacion, sera interesante
estudiar la trayectoria evolutiva de PLPV en distintas especies vegetales con el fin de evaluar si
el fenomeno del rapido cambio genético de la poblacion viral esta especificamente asociado a

C. quinoa o es general para todos los huéspedes.
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1. La determinacién de la estructura primaria completa del gRNA del PLPV, con un tamafio de
casi 4 kb, ha permitido confirmar la inclusiéon de este virus dentro de la familia Tombusviridae.
Mediante analisis in silico inicialmente se identificaron seis ORFs que potencialmente
codificaban proteinas de 27 (p27), 13 (p13), 87 (p87), 7 (p7), 6 (p6), y 37 kDa (p37) y estaban
flanqueadas por una 5" UTR inusualmente corta, con sélo 6 nt, y una 3" UTR de 246 nt. La
organizacion de las ORFs en el RNA viral y la mayoria de sus productos potenciales eran muy
similares a los de miembros del género Carmovirus; sin embargo, las estrategias de expresion
geénica predichas para el PLPV se asemejaban mucho a las descritas para el unico miembro
del género Panicovirus, el PMV, impidiendo su asignacion directa a alguno de los géneros ya

establecidos dentro de la familia Tombusviridae.

2. El andlisis de los RNAs del PLPV que se acumulan en plantas infectadas ha revelado la
presencia del gRNA y de un solo sgRNA de 1.6 kb. Los resultados de experimentos de
extension del cebador para la caracterizacion del extremo 5° de ambas moléculas son
consistentes con lo esperado para moléculas sin cap, ajustandose a lo descrito para el resto de

miembros de la familia Tombusviridae.

3. La particularidad del PLPV de producir un solo sgRNA parece ser compartida por otros
pequefos virus isométricos relacionados entre los que se encuentran el PelRSV, el PCRPV y el
ELV. Sobre la base de esta caracteristica comun y de similitudes de secuencia, se propuso
incluir a los cuatro virus en un nuevo género dentro de la familia Tombusviridae denominado
Pelarspovirus, una propuesta apoyada por analisis filogenéticos llevados a cabo tras la

determinacion de la estructura primaria del PLPV.

4. Se ha generado un clon de cDNA del PLPV a partir del cual se pueden sintetizar in vitro
transcritos que son infecciosos cuando se inoculan mecanicamente en los huéspedes
experimentales C. quinoa, N. clevelandiiy N. benthamiana. Este clon ha sido una herramienta
fundamental para determinar las ORFs del PLPV que son funcionales in vivo y para analizar las

estrategias de expresion génica utilizadas por este patégeno.
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5. Las ORFs (p27), (p87), (p7) y (p37) predichas inicialmente son expresadas por el virus y
resultan indispensables para una infeccion efectiva por su implicacion en replicacion (p27 y
p87), movimiento (p7) y movimiento/encapsidacion (p37). Sin embargo, las ORFs (p13) y (p6)
carecen de relevancia bioldgica y, en su lugar, se ha identificado una nueva ORF, localizada en
la regién central del genoma, que se traduce a partir de un codén no-AUG de iniciacion (GUG)
y que da lugar a una proteina de 9.7 kDa (p9.7) implicada en el movimiento del virus. Esta
proteina muestra una notable identidad de secuencia (44,4%) con otra de tamafo 9.4 kDa,
potencialmente codificada por una ORF del PCRPV también ubicada en la region central del
genoma y cuyo codon de inicio es, asimismo, un triplete no-AUG, lo que amplia las semejanzas

entre estos dos virus, ambos miembros provisionales del género propuesto Pelarspovirus.

6. El gRNA del PLPV dirige la sintesis de las proteinas p27 y p87 de manera eficiente (la ultima
mediante un mecanismo de lectura a través del codén de parada débil del gen p27), pese a
carecer de una estructura cap en su extremo 5 vy presentar una secuencia lider
extremadamente corta; el sgRNA actia como mRNA para la produccién de las tres proteinas
restantes, p7, p9.7 y p37, mediante un mecanismo de escape al proceso de rastreo ribosomal o
leaky-scanning. Estos procesos parecen estar favorecidos por el contexto subdptimo del codon
de inicio del gen p7, por el coddn débil de inicio (GUG) del gen p9.7, y por la ausencia de
codones AUG adicionales en cualquier pauta de lectura en la regién que precede al codén de

inicio del gen p37 en el sgRNA.

7. El estudio de la variabilidad de la mitad 3’ del gRNA del PLPV ha puesto de manifiesto un
alto grado de conservacion en las secuencias aminoacidicas de determinados dominios de las
proteinas y la preservacion del plegamiento de regiones reguladoras del RNA viral. Analisis
filogenéticos con las secuencias de aislados de distintas procedencia sugieren una agrupacion
de los aislados por pais de origen indicando que el flujo genético derivado de la importacién de
material no es suficiente para erradicar la estructuraciéon geografica de las poblaciones del

PLPV.
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8. El estudio de covariaciones dentro y entre proteinas del PLPV ha permitido identificar una
supuesta red de interacciones especificas probablemente requerida para mantener la
conformacion correcta en las proteinas virales y para conducir al RNA viral desde el proceso de

replicacion hasta su diseminacion en la planta.

9. Pases seriados de una variante natural del PLPV en el huésped experimental C. quinoa, han
mostrado que este patégeno es capaz de evolucionar de forma muy rapida y reproducible
cuando es transferido a una nueva especie vegetal, poniendo de manifiesto el papel critico que
desempefian las presiones selectivas ejercidas por el huésped en la estructura genética de las
poblaciones del virus. La rapida acumulacidon de sustituciones nucleotidicas en C. quinoa
también sugiere que el virus presenta una tasa de mutacion inusualmente elevada, lo que

puede tener implicaciones relevantes en el progreso de las infecciones causadas por el PLPV.
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