RESUMEN

La enfermedad de la sharka, causada por el Potyvirus plumpoxi (PPV), constituye la
principal limitacién para la produccion de frutales de hueso a nivel mundial, y el desarrollo
de cultivares resistentes sigue siendo la estrategia de control mas sostenible. A pesar de
mas de dos décadas de investigacion, la base molecular de la resistencia al PPV continda
estando solo parcialmente comprendida. En albaricoquero (Prunus armeniaca L.), se ha
identificado un locus principal de resistencia en el cromosoma 1 (PPVres). Dentro de este
locus, se encuentran dos genes paralogos, ParPMC1y ParPMC2, que presentan variantes
asociadas en acoplamiento con la resistencia a PPV (Zuriaga et al. 2018). Entre ellas,
ParPMC2 contiene una delecion de 5-pb en el segundo exdn que provoca un cambio en la
pauta de lectura y se predice que causa la pérdida de funcién. Los cultivares de
albaricoquero portadores del alelo resistente (mutado) ParPMC2-del muestran una
reduccién marcada o ausencia total de expresién tanto de ParPMC2 como, en mayor
medida, de ParPMC1. En este contexto, los resultados presentados en esta tesis ofrecen
una visioén integradora de los mecanismos moleculares y genéticos que subyacen a la

resistencia al PPV en albaricoquero.

La primera parte de esta tesis se centra en la caracterizacion molecular de los genes
ParPMC 'y su posible papel como factores de susceptibilidad. Los analisis de expresion en
distintos tejidos foliares de cultivares resistentes y susceptibles mostraron que ambos
genes se expresan preferentemente en los tejidos vasculares de los genotipos
susceptibles, lo que sugiere su implicacién en el movimiento sistémico del virus. Los
ensayos de localizacién subcelular revelaron que ParPMC1 se localiza en el citoplasma y
el nucleo, mientras que ParPMC2 se asocia principalmente a la envoltura nuclear, y ambos
alteran su localizacion tras la infeccion por PPV. Estos resultados apuntan a un posible
papel de las proteinas ParPMC en procesos relacionados con el trafico
nucleocitoplasmatico y la formaciéon de complejos de replicaciéon viral. Ademas, los
ensayos funcionales en Nicotiana benthamiana confirmaron que el silenciamiento
mediado por TRV-VIGS del ortélogo uUnico NbPMC provoca una reduccién en la
acumulacion y diseminacion sistémica del virus, demostrando que los genes ParPMC
actuan como factores de susceptibilidad del hospedador. Los ensayos de doble hibrido de
levadura (Y2H) y complementacién bimolecular de fluorescencia (BiFC) identificaron
varias proteinas que interactuan con ParPMC1 y/o ParPMC2. Entre ellas, destacd eEF1A,
cuya funcién se validé en N. benthamiana mediante silenciamiento con CMV-VIGS, lo que

resulté en una notable reduccidon de la acumulacién sistémica de PPV. Junto con los



patrones de localizacion subcelular de ParPMC y eEF1A, estos resultados sugieren que
ParPMC1 podria actuar como una proteina adaptadora que recluta eEF1A hacia los sitios

de replicacion asociados al reticulo endoplasmatico, facilitando asi la replicacidn viral.

Por otro lado, los analisis de biologia de sistemas mediante WGCNA reforzaron la
diferenciacién funcional entre ParPMC1y ParPMC2: mientras que ParPMC1 se agrupo con
genes implicados en fotosintesis y metabolismo del ARN, ParPMC2 se asocio con rutas de
biosintesis de aminoacidos y folatos. Entre los interactores identificados en los
experimentos de Y2H, Pruar12 (taumatina) mostré coexpresion con ParPMC2, sugiriendo
una posible relacién funcional. Para complementar estos resultados transcriptémicos, los
interactores de ParPMC se integraron en la red de interacciones proteina-proteina de
Arabidopsis-Potyvirus. Este analisis reveld que varios ortologos de albaricoquero,
incluyendo Pruar6 (chaperonina CPN60B) y Pruar8 (Rubisco activasa RCA), estan
funcionalmente conectados con proteinas potyvirales a través de subunidades del
proteasoma, lo que indica que PPV podria explotar las vias de degradacioén de proteinas del

hospedador para facilitar la infeccién.

La segunda parte de la tesis se centra en los aspectos genéticos y aplicados de la
resistencia al PPV, especialmente en la optimizacion de herramientas moleculares para la
mejora genética. Se desarrollé un sistema de seleccion asistida por marcadores (SAM)
eficiente y de bajo coste, combinando la extraccién de ADN de alto rendimiento con el
genotipado alelo-especifico de ParPMC2-del en geles de agarosa. Sin embargo, las
inconsistencias entre genotipo y fenotipo observadas en algunas accesiones indicaron la
implicacién de factores genéticos adicionales. El analisis de tres poblaciones segregantes
reveld que la combinacidon de haplotipos resistentes (R) y susceptibles (S) en el locus
PPVres influye en el grado de resistencia, y que la similitud de secuencia entre ambos
haplotipos se correlaciona con la eficiencia del silenciamiento y la expresién fenotipica. La
incorporacién de la informacién de los haplotipos S en el esquema SAM mejord
significativamente la precision predictiva, resaltando la importancia de considerar la
diversidad alélica y los efectos de dosis génica en los programas de mejora. Ademas, el
mapeo de QTLs en la poblaciéon ‘Goldrich x Canino’ confirmd el efecto mayoritario del locus
PPVres, pero también identificé loci menores en los cromosomas 6y 7, lo que sugiere un
componente poligénico en la resistencia. De forma interesante, algunos de los interactores
de ParPMC detectados en el cribado mediante Y2H colocalizan con estos QTLs menores,
proporcionando un posible vinculo entre las interacciones moleculares y la arquitectura

genética subyacente a la resistencia al PPV.



En conjunto, este trabajo conecta los mecanismos moleculares y la herencia genética de
la resistencia al PPV en albaricoquero, revela como los genes ParPMC y sus interactores
contribuyen a la susceptibilidad viral, identifica loci adicionales implicados en la
resistencia y puede traducir estos hallazgos en herramientas moleculares mejoradas para
la mejora genética. En su conjunto, estos avances profundizan en la comprension de las

interacciones PPV-Prunus y respaldan el desarrollo de cultivares mas resilientes.



