Resumen

El virus del mosaico de la alfalfa (AMV) afecta a la produccion global de alfalfa y a otros cultivos
econdmicamente importantes, como patata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum
lycopersicum) o soja (Glycine max). Este virus es el Unico miembro del género Alfamovirus,
perteneciente a la familia Bromoviridae, y su genoma consta de tres moléculas de RNA
monocatenario de polaridad positiva. Los RNAs de AMV presentan una estructura de tipo cap
(m’GG) en el 5'UTR y una secuencia homdloga en el 3'UTR que adopta dos conformaciones
mutuamente excluyentes. Se ha propuesto que este cambio conformacional podria actuar como
un interruptor molecular de la traduccién a la replicaciéon. Las dos subunidades de la replicasa
viral, P1 y P2, se codifican a partir del RNA1 y RNA2, respectivamente. El RNA3 codifica la
proteina de movimiento (MP) y la proteina de la capside (CP), aunque esta ultima se traduce a
partir de un RNA subgendmico (sgRNA4). Muchos estudios han demostrado que las CPs son
proteinas multifuncionales implicadas en diversas etapas del ciclo viral y, ademas, en el caso del
AMVy los ilarvirus adquieren una relevancia especial ya que, para iniciar la infeccién, se requiere
la presencia de moléculas de CP o sgRNA4. Por lo tanto, la identificacion de proteinas del
huésped que interaccionan con la CP es una estrategia frecuente para clarificar los mecanismos
moleculares que rigen las infecciones virales. Las modificaciones quimicas postranscripcionales
de los RNAs pueden afectar a las interacciones intramoleculares o su reconocimiento por las
proteinas de unidn a RNA'y, por lo tanto, implican un nuevo nivel de modulacion de la expresion
génica. La metilacidn del nitrégeno en posicidn 6 de la adenosina (m®A) es la modificacion
interna mas abundante de mRNAs en eucariotas. Las proteinas conocidas como m®A writers y
erasers definen el estado de metilacién de un mRNA, mientras que las m®A readers reconocen
este nucleétido modificado y controlan el destino de los mMRNAs metilados. En mamiferos, las
erasers pertenecen a la familia AlkB (2-oxoglutarato y Fe (II) dependiente de la oxigenasa), que
en Escherichia coli protege los acidos nucleicos contra el dafio por metilacion, mientras que las
readers son proteinas de unién al RNA que contienen un dominio llamado YT521-B homolog

(YTH).

Al comienzo de esta Tesis, se habian caracterizado algunos componentes del complejo de
metilacion en plantas. Sin embargo, a diferencia de mamiferos y levadura, ninguno de los 13
homoélogos de AlkB (atALKBH1-10B) y las 13 proteinas de la familia YTH (proteinas de la region
C-terminal conservada evolutivamente 1-11, ECT1- 11, At4g11970 y CPSF30) identificadas en el
genoma de Arabidopsis se habian caracterizado funcionalmente. Ademas, desde principios de
los afios 70, varios estudios han descrito la presencia de residuos m°A en RNAs de virus de

mamiferos con genomas de RNA y DNA, asi como las diferentes funciones que desempeiia esta



modificacidon y la maquinaria m°®A del huésped en la regulacién de las infecciones virales. Sin
embargo, hasta la fecha, no se conoce ningun virus en plantas que contenga nucledtidos m°A,
ni se ha estudiado la posible implicacién de este mecanismo molecular en las infecciones virales

de plantas.

El descubrimiento de la interaccidn entre la CP de AMV y una proteina de Arabidopsis con
homologia a una RNA desmetilasa humana perteneciente a la familia AlkB fue el punto de
partida de esta Tesis. De este modo, un ensayo de doble hibrido en levadura de una libreria de
cDNA especifica de hoja de Arabidopsis usando la CP como cebo reveld la interaccidn entre esta
proteina y la proteina ALKBH9B de Arabidopsis (atALKBH9B; At2g17970). En este trabajo se
muestra un andlisis de Complementacion de Fluorescencia Bimolecular (BiFC) y una
coinmunoprecipitacién in vitro que confirman esta interaccién, y, mediante un ensayo
northwestern, se demuestra que atALKBH9B también puede reconocer los RNAs virales.
Ademas, los resultados obtenidos demuestran que atALKBH9B tiene la capacidad de desmetilar
mMG6A a partir de moléculas de RNA monocatenario in vitro. Se observd que esta proteina se
acumula en granulos citoplasmaticos que se colocalizan con siRNA bodies y se asocian a P-
bodies, lo que sugiere que la actividad de atALKBH9B podria estar relacionada con los procesos
de silenciamiento y/o degradacién de mRNA. Por otro lado, ensayos preliminares, que consisten
en la IP anti- m®A y deteccidn viral, muestran que los RNAs virales del AMV, el virus del mosaico
del pepino (CMV), el virus de la arruga del nabo (TCV) y el virus del mosaico de la coliflor (CaMV),
pero no el virus del cascabel del tabaco (TRV), se metilan durante la infeccidn en Arabidopsis.
Ademas, para AMV y CMV, los resultados han sido confirmados por analisis UPLC-PDA-Tof-MS y
los sitios m®A a lo largo de los tres RNAs del AMV se han identificado mediante MeRIP-seq. De
acuerdo con la capacidad de desmetilacion in vitro de atALKBH9B, los resultados presentados
aqui confirman que la relacion m®A/A a lo largo de los RNAs virales aumenta en las plantas
atalkbh9b en comparacién con WT, mientras que la traduccidn y/o la replicacién se ven
afectadas y el movimiento sistémico a los tallos florales estd practicamente bloqueado. A
diferencia de la CP de AMV, la de CMV no interacciona con atALKBH9B por Y2H y, como ocurre
con el resto de los virus analizados (CMV, TCV y CaMV), su ciclo de infeccién no se ve afectado
en plantas atalkbh9b en comparacion con las WT. Por lo tanto, mientras que la metilacién m®A
de RNAs virales durante el proceso de infeccion parece ser un mecanismo generalizado en
infecciones de plantas provocadas por virus de DNA y RNA, la modulacién viral dependiente de
atALKBH9B podria ser especifica para AMV. Cabe mencionar que, en el transcurso de esta Tesis,
se describié que atALKBH10A elimina la metilacién m®A de los mRNAs, tanto in vitro como in

Vvivo, y es necesaria para una floracidén y un crecimiento vegetativo adecuados.



Por otro lado, se ha descrito que, en algunos casos, las infecciones virales en mamiferos estdn
reguladas de manera dependiente de m®A readers. Ademés, recientemente ECT2, ECT3 y ECT4
han sido caracterizadas como readers citoplasmdticos que tienen un papel clave en el control
del desarrollo de la planta. En linea con estos descubrimientos, el analisis de secuenciacion de
MRNA realizado en este trabajo revela que la infeccion por AMV induce algunos genes de
Arabidopsis pertenecientes a la maquinaria m°A, MTA, MTB, VIR y ECT5. De acuerdo con el
efecto antiviral dependiente de m°®A para el AMV, los mutantes del médulo ECT2/ECT3/ECTS
aumentan significativamente los titulos sistémicos de AMV y CMV. Ademas, el efecto antiviral
de ECT2 sobre AMV parece estar modulado a través de su unién directa a los residuos de m®A
presentes en los RNAs virales, ya que un mutante de la proteina ECT2 defectuoso en el
reconocimiento de m®A pierde la actividad antiviral que si presenta el WT y no es capaz de
arrastrar RNAs virales in vivo. Por otro lado, de acuerdo con la localizacién subcelular descrita
previamente para ECT2 y ECT4 y la capacidad de ECT2 para experimentar una fase similar al gel
in vitro, la expresién transitoria de ECT5 en Nicotiana benthamiana muestra un patron
citoplasmatico con la formacidn de algunos granulos y agregados. Por lo tanto, se propone que,
como se ha descrito para las proteinas YTH de mamiferos, la interaccidn entre las ECTs y el RNA
polimetilado (en este caso, RNA viral) promoveria la formacién de granulos de estrés y, en
consecuencia, reduciria las tasas de traduccién y replicacion viral. Ademads, la observacion de
que ECT2 y ECTS5 se asocian con atALKBH9B podria ser una evidencia de un posible mecanismo
de autorregulacion a través de la asociacion entre readers y erasers, aunque se necesitan analisis

adicionales para confirmar estas interacciones y revelar su significado bioldgico.

En resumen, en este trabajo de Tesis, se caracteriza la primera m°A eraser de plantas,
atALKBH9B, y, por primera vez, se describe la influencia del mecanismo de metilacidon m®A en
las infecciones virales de plantas. Por tanto, la presente Tesis proporciona nuevas observaciones
que extienden el amplio repertorio de rutas moleculares que las plantas emplean para controlar

las infecciones virales.



