RESUM

El virus de l'arabesc del Pelargonium (PLPV) és un dels
agents virals més freqlents en gerani. Es tracta d'un virus
icosaedric, amb un genoma monopartit de RNA de simple
cadena i de polaritat positiva que manca d'estructura cap en el
seu extrem 5, i de cua poli(A) en el seu extrem 3’. La seua RNA
genomic (gRNA) conté 5 gens que codifiquen dues proteines
implicades en replicacié, dues proteines implicades en
moviment, (MP1 i MP2), i una proteina de coberta (CP) que
funciona a més com supresor del silenciamiento per RNA. Les
dues primeres es tradueixen a partir del gRNA i les tres restants
ho fan a partir d'un Unic RNA subgendmico (sgRNA) que el virus
produeix en el curs de la infeccid. El PLPV pertany a la familia
Tombusviridae, i presenta caracteristiques peculiars com sén: a)
la generacid d'un sol sgRNA estructural i funcionalment
tricistronic, b) la preséncia d'un codd d'iniciacié no canonic
(CUG o GUG) en el gen de la MP2, c) I'abséncia de codons AUG
en qualsevol pauta de lectura entre els codons d'inici AUG dels
gens MP1 i CP, i d) l'agrupacié filogenética en un clade separat

d'altres membres de la familia Tombusviridae.

En aquesta tesi s'ha pretés, d'una banda, aprofundir en
I'estudi de les estrategies de regulacidé de I'expressid geénica del

PLPV i, per una altra, recopilar informacio sobre els processos



de degradacid als quals es troba sotmés el seu genoma,
particularment sobre aquells relacionats amb el mecanisme de

silenciament per RNA.

El primer objectiu abordat en aquest treball ha sigut
determinar el mecanisme i els elements del RNA viral implicats
en la generacid del sgRNA del PLPV. S'ha identificat una
interaccid entre segments allunyats del gRNA de polaritat
positiva, que actua en cis i que intervé en la produccié de la
cadena negativa del sgRNA, un tipus de molécula facilment
detectable en teixit infectat. Aquests resultats juntament amb
la possibilitat de desacoblar la sintesi de cadenes negatives i
positives del sgRNA i amb I'observacié de similitud de
seqliencia entre I'extrem 5" del gRNA i del sgRNA (amb una
funci6 promotora en les cadenes complementaries),
suggereixen que el PLPV segueix un model de terminacié

prematura per a la formacid del seu Unic sgRNA.

El segon objectiu d'aquest treball ha sigut identificar els
elements del genoma viral que estan implicats en la seua
traduccié a través d'un mecanisme independent de cap.
Mitjancant trasfeccion de protoplastos de N. benthamiana amb
construccions delatores, s'ha corroborat la preséncia d'un
estimulador traduccional (CITE) tant en el context del gRNA

com del sgRNA. Addicionalment, s'ha constatat que aquest



element estableix una interacci6 RNA-RNA a llarga distancia
amb la regidé 5" del RNA corresponent que és essencial per a la
seua activitat. Aixi mateix, s'han obtingut dades que recolzen la
rellevancia del CITE durant el cicle infecciés del virus.
Finalment, per intentar recopilar informacid sobre el paper del
PLPV com inductor i diana de mecanismes de silenciament per
RNA disparats per la planta com a defensa davant del virus,
s'han caracteritzat els xicotets RNAs virals (vsRNAs) presents en
plantes de N. benthamiana infectades. Mitjangant seqlienciacié
massiva, analisis computacionals i hibridacié molecular, s'ha
pogut determinar que: a) els vsRNAs del PLPV s'acumulen en
proporcions extraordinariament elevades en teixit infectat, b)
els vsRNAs de 21 i 22 nt sén els majoritaris, c) els vsRNAs de
polaritat positiva i negativa estan en proporcions similars, i d)
existeix variabilitat en el nucleotid 5°-proximal dels vsRNAs.
Aquests resultats han permeés obtenir pistes sobre les
molecules virals que han d'actuar com substrats per a la
formacié dels vsRNAs i, també, sobre els components de la
magquinaria de silenciament de I'hoste que han de participar en

la resposta del mateix enfront del virus.



