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ABSTRACT

O-GlcNAcylation and phosphorylation are two of the most widespread post-translational
modifications (PTMs) in eukaryotes. In animals, it has been seen that both PTMs share the same
protein targets, being common to act together in the regulation of common processes and even
affect each other (cross-talk). In plants, the best-studied target of O-GIcNAcylation is the capsid
protein (CP) of the potyvirus Plum pox virus (PPV), which is modified by SECRET AGENT (SEC) in
its N-terminal region. Previous laboratory results suggested that PPV CP, in addition to being O-
GlcNAcylated, is also phosphorylated. In this work, we have demonstrated by mass
spectrometry (MS) that the CP of the Rankovic isolate of PPV (PPV-R) assembled in virions is
phosphorylated in vivo at the N-terminus (S25, S81 and S101) and the core regién (5118, T254
and T313), in residues that do not coincide with O-GIcNAcylation targets. Our findings show that
PPV-R CP can be concurrently O-GlcNAcylated and phosphorylated at nearby aminoacids.
However, a differential proteomic approach based on isobaric tags for relative and absolute
quantitation (iTRAQ) showed a significant enhancement of phosphorylation at S25 in virions
recovered from O-GIcNAcylation-deficient plants (SEC-b2), suggesting that a cross-talk between
O-GlcNAcylation and phosphorylation in PPV-R CP takes place.

A combination of proteomic approaches plus protein immunodetection techniques were
applied to study the phosphorylation and O-GlcNAcylation patterns of PPV virions purified from
different hosts and corresponding to several PPV strains. We found both PTMs occur in a variety
of hosts (including the natural host Prunus persica) and modify PPV strains as different as
Dideron (D), Cherry (C) and Recombinant (Rec). However, mapping of phosphorylated residues
showed that not all the targets of this modification concur in different PPV strains. In addition,
the study of PPV mutants affected in the threonine of a CK2 motif, which is phosphorylated in
the CP of the potyvirus Potato virus A (PVA) and mostly conserved in this viral genus, revealed
that the function of phosphorylation in potyviral infection is not conserved. On the other hand,
also using immunodetection techniques and a battery of mutants and PPV subviral constructs,
we found that O-GIcNAcylation and phosphorylation of CP can take place independently of the
viral infection, but a correct folding of the protein is necessary to be O-GlcNAcylated.

While preventing PPV-R CP phosphorylation only had a limited impact on viral infection,
permanent emulation of this modification by mutating one or several of the phospho-targets to
aspartic acid affected the in vitro CP stability and its ability to form virions, as was shown by
electron microscopy and sucrose gradient sedimentation. We propose that the joint and
opposite action of O-GIcNAcylation and phosphorylation on the CP N-terminal region regulates
the protein stability, while phosphorylation in the core region controls the assembly of viral
particles.

Finally, although we have not been able to find proteins other than SEC that are involved in
the modification of PPV CP, we have generated Arabidopsis thaliana transgenic plants
expressing a functional version of a tagged SEC protein, with the aim of using them to trap SEC
interactors that could participate in the dynamic modifications of the CP.



RESUMEN

La O-GlcNAcilacién y la fosforilacion son dos de las modificaciones post-traduccionales (MPT)
mas extendidas en eucariotas. En animales, se ha visto que ambas MPT actuan sobre las mismas
proteinas, siendo habitual que desempenen un papel conjunto en la regulacién de procesos
comunes, llegando incluso a afectarse la una a la otra (cross-talk). En plantas, la diana de O-
GlcNAcilacién mejor estudiada es la proteina de la capsida (CP) del potyvirus Plum pox virus (PPV),
la cual se O-GIlcNAcila por la enzima SECRET AGENT (SEC) en su regién N-terminal. Resultados
previos del laboratorio sugerian que la CP del PPV, ademds de ser diana de O-GlcNAcilacién,
también lo es de fosforilacién. En este trabajo hemos demostrado mediante analisis por
espectrometria de masas (MS), que la CP del aislado Rankovic del PPV (PPV-R) ensamblada en
viriones se fosforila in vivo en la region N-terminal (S25, S81 y S101) y en el nucleo central de la
proteina (S118, T254 y T313), en residuos que no coinciden con las dianas de O-GlcNAcilacion.
Nuestros resultados revelan que la CP de PPV-R puede encontrarse simultdneamente O-
GlcNAcilada y fosforilada. Sin embargo, un analisis de cuantificacion absoluta y relativa por
marcaje isobarico (iTRAQ) reveld un incremento significativo en la fosforilacion de la S25 en los
viriones procedentes de plantas de Nicotiana benthamiana deficientes en O-GIcNAcilacion (SEC-
b2), lo cual sugiere la existencia de un cross-talk entre la O-GlcNAcilaciéon y la fosforilacién en la
CP de PPV-R.

Utilizando una combinacidn de técnicas proteémicas y de inmunodetecciéon de proteinas,
encontramos que tanto la fosforilacién como la O-GlcNAcilacién tienen lugar en distintos
huéspedes (incluyendo al hospedador natural Prunus persica), y en cepas del PPV tan diferentes
como Dideron (D), Cherry (C) y Recombinant (Rec). Sin embargo, el mapeo de los residuos
fosforilados mostré que no todas las dianas de esta modificacion coinciden en las distintas cepas
del virus. Ademas, el estudio de mutantes afectados en la treonina de un motivo CK2 altamente
conservado entre los potyvirus, cuya equivalente en la CP del potyvirus Potato virus A (PVA) se
encuentra fosforilada, revelé que la funcién de la fosforilacién en las infecciones potyvirales no
esta conservada. Por otro lado, también utilizando técnicas de inmunodeteccion y una bateria de
mutantes y construcciones subvirales del PPV, encontramos que la O-GlcNAcilacion y Ia
fosforilacion de la proteina pueden tener lugar independientemente de la infeccién viral, pero se
necesita un correcto plegamiento de la CP para que ésta sea O-GlcNAcilada.

Mientras que impedir la fosforilacién de la CP de PPV-R solo tuvo un impacto limitado en la
infeccidn viral, emularla de forma permanente mediante la mutacidn a dcido aspartico de uno o
varios de los residuos fosforilables afecta a la estabilidad de la proteina in vitro y a su capacidad
de formar viriones, como se muestra por microscopia electrénica y sedimentacién en gradiente
de sacarosa. Proponemos que la accidn conjunta y contraria de la O-GlcNAcilacién y la
fosforilacion de la CP en la regidn N-terminal regula la estabilidad de la proteina, mientras que la
fosforilacion en el nucleo central controla el ensamblaje de las particulas virales.

Finalmente, aunque no hemos sido capaces de encontrar proteinas distintas a SEC que estén
implicadas en la modificacion de la CP del PPV, hemos generado plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana que expresan una versidn funcional de la proteina SEC etiquetada, con el
objetivo de utilizarlas para atrapar interactores de SEC que pudieran participar en las
modificaciones dindmicas de la CP.
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I. INTRODUCCION

I.1. Modificaciones post-traduccionales

Las proteinas son los actores principales del funcionamiento y la dinamica celular. Sus
propiedades fisicas y quimicas determinan las actividades especificas que pueden llevar a cabo en
un lugar y momento determinado. La diversidad de isoformas proteicas detectadas en la naturaleza,
ampliamente superior a la directamente codificada en el genoma, se debe principalmente a dos
mecanismos: el procesamiento alternativo del RNA mensajero (mRNA) durante la transcripcidn y la

modificacién post-traduccional (MPT) de las proteinas

La denominacién de MPT se refiere a la unidn covalente, en muchos casos reversible, de grupos
funcionales a las cadenas laterales de los aminoacidos o a los extremos N- y C-terminal de las
proteinas, que puede estar catalizada o no por enzimas
En un sentido mas amplio, también incluyen otro tipo de alteraciones, como la maduracién del
producto primario por procesamiento proteolitico. Las MPT pueden afectar a uno o a varios residuos
de la proteina, y tener lugar durante la sintesis del polipéptido o en algin momento después de la
traduccidén . En general, una misma proteina puede ser diana de
multiples MPT, dandose casos en los que un mismo residuo puede ser alternativamente modificado
por diferentes tipos de grupos funcionales, y otros en los que la modificacidon por una MPT influye
positiva o negativamente en la ejecucion de una segunda modificacion

. Este complejo mecanismo, conocido comunmente como interrelacidn o cross-talk, sera
abordado mas adelante. Se han descrito una amplia variedad de procesos biolégicos regulados por
las MPT de sus protagonistas proteicos. Esta regulaciéon puede estar mediada por cambios en la
actividad enzimatica, la estabilidad, la interaccidon con otras moléculas, la localizacion subcelular,

etc., de la proteina diana

Hasta hoy se ha conseguido identificar mas de 400 MPT distintas gracias al avance de nuevas
tecnologias como la espectrometria de masas (MS) . Generalmente las MPT se
producen con la ayuda de enzimas, pero son también abundantes los casos en que ocurren mediante
reacciones quimicas espontaneas . En la Tabla I.1 se muestra un resumen
de las MPT mas frecuentes en eucariotas superiores y los aminoacidos cominmente modificados por

ellas, asi como, en el caso de MPT enzimaticas, de las enzimas involucradas

Las MPT pueden ser reversibles, y esta reversibilidad es especialmente Util durante procesos
rapidos de regulacién o sefializacidn dindmica, donde la relacién con el entorno es fundamental, ya
que el tiempo requerido para que se produzcan alteraciones en los niveles proteicos mediante

cambios en los procesos de transcripcion o traduccion es mucho mayor
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La importancia de las MPT reversibles enzimaticas queda evidenciada por el hecho de que alrededor
del 5 % del genoma de los eucariotas superiores esta destinado a la produccién de las enzimas que
llevan a cabo dichas modificaciones . Ademas, hay
multiples ejemplos en la literatura que muestran alteraciones en los patrones de MPT reversibles
enzimaticas en las proteinas asociadas a procesos degenerativos como el envejecimiento y a

numerosas enfermedades humanas importantes

Tabla I.1. Ejemplos de MPT, sus residuos diana habituales y las enzimas o proteinas involucradas en cada
modificacion. Adaptado de

MPT Residuos diana Enzimas o proteinas involucradas
Fosforilacion K,S T Quinasas, fosfatasas
N-glicosilaciéon N L L
2 ST Glicosiltransferasas, deglicosilasas
O-glicosilacion S, T
Acetilacion K Acetiltransferasas, deacetilasas
Metilacion K, R Metiltransferasas, demetilasas
Ubiquitinacion K Enzimas activadoras de ubiquitina, enzimas
i conjugadoras de ubiquitina, ubiquitin ligasas,
Sumoilacion K Jug .q . 9 g
deubiquitinasas
Miristoilacion G N-miristoiltransferasas
Prenilacién C Farnesiltransferasas, geranil-geranil transferasas
Palmitoilacion C Aciltransferasas de la familia DHCC, acil-tioesterasas
Sulfatacion Y Sulfatasas, desulfatasas
S-nitrosilaciéon C,M -
Glicacion K -
Nitracion Y Denitrasas
Oxidacion/reduccion C Peroxidasas, oxidasas, glutation, tiorredoxina
Carbonilacion K,P,R, T -

En el grupo de MPT reversibles enzimdticas destacan la glicosilacién y la fosforilacién, que han
sido ampliamente estudiadas en eucariotas superiores debido a su abundancia e importancia
biolégica . A continuacién, ahondaré en la revision de las

caracteristicas de ambas MPT por ser el objeto de estudio de esta tesis.

1.1.1. Glicosilacién de proteinas

La glicosilacién de proteinas, que supone la unién covalente de uno o mds glicanos a la cadena
polipeptidica, es una de las MPT mas frecuentes, estando implicada en multitud de procesos
bioldgicos . Aunque la glicosilacion de proteinas tiene una gran relevancia en
organismos tanto procariéticos como eucarioticos , SU importancia
parece ser mayor en este segundo grupo, donde no menos del 50 % y probablemente mas del 80 %

de sus proteinas se encuentran glicosiladas, ya sea por la adicién de monosacaridos simples o

20



cadenas de oligosacaridos que pueden alcanzar gran complejidad

Los glicanos se clasifican en base al tipo de enlace que forman con el polipéptido. Hasta el
las cuales aparecen

momento se han identificado 6 tipos de uniones proteina-glicano,
esquematizadas en la Fig. 1.1, siendo los enlaces N- y O- los mas extendidos y estudiados en

eucariotas superiores
BacAc Man
GloNAG GlCNAC“‘—*\Thr
Gle—~
GalNAc— Asn, "
[ i Gl s
Rha :N-glucosidico FUCNAC — N
Xyl 73.;( 3
Gle—Arg " glﬁ:f\ Gal v F
alNAc K N
Man—Trp «--.- C-glucosidico Gal s .
Man/ Ser/Thr ======== O-glucosidico
o Fuc / JRAN A
Gle—-Cys.-... S-glucosidico Pse PO Y
GIcNAG-1-P Bachel Gal 1 ion
Man-1-P— i :
Fuo-1-P __7Ser ----- P-glucosidico Gal— Hyl %
xyl-1-P %
GIcNAc\ s
Gal—=Hyp
Ara="

Anclaje GPI

Man-6-P-EthN— C-term

Figura I.1. Representacion esquematica de los 6 tipos de uniones carbohidrato-péptido encontrados hasta hoy en la

naturaleza. Los nombres completos de los monosacaridos pueden consultarse en el la seccion “Acrénimos vy
anglicismos”. (Hyl) hidroxilisina; (Hyp) hidroxiprolina; (C-term) extremo carboxi-terminal del péptido. La glipiacion es
el proceso por el cual el glicosilfosfatidilinositol (GPI) se ancla a la proteina. Para obtener mas detalles, incluyendo los

. Adaptado de

enlaces anoméricos, ver
En la N-glicosilacion el glicano suele unirse a la proteina a través de un enlace entre una molécula

de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y un residuo de asparagina, generalmente en el contexto N-X-

S/T y N-X-C, aunque también se ha encontrado N-glicosilacion en residuos de arginina
Este grupo contiene las glicosilaciones mas variadas y de mayor

complejidad, habiéndose encontrado mas de 500 estructuras de oligosacaridos diferentes
. En la O-glicosilacién, lo mas habitual es que ésta comience con un enlace (generalmente de

tipo a) entre una molécula de N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) y un residuo de serina, treonina,
, produciéndose

tirosina, hidroxiprolina o hidroxilisina
habitualmente cadenas de oligosacaridos mds cortas y sencillas que las de las N-glicoproteinas

. Hace ya varios afios, se descubrié que muchas proteinas pueden ser modificadas
por un tipo particular de O-glicosilacién que liga un Unico residuo de GIcNAc a residuos de serina o

treonina mediante un enlace de tipo B. Esta modificacién recibe el nombre de O-GIcNAcilacion
y sera tratada mas extensamente en el siguiente apartado, por ser una de las

dos MPT estudiadas en esta tesis.
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1.1.1.1. O-GlcNAcilacidn de proteinas

La O-GIcNAcilacidn, al afiadir un solo residuo de GIcNAc, puede considerarse la glicosilaciéon mas
sencilla . Debido a su simplicidad, este tipo de glicosilacién resulta facilmente
reversible y altamente dindmica, caracteristicas que le confieren una funcidn esencialmente

regulatoria

La O-GlIcNAcilacidon no fue descubierta hasta principios de la década de los 80, debido por una
parte a que no se acomoda a los dogmas generales preestablecidos de la glicdmica clasica y por otra
a la dificultad de su deteccion . Desde entonces el estudio de la O-GlcNAcilacién
ha avanzado mucho, esencialmente gracias a la mejora de las técnicas de MS

, lo que ha permitido comprobar que esta MPT estd muy extendida en la
naturaleza, habiéndose detectado en organismos tan distintos como hongos filamentosos, protistas,
insectos, mamiferos, plantas y, especialmente relevante para esta tesis, diferentes tipos de virus

. Ademas, se sabe que la O-GlcNAcilacion de proteinas es

esencial para la vida animal, ya que desempefa un papel critico durante su desarrollo embrionario
, Y su alteracién contribuye a importantes enfermedades humanas como

trastornos neurodegenerativos, diabetes o cancer . A pesar de haberse identificado
experimentalmente mas de 1000 sitios O-GlcNAcilados, por el momento no se ha encontrado
ninguna secuencia consenso que determine con exactitud qué residuos de serina o treonina van a
ser modificados, y los diferentes algoritmos que se han desarrollado para predecir sitios de O-
GlcNAcilacion (como YinOYang, OGIcNAcScan, GlycoEP, O-GIcNACPRED u O-GIcNAcPRED-II) no son
muy certeros . Lo que si se ha visto es que en ocasiones
los sitios O-GIcNAcilados se sitian cercanos a motivos PVS (prolina-valina-serina) y a regiones PEST
(prolina-acido glutamico-serina-treonina). Es importante destacar que los dominios PEST son
motivos asociados con la degradacién rapida de proteinas; y en relacién a esto, hay varios estudios

que sugieren que la O-GIcNAcilacion de los mismos previene la degradacién de la proteina diana

En mamiferos, multiples estudios han demostrado la implicaciéon de la O-GIcNAcilacién en la
respuesta frente a diferentes estimulos externos, regulando variados procesos celulares como la
transcripcion y la traduccidn a través de cambios no solo en la estabilidad de la proteina diana, sino
también en su disponibilidad y capacidad de interaccionar con otras proteinas

. Algunos ejemplos clasicos de proteinas animales O-GlcNAciladas
son la RNA polimerasa ll, los factores de transcripcién Spl y c-Myc, las chaperonas HSP27 y HSP90,

las histonas H2B y H3 o la proteina tau del citoesqueleto

Se conoce menos acerca del papel de la O-GlcNAcilacion en las proteinas de plantas; sin embargo,

de un estudio protedmico a gran escala realizado recientemente se desprende que las dianas de
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O-GlcNAcilaciéon son similares a las de las proteinas O-GlcNAciladas de animales

Las primeras evidencias de O-GlcNAcilacién en plantas se encontraron en proteinas del poro
nuclear y proteinas asociadas al ndcleo, ambas procedentes de tabaco
. Afios mas tarde se comprobd que algunas
proteinas del floema de Cucurbita maxima podian ser fosforiladas y O-GIcNAciladas, identificdAndose
varias Non-Cell-Autonomous Proteins (NCAP) y la Non-Cell-Autonomous Pathway Protein 1 of
Nicotiana tabaccum (Nt-NCAPP1) modificadas . Posteriormente, se observo en
Tritticum aestivum que la O-GIcNAcilacion de la proteina de unidén a RNA, TaGRP2, controla la
interaccion con la lectina VER2, regulando de esta forma la respuesta a la vernalizacidn
. En esta misma linea, se demostrd que la lectina Nictaba de Nicotiana
tabacum, que se induce en condiciones de estrés, interaccionaba con histonas O-GlcNAciladas,
sugiriéndose que dicha interaccidn podria actuar como modulador de la transcripcién
. En relacién con la MPT de histonas, también se ha demostrado que
la O-GlcNAcilacidn de la histona lisina metiltransferasa (HKMT) Arabidopsis homolog of TrithoraX1
(ATX1) esta involucrada en procesos epigenéticos que estimulan la expresion del gen Flowering Locus
C (FLC) y reprimen la floracién en Arabidopsis . También recientemente en
Arabidopsis se ha demostrado que la O-GIcNAcilacién de la proteina Repressor of GA1-3 (RGA),
perteneciente a la familia de factores de transcripcidn DELLA, reprime su actividad inhibiendo su
unién con proteinas involucradas en la regulacidon de las rutas de sefializacidon en respuesta a
estimulos luminosos y hormonas vegetales . Estos ejemplos no son mas que la
punta del iceberg del papel de la O-GlcNAcilacion en las plantas. El estudio protedmico citado mas
arriba ha identificado en A. thaliana mas de 200 proteinas O-GlcNAciladas, incluyendo algunas con
funciones similares a las de las proteinas O-GlcNAciladas de animales . Una
investigacion aun mds reciente acerca de la vernalizacién de T. aestivum ha
detectado 168 proteinas O-GIcNAciladas, principalmente relacionadas con procesos de respuesta a
estimulos abidticos y hormonas, regulaciéon del metabolismo y expresiéon génica, muchas de las

cuales se ven afectadas por la exposicion prolongada a bajas temperaturas.

1.1.1.2. Enzimas que regulan la O-GIcNAcilacién de proteinas

Mientras que en otras MPT pueden estar implicadas familias enzimaticas multiples, la
modificacién por la adicién de un grupo O-GlcNAcilo (O-GIcNAc) estd controlada
fundamentalmente por dos enzimas: la O-B-N-acetil-D-glucosaminiltransferasa (O-GIcNAc
transferasa, OGT) y la O-B-N-acetil-D-glucosaminidasa (O-GlcNAcasa, OGA). La OGT cataliza la
transferencia del grupo GIcNAc desde el sustrato uridina-difosfato-GIcNAc (UDP-GIcNAc) a la

cadena lateral de residuos de serina o treonina, mientras que la OGA se encarga de su hidrdlisis
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El gen de la OGT se encuentra conservado en los eucariotas incluyendo, por ejemplo, a levaduras,
hongos filamentosos, gusanos, insectos, plantas y humanos, y también se ha detectado en
organismos procariotas .LaOGT
mejor caracterizada es la de mamiferos. Presenta dos dominios: el N-terminal, que contiene
repeticiones de tetratricopeptidos (TPR) que reconocen a las proteinas que van a ser modificadas, y
el C-terminal, que contiene el dominio catalitico y un dominio de unién a fosfoinositidos (PPO) (Fig.
1.2A) . Se han descrito tres isoformas de la enzima OGT que difieren en el
numero de TPR y en su localizacion subcelular: nucleocitoplasmica (ncOGT), mitocondrial (mOGT) y
corta (sOGT) . Existe también una OGT conocida como
Epidermal growth factor domain-specific OGT (EOGT) mucho menos estudiada, que reside en el
reticulo endoplasmico (RE) . La EOGT
se caracterizé inicialmente en Drosophila melanogaster y posteriormente en jabali, y no parece ser
homologa de la OGT, de la que también se diferencia en que es capaz de afiadir residuos O-GIcNAc

dando lugar a glicanos mas complejos.

Dada la variedad e importancia de los procesos en los que estd implicada la O-GIcNAcilacién, no
es de extrafar que la actividad de la OGT esté regulada en animales a multiples niveles. Estos incluyen
la modulacién del procesamiento alternativo de su transcrito primario, el control de su expresion
especifica en distintos érganos y tejidos y de su localizacidn subcelular, la modificacién de si misma
por fosforilacién y O-GlcNAcilacion, y la regulacion metabdlica de su actividad enzimatica,
principalmente ligada a la disponibilidad del sustrato donador UDP-GIcNAc, que depende a su vez

del estado nutricional de la célula

El gen de la OGA (MGEA5, Homo sapiens Meningioma-Expressed Antigen 5) se encuentra
relativamente conservado en eucariotas, pero solo se observa un grado de conservacién alto entre
mamiferos . La OGA de mamiferos consta de un dominio glicésido hidrolasa
en la region N-terminal y una regién de unién a OGT compartida por las dos isoformas de la proteina,
la larga (OGA-L) y la corta (OGA-S) (Fig. 1.2B) . La OGA-L tiene en su extremo
C-terminal una region pseudo-histona acetil transferasa (pseudo-HAT), mientras que la OGA-S carece
de esta secuencia, pero ambas isoformas incluyen un dominio de unién a OGT. Las regiones N-y C-
terminal estdn unidas por un sitio de corte de la caspasa-3, inducida durante la apoptosis, lo que

podria estar relacionado con la regulacién de la actividad OGA

Por el momento no se conoce mucho acerca de la regulacion de la OGA, aungue probablemente

esté tan regulada como la OGT

A pesar de que tanto la OGT como la OGA tienen una Unica subunidad catalitica, hay datos que

indican que ambas enzimas pueden interaccionar con una amplia variedad de cofactores. Esto
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genera una multitud de complejos holoenzimaticos que funcionan en la célula de manera dinamica
regulando la O-GIcNAcilacidn de una amplia variedad de polipéptidos, bajo distintas condiciones y
en diferentes tipos celulares . En particular, entre las proteinas que se han
encontrado en células humanas formando parte de complejos con OGA hay chaperonas, histonas,

proteinas del citoesqueleto, factores de transcripcidn, proteinas del proteasoma y quinasas

o N dominio
TPR dominio catalitico dominio catalitico pseudo-HAT
1 | | Ci3
; ncOGT
) oo (I J)
I ) o =

PPO uniéon 15 aa
a OGT Unicos

4
)

MTS Q

Figura 1.2. Estructura de las isoformas de la OGT (A) y la OGA (B) de mamiferos generadas por procesamiento
alternativo. (A) En color azul claro se muestran las TPR y en azul oscuro la sefial de localizacién mitocondrial (MTS). El
dominio catalitico O-glicosil transferasa se compone de dos segmentos marcados en azul claro y una region de unidn
(linker, en blanco). En el extremo C-terminal se representa un sitio de union a membranas celulares con lipidos ricos
en PPO. (B) En color morado se representa el dominio catalitico glicésido hidrolasa y en el centro (en blanco) la region
de interaccion con la OGT y el sitio de reconocimiento de la caspasa-3 (c-3). El dominio pseudo-HAT se marca en rosa.
Una secuencia de 15 aminoacidos (aa) presente en la OGA-S, y ausente en la OGA-L, se muestra en morado oscuro.
Adaptado de

1.1.1.3. Enzimas del ciclo de la O-GIcNAcilacién en plantas

En base a similitudes de secuencia, se dedujo que en plantas existian al menos dos genes distintos
que codificaban una OGT, denominados en A. thaliana SPINDLY (SPY) y SECRET AGENT (SEC),
. Aunque la estrutura de las enzimas SEC y SPY es similar a la de la OGT animal,

conteniendo en la region N-terminal las TPR encargadas del reconocimiento de las proteinas diana y
en la C-terminal el dominio catalitico O-glicosil transferasa y el sitio de unién a PPO, los analisis
filogenéticos de los dominios cataliticos revelaban una proximidad mayor de SEC a las OGT de
metazoos, mientras SPY estaba mas cercana a posibles OGT de bacterias . Por
otro lado, la actividad OGT de SEC habia sido verificada en distintos estudios, mientras que la de SPY
nunca habia sido probada de una manera convincente . Finalmente, un estudio
reciente ha demostrado que SPY, mds que una O-GIcNAc transferasa es una O-fucosil transferasa,
que, al menos en cuanto a la modificacidn de la proteina DELLA RGA, tiene un efecto contrario al de
SEC . Una de las razones por las que se suponia que SEC y SPY tenian funciones
al menos parcialmente redundantes era que, mientras que mutaciones en cualquiera de estas dos
OGT tedricas causan solo defectos moderados, mutaciones simultaneas en ambos genes resulta letal

. En este momento, la razén del efecto sinérgico de las mutaciones en SECy
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SPY es materia de especulacion . Aungque no se puede descartar que la
existencia de alguna otra proteina de A. thaliana, ademds de SEC, con actividad OGT sea la causa de
que los mutantes nulos de SEC sean viables, parece mas probable que el contraste entre la naturaleza
dispensable de SECy esencial de la OGT de mamiferos se deba a que las funciones de O-GIcNAcilacién

en plantas, aunque importantes, no lo son tanto como en animales.

Mientras que la caracterizacion de SEC deja claro cudl es la actividad que afiade los residuos O-
GlcNAc a las proteinas de plantas, alin no se ha identificado una enzima que los elimine como lo hace
la OGA en mamiferos. Ni siquiera se ha demostrado que la O-GlcNAcilacion en plantas sea un proceso
reversible como lo es en animales, y en caso de serlo, no se sabe si los residuos se escinden de forma
pasiva o si la hidrélisis esta catalizada por una enzima especifica. Asimismo, tampoco se conoce nada
acerca de los mecanismos que regulan la accién de SEC en las células vegetales. Es probable que SEC
actue formando complejos como los que se han encontrado asociados a OGT y OGA en mamiferos.
Sin embargo, aunque el conocimiento de la O-GlcNAcilacién en plantas ha avanzado mucho en la
ultima década, todavia no hay datos acerca de las interacciones de SEC con otros factores celulares

que puedan condicionar su actividad

1.1.1.4. O-GlcNAcilacidn de proteinas virales

A diferencia de la cantidad de ejemplos descritos en la literatura de proteinas animales y mas
recientemente de plantas modificadas por O-GlcNAcilacion, alin se conoce muy poco acerca de las
proteinas virales o del huésped cuya funcién en la infeccidon viral se vea afectada por esta
modificacién , aunque hay algunos estudios que han
relacionado la O-GlcNAcilacién con el ensamblaje/formacion de la envoltura viral

y con la replicacidn

Algunos ejemplos de proteinas virales modificadas por O-GlcNAcilacidon en virus DNA son la
fosfoproteina basica BPP mayoritaria del tegumento del Human cytomegalovirus (HCMV)

, la proteina de la fibra de la capsida en los Adenovirus type 2y 5 (AdV-2

y 5) , la proteina del tegumento gp41 del Autographa
californica nuclearpolyhedrosis virus (AcNPV) , el antigeno T del Simian
virus 40 (SV40) y al menos 18 de las proteinas virales codificadas por el Kaposi’s
sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) . Por el momento hay

menos ejemplos descritos de proteinas de virus RNA modificadas por O-GlcNAcilacion, siendo dos de
ellos la proteina no estructural NS26 del Rotavirus A (RVA) y la proteina
de la capsida (CP) del potyvirus Plum pox virus (PPV)

, de la cual se hablara mas adelante. También se han descrito unos pocos

casos en los que la O-GlcNAcilacién de proteinas del huésped afecta directamente al ciclo del virus,
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como son la MPT de la proteina Host Cell Factor 1 (HCF-1) en la infeccion del Herpes simplex virus
(HSV) o la del factor de transcripcién Spl en la infeccion por Human

immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)

Al igual que ocurre con muchas de las proteinas comentadas en apartados anteriores, las

proteinas virales que son diana de O-GlcNAcilacién también suelen ser sustrato de fosforilacidn

, la MPT que

es el objeto de estudio principal de esta tesis.

1.1.2. Fosforilacion de proteinas

La fosforilacidn es posiblemente la MPT de proteinas mejor estudiada y de mayor relevancia
funcional . Consiste en la unién covalente de un grupo fosfato
habitualmente desde la adenosina trifosfato (ATP) al grupo hidroxilo de residuos de serina,
treonina o tirosina, aunque se ha visto que los aminoacidos histidina, lisina, acido glutamico,
arginina y acido aspdrtico también pueden ser modificados

. La fosforilacion es una MPT reversible y dindmica que regula una amplia variedad de
procesos celulares . Las enzimas que catalizan la reaccidn de adicién del
grupo fosfato se conocen como quinasas, mientras que las que los eliminan se denominan

fosfatasas.

La fosforilacion se encuentra conservada en todos los organismos vivos y ha sido estudiada
extensamente en bacterias, animales, incluidos los humanos, y también en plantas

. En particular, en humanos, aproximadamente un

tercio del total de proteinas estan fosforiladas, y defectos en la fosforilacién de algunas de ellas se

encuentran asociados a enfermedades de gran relevancia como el cancer y la diabetes

Como ocurre con otras MPT, el avance de las técnicas experimentales, en especial de las de
MS, ha acelerado la identificacidn de dianas fosforilables en las proteinas. Pero para aquellos casos
en los que estas técnicas no pueden aplicarse de manera sencilla, durante los Ultimos afios se han
desarrollado multiples programas informaticos como NetPhosK, PHOSITE, KinasePhos o PAAS que
predicen no solo los sitios fosforilables en las proteinas diana sino también las quinasas que
catalizan la reaccién. Debido a las especificidades de cada organismo en cuanto a su dotacion de
quinasas (quinoma), las herramientas de prediccion desarrolladas para un determinado organismo

pueden no resultar muy informativas para otro

La modificacion por fosforilacién, en uno o multiples sitios (Fig. 1.3) , en

ocasiones induce cambios conformacionales locales en las proteinas diana. Estos cambios pueden
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modificar su estabilidad, su afinidad por el sustrato o su velocidad de reaccién (en el caso de
enzimas) o su capacidad de interaccionar con otros componentes celulares (por ejemplo proteinas
o 4cidos nucleicos), desencadenando alteraciones funcionales que pueden condicionar la
iniciacion, transmisidn y culminacién de vias de sefalizacién celulares

. Los cambios conformacionales
derivados de la introduccién del grupo fosfato provienen de la generacion de nuevos enlaces
electrostaticos intra- e inter-moleculares, incluyendo puentes salinos, sobre todo con residuos de
arginina, y redes de puentes de hidrégeno en los que pueden participar los cuatro atomos de

oxigeno del grupo fosfato

Como comentaré en detalle mas adelante, la fosforilaciéon en eucariotas estd estrechamente
relacionada con la O-GlcNAcilacion, pero ha sido mucho mas estudiada que ésta ultima. Los
procesos bioldgicos de animales en cuya regulacidon la fosforilacion cumple una funcién esencial
son innumerables. Entre ellos se pueden mencionar mecanismos de reparacién del DNA, respuesta
frente al estrés, regulacidon de la transcripcidn, apoptosis, respuesta inmune, diferenciacion
celular, etc. . Algunos ejemplos cldsicos de proteinas modificadas por
fosforilacién en animales son receptores de membrana (como los receptores de factores de
crecimiento), las quinasas MAP y Src, la RNA polimerasa Il o las histonas
Por su parte, la fosforilacién en plantas desempefa funciones similares a las que juega en animales,
encontrandose proteinas fosforiladas implicadas tanto en el metabolismo de nutrientes como en
procesos de sefalizacién celular cruciales para el crecimiento y desarrollo y la respuesta inmune
frente a patégenos . Algunos ejemplos de proteinas
dianas de fosforilacion en plantas son el receptor de brasinoesteroides BRI1 ,
la enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS) o los receptores de reconocimiento de

patrones (PRR) de patogenos en plantas

1.1.2.1. Enzimas que regulan la fosforilacion de proteinas

Las protein quinasas conforman una de las “superfamilias” mds grandes de proteinas
evolutivamente relacionadas y engloba uno de los grupos de genes mas abundantes en humanos
(1.7 % del genoma, unas 500 quinasas)

. Habitualmente, en eucariotas las quinasas se clasifican en dos grupos:

quinasas que presentan el dominio catalitico tipico (ePK) y quinasas atipicas (aPK)
. Dentro
del grupo ePK se encuentran las familias de quinasas AGC, CAMK, CK1, CMGC, RGC, STE, TK, TKL y
una familia adicional que constituye un cajén de sastre, mientras que en el grupo de las aPK se
situan las familias Alpha, PIKK, PHDK, RIO, BRD, ABC1 y TIF1, ademas de otras posibles quinasas sin

clasificar
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Figura I.3. Mecanismos de fosforilacion mdltiple en las proteinas. La fosforilacion en multiples sitios puede ocurrir de
manera estrictamente secuencial (A) o aleatoria (B). En un mecanismo jerarquico (C) uno o mas sitios tienen que ser
fosforilados antes de que un sitio especifico esté disponible para ser modificado. Después que el complejo sustrato-
quinasa se haya formado, la enzima puede fosforilar todos los sitios disponibles (D), o primero disociarse y entonces
religarse al sustrato para fosforilar sucesivamente cada sitio (E). Adaptado de

A pesar de que las proteinas fosfatasas han sido menos estudiadas que las quinasas, estas
enzimas también se encuentran en gran numero en los organismos, identificAndose
aproximadamente 200 fosfatasas en el fosfatoma de humanos. Cuando se habla de fosfatasas,
también se incluyen las enzimas que no solo eliminan grupos fosfato de proteinas sino también de
lipidos, conformandose las familias PTP, PPP, PPM, HAD, LP y NUDT, las cuales son estructuralmente

mas diversas que las de las quinasas

Es importante destacar que en cada organismo puede haber particularidades acerca del nimero
de quinasas o fosfatasas, las familias e incluso los grupos de enzimas existentes, encontrandose por
ejemplo que ciertas familias pueden estar mas expandidas en humanos que en Drosophila debido a
su relacidn con el sistema nervioso, o familias que se encuentran ausentes en ciertos organismos

. Un ejemplo
de esto es que el quinoma humano esta formado por 518 quinasas mientras que

el de A. thaliana estd constituido por al menos el doble de estas enzimas
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Es habitual que las quinasas y las fosfatasas actien en una compleja red junto con otras enzimas

y factores de sefializacién regulando la fosforilacion, todo esto modulado por la autofosforilacion y/o
fosforilacién catalizada por otras quinasas

. Por ello, ademas del dominio catalitico, las quinasas y fosfatasas

también suelen poseer dominios que regulan su actividad, dominios que permiten la modulacién de

la sefial o el establecimiento de interacciones y dominios que indican cudl debe ser la localizacidn

subcelular de la enzima

. Ademas, como ambos tipos de enzimas son capaces de reconocer

secuencias especificas, la accion de las distintas quinasas y fosfatasas también puede ser regulada

mediante sus secuencias consenso diana, de modo que una secuencia particular puede establecer el

orden en el que se va a modificar un sustrato determinado (Fig. 1.3).

1.1.2.2. Fosforilacidn de proteinas virales

En la literatura hay una amplia variedad de ejemplos descritos de proteinas estructurales y no
estructurales modificadas por fosforilacidn de virus DNA y RNA que afectan a animales y plantas. Las
proteinas cuya actividad esta regulada por fosforilacion pueden estar implicadas en cualquiera de los
procesos del ciclo viral, incluyendo la transcripcidn, traduccion y replicaciéon del genoma viral, el

movimiento del virus o ensamblaje de las particulas virales

Algunos ejemplos de proteinas modificadas por fosforilacién en virus DNA que infectan animales

son la CP del Hepatitis B virus (HBV) , la proteina del tegumento UL51 del HSB
, la proteina reguladora E2 del Bobine papillomavirus 1 (BPV-1) oel
regulador transcripcional 1E62 del Varicella-zoster virus (VZV) . También se han

encontrado proteinas fosforiladas en las dos familias principales de virus DNA que infectan plantas,

Caulimoviridae y Geminiviridae: la CP y la pre-CP del caulimovirus Cauliflower mosaic virus (CaMV)

y la CP , la proteina de
replicacién Rep , el factor de activacion transcripcional-supresor de silenciamiento
AL2 , el regulador del ciclo celular C4 y el factor de patogenicidad
del DNA satélite RC1 de diversos geminivirus.

Asi mismo, son muy abundantes los casos de proteinas de virus RNA fosforiladas. En el articulo de
revision de se ofrece una amplia informacién acerca de la fosforilacién de proteinas
de virus de animales con genoma de RNA de banda sencilla (ssRNA), y también se han descrito
proteinas fosforiladas de virus de animales con genoma de RNA de banda doble (dsRNA), como la
proteina NS2 del orbivirus Bluetongue virus (BTV) . Entre los casos mejor
estudiados de proteinas fosforiladas de virus de plantas con genoma RNA se encuentran las proteinas

de replicacion 2a del cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV) , P33 del tombusvirus
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Cucumber necrosis virus (CNV) y 66K del tymovirus Turnip yellow mosaic virus
(TYMV) . También se han visto fosforiladas las proteinas de movimiento 30K del
tobamovirus Tobacco mosaic virus (TMV) , 32K del alfamovirus Alfalfa mosaic
virus (AMV) , TGBp1 del potexvirus Potato virus X (PVX) , TGB1
del hordeivirus Barley stripe mosaic virus (BSMV) , TGBp3 del pomovirus Pop mop-top
virus (PMTV) y 17K del polerovirus Potato leafroll virus (PLRV)

. Dentro de las proteinas estructurales se han encontrado fosforiladas la CP del bromovirus Brome
mosaic virus (BMV) , de los potexvirus PVX y Bamboo mosaic
virus (BaMV) y del necrovirus del Beet black scorch virus (BBSV)

Por ultimo, se han detectado fosforilados los supresores de silenciamiento 2b del CMV
y Yb del BSMV . En el caso concreto de los potyvirus, hay evidencias de
fosforilacion en la proteina VPg y Nlb del Potato virus A (PVA)

, asi como en la CP de PVAy PPV

. Sobre la modificacion de estas

ultimas proteinas me extenderé en detalle mas adelante.

La fosforilacién es importante para las infecciones virales no solo por la modificacién directa de las
proteinas del virus, sino también por los abundantes cambios que se producen en el patrén de
fosforilacion de las proteinas del huésped asociadas a la infeccidn, ya sea como respuesta defensiva,
como consecuencia de la accion del patdégeno al interferir con la defensa antiviral o para reunir

proteinas celulares que formen parte de su maquinaria de amplificacién

Es importante destacar (por afectar a virus de la familia Potyviridae, el objeto principal de esta tesis) el
caso de la proteina S6 quinasa (S6K) que interacciona con la proteina viral VPg. Aunque la infeccion viral
no altera aparentemente la fosforilacion del sustrato mejor caracterizado de esta quinasa (la proteina
ribosomal RPS6), el hecho de que el silenciamiento de S6K afecta negativamente a la infeccidn de dos
potyvirus distintos sugiere que los miembros de este género pueden requerir la fosforilacion por S6K

de alguna otra proteina (viral o celular) aun por identificar

1.1.3. Cross-talk entre O-GIcNAcilacion y fosforilacion de proteinas

En apartados anteriores se ha indicado que la O-GlcNAcilacion y fosforilacidn de proteinas pueden
afectarse la una a la otra, proceso que se conoce generalmente como cross-talk entre MPT. El hecho
de que ambas modificaciones compartan las dianas serina/treonina y regulen en muchas ocasiones
los mismos procesos bioldgicos hace que practicamente todos los sustratos O-GIcNAcilados puedan
estar siendo también afectados por fosforilacidn . Hace mas de
diez afos se pensaba que el mecanismo de cross-talk mas extendido en las proteinas O-

GlcNAciladas/fosforiladas era la ocupacidn reciproca del mismo residuo de serina/treonina por
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ambas MPT . Sin embargo, durante los ultimos afos se ha visto que esta relacién
reciproca, conocida como “Yin-Yang”, realmente es muy simplista, habiéndose observado en la
naturaleza distintos ejemplos de cross-talk positivo y negativo entre O-GlcNAcilacion/fosforilacion
mucho mas complejos, en los que ambas MPT no solo se regulan de una forma reciproca sino que
también pueden coexistir en distintos sitios (Fig. 1.4) . Un ejemplo tipico de
relacion Yin-Yang es el del factor de transcripcion c-Myc en el que la T58 puede ser alternativamente
O-GlcNAcilada o fosforilada (Fig. 1.4A). Un segundo tipo de cross-talk da
lugar a la actuacion alternativa y reciproca de estas MPT, pero afectando a distintos aminoacidos,
como en el caso del factor de transcripcion C/EBPR en el que se fosforilan las T179, T184 y T188 o,
alternativamente, se O-GIcNAcilan las S180y S181 (Fig. 1.4B). En un tipo contrario de
cross-talk, una modificacion facilita otra modificaciéon en un aminoacido distinto. Es el caso del
sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) en el que estimular la O-GlcNAcilacién facilita la
fosforilacién de la S307, S632 y S635 (Fig. 1.4C). Finalmente, se han encontrado
también proteinas, como la calcio/calmodulina kinasa CaMKIV , en las que se dan
mas de uno de estos tipos de cross-talk (Fig. 1.4D). A pesar de que en los Ultimos afios se han
desarrollado varias herramientas bioinformaticas para tratar de predecir cuales son las secuencias
diana del cross-talk entre O-GlcNAcilacién/fosforilacion, la multitud de combinaciones vy
posibilidades derivadas de esta interaccion hace que por el momento su estudio haya sido muy

preliminar

Ademas del cross-talk a nivel de modificacién del sustrato (Fig. 1.4), la O-GIcNAcilacion y
fosforilacion también pueden regularse mutuamente modificando directamente a las propias enzimas
que llevan a cabo ambas MPT o incluso formando complejos activos que pueden incluir las OGT, OGA,
quinasas y/o fosfatasasinvolucradas en el proceso
Un ejemplo de esto lo constituye el hecho de que se ha llegado a detectar la fosfatasa PP1 en un
complejo enzimatico junto con la OGT, lo que sugiere que en algunos casos el mismo complejo

holoenzimatico puede eliminar el grupo fosfato y afiadir el grupo O-GIcNAc

Hasta ahora, en animales se han identificado multitud de proteinas en las que tienen lugar los
distintos tipos de cross-talk, siendo las proteinas CaMKIV, p53, c-Myc o la propia OGT algunas de las
mas conocidas, demostrando que la interaccidn dindmica entre ambas MPT estd muy extendida

. Por su parte, aunque las proteinas O-GIcNAciladas en plantas suelen también
ser modificadas por fosforilacidn, en este grupo la relacion entre ambas MPT ha sido mucho menos
analizada. En un primer estudio realizado en C. maxima con la NCAP denominada Cm-PP16-1 se
sugirié que un residuo de serina que se detectaba fosforilado también podia ser diana de O-
GlcNAcilacion . Recientemente, en el estudio protedmico a gran escala de

citado con anterioridad, se detectaron fosfopéptidos en un 87 % de las proteinas de A.

thaliana identificadas como O-GlcNAciladas. Entre los péptidos que se encontraron O-GlcNAcilados,
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el 35 % de ellos se observaron alternativamente fosforilados, pero son pocos los péptidos que se
detectaron simultdneamente modificados por fosforilacién y O-GlcNAcilacién. En el caso de la
proteina EIN2 estudiada en detalle se detectaron 24 sitios de fosforilacién, pero ninguno de ellos
coincidia con el sitio de O-GIcNAcilacidn identificado. Por otro lado, en este estudio no se describe si
alguna de las dos modificaciones tiene algun efecto sobre la otra. Es interesante que, aunque no se
menciona en el texto del articulo, el analisis de los datos permite identificar varias proteinas (como
ZIGA4, EIFAB2, ECT4 o LNO1) con algun péptido que puede estar O-GlcNAcilado o fosforilado en un
mismo residuo, de acuerdo con el modelo clasico del Yin-Yang. En linea con el articulo anterior, en el
estudio de los autores encontraron tanto coexistencia como ocupacion competitiva
de O-GlIcNAcilacidon y fosforilacidén en 31 proteinas relacionadas con la vernalizacion de T. aestivum,

siendo mucho mas frecuente el patron de coexistencia (97 %).

Como mencioné antes, las proteinas O-GlcNAciladadas suelen estar también fosforiladas; sin
embargo, la informacién acerca de posibles cross-talks entre las dos MPT en proteinas virales es
escasa. El caso mejor estudiado es posiblemente el del antigeno T del SV40, cuyas dos supuestas
dianas de O-GIcNAcilacion (5111 y S112) se encuentran entre sus residuos fosforilables,

acomodandose al modelo Yin-Yang

A Ocupacion competitiva en el mismo sitio

)

Myc 1 s8 439 «=p 1 [ 58 439

B Ocupacion reciproca en diferentes sitios

C/EBPB 1 | 179 180 181 184 188 | 345 «=> 1 179 180 181 184 188 5

C Coexistencia en diferentes sitios

or T T —1
@ 06 ©© OO

IRS-1 1 307 632 635 | 1242

D Ocupacion simultanea o reciproca dependiente de sitio

CaMKIV 1 | 57/58 189 200 J 473 4=p 1 | 57/58 189 200 ] 473

Figura 1.4. Tipos diferentes de cross-talk entre la O-GlcNAcilacién/fosforilacion de proteinas. (A) Ocupacion
competitiva y alternativa en el mismo aminoacido, también denominada “Yin-Yang”. (B) Ocupacién reciproca y
alternativa en distintos residuos. (C) Modificacidon por una MPT que facilita otra modificacion, lo que da lugar a la
coexistencia de ambas MPT en distintos sitios de la proteina diana. (D) Ocupacion simultanea o reciproca dependiente
de sitio. Adaptado de

33



1.2. Plum pox virus

El PPV causa la sharka, una de las enfermedades virales mas importantes a nivel mundial que
afecta a arboles frutales del género Prunus. Hay distintos factores que contribuyen a esta situacidn,
siendo algunos de ellos el dificil control de la enfermedad debido a la eficiente transmisidn del virus
por distintas especies de pulgones y la ausencia generalizada de genes de resistencia frente al PPV
en las distintas especies de Prunus
El PPV infecta en la naturaleza arboles pertenecientes al género Prunus como el melocotonero, el
albaricoquero o el ciruelo, aunque también hay numerosos hospedadores herbaceos como Nicotiana
benthamiana, Chenopodium foetidum o A. thaliana que pueden ser infectados experimentalmente

. La enfermedad de la sharka causa, entre otros efectos,
distorsion de las hojas, un moteado caracteristico en hojas y frutos, y la caida prematura de estos

ultimos

El PPV ha ido extendiéndose progresivamente por Europa, el norte y el sur de América, Asia y el
norte de Africa, y se han obtenido datos de secuenciacién de su genoma de mas de 800 aislados del
virus, muchos de ellos gracias al consorcio SharCo (http://www.sharco.eu/sharco/) financiado por la
Unién Europea . En base a sus relaciones filogenéticas, los
aislados del PPV se agrupan en diez cepas denominadas Dideron (D), Marcus (M), Recombinant (Rec),
Cherry (C), Cherry Russian (CR), Cherry Volga (CV), El Amar (EA), Winona (W), Turkey (T) y Albania
(An), habiéndose detectado abundantes rastros de recombinacidn en su presunta historia evolutiva

. Las diez cepas
difieren en cuanto a su distribucién geografica y propiedades bioldgicas (principalmente el rango del
hospedador), siendo las cepas D, M y Rec las que presentan una distribucion geografica mas amplia

Yy una mayor importancia econdmica

1.2.1. Organizacion y expresion gendmica del PPV, y funcién de sus productos génicos

El PPV pertenece al género Potyvirus incluido dentro de la familia Potyviridae. Este género es el
mas numeroso de toda la familia, que es a su vez la mayor de las que agrupa virus de plantas con
genoma RNA, englobando aproximadamente el 15 % de todos los virus que infectan a estos
organismos . El genoma de los potyvirus estd formado por un ssRNA de polaridad
positiva (ssRNA+) de entre 9400y 10 300 nt, poliadenilado (poli A) en su extremo 3’

. En el caso del PPV, el tamafno oscila alrededor de 9700 nt
, excluyendo la cola poli A . Otra caracteristica general de los potyvirus,
verificada también en el caso del PPV, es tener unida covalentemente al extremo 5’ del RNA
gendémico la proteina viral VPg . El genoma del PPV se traduce a partir del

segundo codon AUG (nt 147-149) dando lugar a una poliproteina de aproximadamente 355 kDa que
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es autoprocesada por tres proteasas virales codificadas por el virus (P1 y HCpro cortan en cis,
mientras que Nlapro puede cortar en cis y en trans), dando lugar al menos a 10 proteinas virales
maduras: P1, HCpro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nlapro, Nlb y CP . Aligual que se ha
visto en el resto de potyvirus, el patinaje de la RNA polimerasa (NIb) del PPV en una serie de “Aes”
da lugar a una variante del RNA viral que acopla la fase de lectura abierta (ORF) principal a una
pequefia ORF embebida en la secuencia codificante de P3, permitiendo la sintesis de una proteina
viral adicional (P3N-PIPO) . Los productos génicos de los
potyvirus son de naturaleza multifuncional como se muestra en la Fig. 1.5 . El
RNA del PPV se encapsula en particulas helicoidales flexuosas con un tamafio aproximado de 850-
950 nm de longitud y 11-14 nm de anchura . Extrapolando
datos de otros potyvirus, se ha determinado que las particulas virales del PPV estdn formadas por
aproximadamente 2000 unidades de CP . En otros
potyvirus, ademas de la CP y de la proteina VPg unida al extremo 5’ del RNA, se han detectado en las
particulas virales pequenas cantidades de las proteinas HCpro y Cl, que parecen estar asociadas al

extremo de las particulas donde se une VPg

® Amplificacion viral - * RNA: helicasa ‘
_— P e Adaptacion al ® (Modulacion ® Replicacion del RNA
: ?Stema- protemasal hospedador de [a actividad ® Formacion de “molinillos”
ansimS ofl por puigones de P3? e Movimiento viral ® RNA replicasa

@ Supresion del silenciamiento
® Aumento de la produccién de

particulas virales A N i * { * ‘ " ‘

@ P | Hcpro | P3 cl Nla Nib CP |—poliA

VPg-pro
P3N +PIPO

® Cisteina proteinasa ® Proteccion del RNA gendmico
® DNAsa ® Movimiento viral
e Transmision por pulgones

6K1

6K

e Movimiento viral

® Serina proteinasa

® Factor accesorio para la
amplificacion viral

® Adaptacion al hospedador

® Proteina unida al genoma
® Formacién de vesiculas ® Cebador en la replicacion del RNA
de membrana ® Traduccién del RNA
[ ]

® Ubicacidn en membrana Movimiento viral

Figura 1.5. Mapa gendmico de los Potyvirus. La ORF mas larga se representa como un rectangulo dividiendo los
productos finales con lineas negras. La ORF PIPO se indica con un area rayada bajo la regién de P3. La proteina terminal
(VPg) se representa como una elipse negra. Las flechas que salen de las tres proteasas (P1, HCpro y Nla) marcan los
sitios de corte en la poliproteina. Las funciones conocidas de cada proteina se indican en cada caso. Adaptado de

1.2.2. Etapas de la infeccidn viral de los potyvirus

Diversos potyvirus, incluido el PPV, han sido objeto de amplio estudio desde las ultimas décadas
del siglo pasado. En esta seccidén pretendo ensamblar los datos obtenidos con distintos potyvirus
(incluido el PPV) para dar una vision global de grupo, aunque no se puede descartar que alguna parte

de la informacidn sea especifica del potyvirus para el que se ha obtenido.
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El momento en que el RNA viral es liberado en una nueva célula puede considerarse como el
comienzo de la infeccidn. EI RNA viral presente en el citoplasma se traduce y las proteinas resultantes
facilitan su replicacion. El nuevo RNA tiene que salir fuera de la célula para propagar la infeccién a
corta y larga distancia dentro de la planta. El final del ciclo infeccioso a nivel celular se cierra con la
encapsulacion del RNA progenie formando viriones, que pueden ser transmitidos a otras plantas
comenzando una nueva infeccion (Fig. 1.6). En todo el proceso, el virus necesita tomar medidas para

evitar los mecanismos de defensa del hospedador y protegerse de factores ambientales adversos.

1.2.2.1. Replicacion del RNA viral

De la misma forma que otros virus ssRNA+ de animales y plantas, los potyvirus replican su RNA
en complejos anclados a vesiculas formadas a partir de membranas del hospedador que han sido
remodeladas por factores virales

. En estas vesiculas, el ssRNA+ es utilizado como molde para generar las primeras copias de
RNA de polaridad negativa (ssRNA-), que a su vez serviran de molde para producir mas copias de
ssRNA+ que se utilizardn en nuevas rondas de replicacion y traduccion, o se asociaran a la CP

formando viriones o complejos de ribonucleoproteinas (RNP)

En el caso de los potyvirus, la proteina 6K2 induce las vesiculas donde se forman/ensamblan los
complejos de replicacién primarios a partir de membranas del RE
. No se sabe exactamente como 6K2 reorganiza el RE en
beneficio del virus, aunque si se conoce que la formacion de las vesiculas de replicacidon es
dependiente de las proteinas COPI y COPII
. También se ha descrito recientemente que las interacciones de 6K2
con las proteinas CLC-Nt1 y RHD3 facilitan la infeccién modificando el pH del lumen del RE
y la maduracién de las vesiculas , respectivamente. Las vesiculas
inducidas por 6K2 usan la proteina SNARE VTI11 para seguir una ruta de trafico intracelular no
convencional que elude el paso por el Golgi , dirigiéndose a los
cloroplastos a cuyas membranas se fusionan con la ayuda de la proteina SNARE Syp71
. Mas tarde, los complejos de replicacidn asociados a los cloroplastos se agregan en estructuras

perinucleares de gran tamanfo

Ademas de 6K2, usando técnicas tradicionales, se ha encontrado que la mayoria de las proteinas
potyvirales (incluyendo a P3, 6K1, Cl, VPg, Nlapro y Nlb) estan asociadas con las vesiculas de
replicacién
Adicionalmente, mediante técnicas de MS se han identificado en las estructuras membranosas
inducidas por 6K2 otras tres proteinas potyvirales, P1 (muy pobremente representada), CP y HCpro

. La actividad RNA helicasa de ClI , la actividad RNA

replicasa de NIb y el presunto papel de VPg como iniciador de la sintesis de RNA
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, son esenciales para la amplificacion del RNA
gendmico. La funcidn precisa de P3 y 6K1 todavia se desconoce, pero hay evidencias que indican que
estas dos proteinas también son necesarias para la replicacién del RNA durante la infeccién de los
potyvirus . La participacién de HCpro en la
multiplicacion de los potyvirus se explica, al menos en parte, por la proteccion que proporciona su
actividad supresora del silenciamiento de RNA a los intermedios replicativos y al RNA gendmico sin
encapsidar . Sin embargo, también se ha sugerido que puede tener
una funcién mas directa . Aunque P1 no es esencial para la replicacién de
los potyvirus, se ha visto que esta proteina actua de alguna manera como un factor accesorio para la
amplificaciéon del genoma . Un articulo reciente
sugiere que su contribucién a la multiplicaciéon de los potyvirus podria consistir en estimular de
manera especifica la traduccidn del RNA viral en la célula infectada . Se sabe
que la CP, al igual que P3N-PIPO, no es esencial para la replicacién de los potyvirus

y se cree que su presencia en los complejos de replicacion virales es
inespecifica, al menos parcialmente . A la proteina CP le dedicaré un apartado

particular de esta introduccidn mas adelante.

Es importante destacar que es muy probable que no solo los productos virales totalmente
procesados desempefiann una funcion en la replicacion potyviral. La identificacion en las vesiculas
de replicacién de productos parcialmente procesados tales como CI-6K2 o 6K2-VPg-Nlapro

sugiere
que estas proteinas pueden participar activamente en el proceso. En particular, se ha hipotetizado

que 6K2-VPg-pro puede servir de andamiaje para la formacién de los complejos de replicacion

Se conoce poco acerca de las secuencias del RNA gendmico de los potyvirus necesarias en cis para
su replicacién. En el caso del PPV, se ha comprobado que los elementos necesarios del extremo 5’
no sobrepasan los primeros 35 nt ; mientras que en el extremo 3’ se ha
caracterizado un dominio estructurado implicado en la replicacién, que incluye parte de la secuencia

codificante de la CP y de la regién no traducida

La replicacion del RNA de los potyvirus depende no solo de factores virales sino también de
cofactores de la planta. Ademas de las proteinas requeridas para la formacidn vy el trafico de las
vesiculas de replicacién, como las que he mencionado arriba, también son necesarias otras mas
directamente implicadas en el proceso de sintesis del RNA viral. Usando diferentes abordajes
bioquimicos y de biologia celular se han identificado varias proteinas del huésped que interaccionan
con factores virales implicados en la replicacidon del patégeno, y se ha demostrado su relevancia

funcional. Entre estas proteinas se encuentran los factores de traduccion elF4E, elF(iso)4E, eEF1Ay
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varias PABP (proteinas de unién al poli A), las RNA helicasas AtRH8 y AtRH9, la proteina acidica

ribosomal PO, la proteina de choque térmico Hsc70-3 y la proteina cloroplastica PsbO1

. Algunas de estas proteinas y numerosas proteinas ribosomales también se han
detectado asociadas a los complejos de replicacién analizados en el estudio protedmico de gran
alcance descrito en . Una de las cuestiones derivadas de estos estudios es la
existencia de una estrecha relacion espacial entre la replicacion y la traduccion del RNA gendmico,
sin que por el momento se haya podido determinar si los factores de traduccién del huésped
detectados en los complejos de replicacion pueden estar participando directamente en la sintesis

del RNA viral

1.2.2.2. Movimiento a corta y larga distancia

|ll

Para que la diseminacidn viral tenga lugar, el primer paso es que el “agente infeccioso” se mueva
intracelularmente hasta alcanzar los plasmodesmos (PD) . Se ha sugerido que
las factorias virales son algo mas que complejos de replicacién asociados a membranas, siendo
realmente estructuras que funcionarian coordinando la replicacion y el movimiento viral intra- e
intercelular . De esta forma, se ha observado que las vesiculas inducidas por 6K2
generadas en el RE son capaces de moverse por el citoplasma a través de microfilamentos de actina
tanto intracelularmente (llegando a PD) como
intercelularmente, contribuyendo a la diseminacion del virus

. En conformidad con
este modelo, resultados de ensayos de mutagénesis dirigida en la CP sugerian que la formacién de

viriones no era necesaria para la propagacion de la infeccion de célula-a-célula
. Sin embargo, encontraron estructuras de
morfologia lineal que parecian ser viriones unidos a, o dentro de, inclusiones cilindricas préximas a
PD de células infectadas con un potyvirus, lo que les llevd a sugerir que podian ser las particulas
virales las que transmitian la infeccion potyviral entre células. Por tanto, por el momento se
desconoce si son los complejos de replicacion viral, los viriones u otras RNP los que inician la infeccién

en células vecinas, sin descartar la posibilidad de que haya mds de una ruta de transporte.

Debido a que los complejos virales son demasiado grandes para pasar a través de los PD, los virus
de plantas codifican proteinas capaces de incrementar el limite de exclusidon de estos canales y asi
permitir el transito de dichos complejos de célula-a-célula . Inicialmente se
describié que las proteinas HCpro y CP podian desempenfiar esta actividad .Aunque
la relevancia funcional de esos datos no esta confirmada, la contribucion de la CP al movimiento

entre células esta firmemente aceptada
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Las otras dos proteinas virales directamente implicadas en el movimiento potyviral de célula-a-
célula son Cl y P3N-PIPO. Mientras que desde hace ya bastante tiempo en base a evidencias de tipo
genético se conoce la
importancia de Cl en este proceso, el descubrimiento de la funcién de P3N-PIPO en el movimiento

es mas reciente

Se ha propuesto que al tiempo que las vesiculas de replicacién generadas inicialmente en el RE, y
probablemente mas tarde modificadas, viajan a lo largo de microfilamentos hacia la membrana
plasmatica. Las proteinas virales Cl y P3N-PIPO son transportadas también a la membrana, usando
en este caso la via secretora . Posteriormente, P3N-PIPO y Cl se asocian con
los PD, la primera gracias a su interaccidon con una proteina celular (AtPCaP1 en Arabidopsis,
NbDREPP en N. benthamiana) , ¥ la segunda, por medio
de su interaccién con P3N-PIPO . Otra proteina que parece formar parte de
la maquinaria de translocacion potyviral en el PD es la sinaptotagmina SYTA
La interaccidon entre 6K2 y Cl dirige las vesiculas de replicacion/movimiento virales a los PD
modificados por los complejos CI/P3N-PIPO/PCaP1/SYTA, que les facilitan el paso a la célula vecina

. El principal problema de este elegante modelo, aunque no lo invalida, es que

obvia la participacion de la proteina CP, cuyo papel en el movimiento parece incuestionable

Respecto al movimiento viral a larga distancia de los potyvirus, que permite la infeccidn
sistémica de la planta, hay mucha menos informacidn. La deteccidn en los elementos cribosos del
floema y en los vasos del xilema de vesiculas membranosas asociadas a 6K2 que contienen RNA
viral y proteinas de replicacién virales (similares a las vesiculas inducidas por 6K2, supuestamente
implicadas en el movimiento de célula-a-célula) sugiere que estas vesiculas son también
protagonistas del movimiento sistémico . En el mismo articulo
de se confirma mediante experimentos de anillamiento del
tallo, que el potyvirus Turnip mosaic virus (TUMV) es capaz de establecer una infeccidn sistémica
en la planta moviéndose por los vasos del xilema. Como en el caso del modelo de movimiento
entre células, habria también que tomar en consideracidn los datos de trabajos anteriores que
indican que la CP (probablemente formando parte de viriones) desempefia un papel esencial para
el movimiento sistémico del patédgeno . De acuerdo con este
papel, detectaron particulas virales asociadas a las vesiculas

membranosas en el xilema.

A diferencia de lo observado para el movimiento de célula-a-célula, que solo precisa de la regién
central de la CP, se ha visto que los dominios N- y C-terminal de la proteina son fundamentales para

el movimiento sistémico de los potyvirus
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. Ademas, trabajos con potyvirus y con virus de otros géneros de
la familia Potyviridae han mostrado que estos dos dominios condicionan la capacidad de movimiento

sistémico de manera especifica de huésped y de cepa viral

. Esimportante destacar que la region N-terminal de la CP de los potyvirus es altamente
variable y admite grandes cambios sin perder su funcionalidad, por lo que no parece que su secuencia
primaria esté directamente asociada con la funcion de movimiento. Sin embargo, lo que si resulta
particularmente relevante es su carga neta global . También
se ha observado que la regién N-terminal de la CP esta intrinsecamente desordenada, lo que podria
favorecer su interaccion con multiples factores . El
dominio N-terminal de la CP podria ser importante para el movimiento sistémico del virus, no solo
contribuyendo directamente al proceso, sino también condicionando la induccién/actuacién de
mecanismos de defensa especificos de huésped. Este es el caso de la resistencia frente a multiples
potyvirus asociada a los genes RTM de Arabidopsis y
podria ser también el de un hipotético mecanismo de defensa que restringe el movimiento de un

aislado del PPV en N. benthamiana y Nicotiana clevelandii

Otras proteinas virales que se ha sugerido que podrian participar en el movimiento a larga
distancia de los potyvirus son HCpro, VPg y la ya mencionada 6K2 .Enel caso de
HCpro, actualmente parece claro que su participacidén no es directa, sino que facilita la propagacion
sistémica del virus gracias a su actividad supresora del silenciamiento de RNA, que actua previniendo
la activacion a distancia de este mecanismo antiviral . La implicacién
de VPg y 6K2 se ha deducido a partir de la identificacién de variantes de estas proteinas capaces de
superar resistencias de la planta que restringen el movimiento sistémico de algun potyvirus

. Es posible, por tanto, que también en este
caso, mas que un papel directo en la funcidn viral de movimiento, se trate de la participacion de estas
proteinas en la induccidén o en la supresion del correspondiente mecanismo de resistencia. Sin
embargo, no se puede descartar que VPg (posiblemente expuesta en un extremo del viridén) y 6K2
(localizada en la membrana de las vesiculas de replicacién/movimiento) interaccionen con factores

del floema y/o el xilema del huésped para potenciar la propagacién a larga distancia del patégeno

1.2.2.3. Ensamblaje de las particulas virales

Experimentos antiguos de susceptibilidad al tratamiento con proteasas definian tres regiones en
la CP de los potyvirus. Una central, altamente conservada, que formaba el ntcleo de la particula viral
y dos regiones terminales: la N-terminal, extremadamente variable en tamafio y secuencia, y la C-

terminal, mayoritariamente conservada. Ambas regiones se encontraban supuestamente expuestas
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en la superficie del virién, ya que podian eliminarse por protedlisis suave sin que las varillas flexuosas
sufrieran alteraciones morfoldgicas apreciables . Posteriormente, se ha
demostrado que aunque las regiones N- y C- terminales no sean esenciales para mantener la
estructura de la particula, si lo son para su formacidn . De acuerdo con
esto, se ha comprobado que ciertos aminoacidos cargados de la region C-terminal de la CP del
potyvirus Soybean mosaic virus (SMV) son importantes para el establecimiento de interacciones
inter-monoméricas efectivas . La delimitaciéon de la CP de los
potyvirus en tres dominios se ha visto confirmada por un trabajo reciente que revela la estructura
tridimensional de los viriones del potyvirus Watermelon mosaic virus (WMV) con resolucidén
cuasiatémica, a partir de datos de crio-microscopia electrénica . Sin embargo,
la estructura resuelta no incluye lo que tradicionalmente se ha considerado como los dominios N-y
C-terminales , probablemente debido a que poseen un
elevado grado de desorden intrinseco. Se ha visto que la regién central conservada consiste en un
dominio interno rico en hélices a bordeado por dos largos brazos. En concordancia con los datos
previos, la regidon N-terminal se orienta hacia el exterior del viridn, pero, contrariamente a lo que se
pensaba, la regién C-terminal parece hacerlo hacia el interior de la particula. Los dos brazos externos
resueltos actian mediando la polimerizacion de las subunidades de CP del virdn, participando el
brazo N-terminal tanto en interacciones entre monémeros contiguos como en interacciones entre
subunidades de diferentes vueltas de hélice. Se ha propuesto que la flexibilidad de ambos brazos
permite pequefios movimientos entre mondmeros de CP, lo cual explica la naturaleza flexuosa de
los viriones potyvirales.

La regién central altamente conservada de la proteina, incluidos los dos brazos externos

Ill

identificados por , conforman el “ndcleo” de la particula viral
. Diversos estudios genéticos y bioquimicos habian destacado la importancia que tenian para
el ensamblaje de las subunidades de CP (no necesariamente en particulas virales maduras) dos
aminodcidos cargados situados en esta regidn, arginina y dacido aspdrtico, especialmente
conservados entre los potyvirus. Inicialmente se supuso que estos residuos podrian estar
participando en la formacidn de un puente salino entre las hélices a de la proteina ,
pero esta hipdtesis no se pudo confirmar posteriormente
. El trabajo de muestra que ambos aminodcidos parecen

formar parte de un bolsillo de unién a RNA conservado en una amplia variedad de virus con genoma

ssRNA.

Se sabe muy poco acerca de como se produce el ensamblaje (la que considero ultima etapa de la
multiplicacion viral dentro de la célula) y el desensamblaje (paso previo a lo que en esta seccién he
considerado el comienzo de la infeccidon) de la particula viral. Multiples estudios han demostrado que

la CP de los potyvirus es capaz de auto-ensamblarse in vivo en distintos sistemas heterélogos
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, asi como
en condiciones in vitro , incluso en ausencia del
RNA viral . Sin embargo, las particulas helicoidales que se forman en sistemas
heterdlogos son muy diferentes de las que se forman alrededor del RNA gendmico durante la
infeccidn viral . No existen evidencias de que el RNA de los potyvirus tenga un
origen de ensamblaje especifico como los que se han encontrado en otros RNA virales, y hay datos
antiguos que sugieren que el ensamblaje de la particula comienza (probablemente de manera

inespecifica) en el extremo 5’ del RNA viral

Datos mas recientes han demostrado que se requieren factores adicionales a la CP y al RNA viral
para que se produzca el ensamblaje de particulas potyvirales estables. En concreto, se ha
comprobado que tanto la proteina HCpro como un RNA viral con capacidad
replicativa son necesarios para la formacién correcta y eficiente de los viriones.
Estos y otros resultados son indicativos de que la encapsidacion del RNA viral no es un proceso
independiente del resto de procesos que tienen lugar durante la infeccién viral

(Fig. 1.5).
Al inicio de la infeccidn el RNA del virus debe estar disponible para la replicacién y la traduccién, por
lo que es necesario impedir un ensamblaje temprano del genoma. Se ha teorizado que los niveles de

acumulacién de la CP podrian estar regulando la traduccién viral, permitiendo asi que se formen los

complejos de replicacidon en el momento adecuado ,
que a su vez facilitarian el comienzo del secuestro del RNA viral en los viriones .La
interaccion entre las proteinas NIb y CP, observada in vivo , podria ayudar a

esta coordinacion. También existe la posibilidad de que el acoplamiento entre la replicacion y el
ensamblaje ocurra fundamentalmente a nivel espacial. En este sentido, en un estudio cinético acerca
de las reorganizaciones de membranas asociadas a la infeccidn del potyvirus TuMV, se observaron a
tiempos tardios de la infeccidn haces de particulas filamentosas asociadas a cuerpos electro densos
que podrian ser los sitios de ensamblaje de las particulas virales . Estas
estructuras se situarian adyacentes a las vesiculas de replicacién, formando probablemente parte de
la gran amalgama globular perinuclear que previamente se ha propuesto como el sitio en el que se
coordina la replicacidn, la traduccion y la encapsidacion . La
asociacioén de particulas virales con las vesiculas de replicacion-movimiento detectadas en el xilema
(mencionadas mas arriba) se ha considerado como una evidencia de la posible coordinacién de la

encapsulacion del RNA viral, no solo con su replicacion, sino también con el movimiento del virus

El desensamblaje de la particula viral deberia considerarse como la primera etapa de la infeccién
a nivel de la planta, pero no necesariamente a nivel celular. Aunque en rigor la desencapsidacion

deberia ir al comienzo de esta seccidén y en un apartado independiente al del ensamblaje, dada la
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escasa informacion disponible sobre el desensamblaje he preferido no separar ambas etapas. Es muy
probable que la desencapsidacién del RNA potyviral sea co-traduccional, como lo es para otros virus;
y se ha sugerido que la protuberancia de uno de los extremos del virién (y en particular la RNA

helicasa Cl localizada alli) podria desempefiar un papel relevante en este proceso

1.2.2.4. Propagacion a nuevos huéspedes

La transmisiéon natural de los potyvirus de una planta a otra se realiza principalmente por
pulgones de manera no circulativa y no persistente, aunque hay especies que también pueden

propagarse mediante semillas

En el caso de la propagacién por pulgones, la transmisién se efectia mediante la asociacion
temporal del virus al interior del aparato bucal del insecto sin atravesar ninguna barrera celular
. Los potyvirus utilizan una estrategia en la que la proteina HCpro colabora junto
con la CP actuando como un puente que conecta la particula viral con el vector

. En algunos casos, la proteina HCpro de un potyvirus puede llevar a cabo la

transmisidn heterdéloga de otro potyvirus, pero en otros muestra una marcada especificidad
. Se han identificado dos motivos altamente conservados en la proteina HCpro
implicados en la transmisidn por pulgones de los potyvirus. El motivo PKT de la regién C-terminal de
HCpro interacciona con el motivo DAG altamente conservado en la regién N-terminal de la CP para
establecer la interaccién HCpro-CP ; mientras
que el motivo KITC de la regién N-terminal de HCpro resulta necesario para retener al virus en el
estilete del vector. Un elemento esencial para que tenga lugar la transmisién del virus es la proteina
receptora de HCpro localizada en el estilete del vector, sin embargo, la misma no ha podido ser
identificada por el momento . HCpro y CP podrian no ser las Unicas proteinas
virales implicadas en la transmisidn del virus por pulgones, aunque sea de manera indirecta. De
hecho, se ha comprobado que la proteina Nlapro puede manipular la fisiologia de la planta ayudando

al crecimiento y la reproduccion del pulgén vector, promoviendo asi la propagacion del virus

La transmision por semillas es muy importante para la epidemiologia de muchos virus, puesto
que constituye una forma muy eficiente de diseminacion en la naturaleza. Se han descrito unas 20
especies distintas de potyvirus como potencialmente transmisibles por semillas , pero
esta forma de propagacion podria ser mas frecuente entre los potyvirus de lo que sugiere la evidencia
experimental . Aungue inicialmente se pensdé que el PPV se podia transmitir por
semillas, esto no se ha podido confirmar, por lo que no ha identificado ningln aislado del PPV que

sea capaz de utilizar esta forma de transmisién vertical
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Figura 1.6. Esquema de las distintas etapas de la infeccidn viral propuesto para los potyvirus. El RNA viral es liberado
de las particulas virales y/o de las vesiculas de replicaciéon en una nueva célula (1), donde comienza la traduccién en
el RE (2). Una vez alliy de forma paralela a la traduccidn, comienzan a formarse las vesiculas de replicacidn que viajan
comunmente a los cloroplastos (3), eludiendo el Golgi (4). Estas vesiculas asociadas a los cloroplastos se fusionan con
membranas del RE conformando estructuras perinucleares de gran tamafo (5). Posteriormente, las vesiculas de
replicacion (probablemente modificadas) viajan hacia los PD por los microfilamentos de actina (6) y una vez alli se
desconoce si son estas vesiculas y/o las particulas virales las que viajan a nuevas células con ayuda de proteinas del
virus (7). Este mismo proceso se repetird sucesivamente en otras células de la planta (8), hasta que finalmente las
particulas virales sean propagadas por medio de pulgones a nuevas plantas (9), donde comenzard un nuevo ciclo
infeccioso.

1.2.3. La CP de los potyvirus y sus MPT

Como he indicado antes, se asume que la CP de los potyvirus hace algo mds que simplemente
encapsular al genoma viral, y se piensa que el control espacio/temporal de sus niveles de
acumulacidn ayuda a regular las distintas etapas de la infeccidn

. Existen datos experimentales que sugieren que las MPT de la CP

podrian no solo contribuir al control de su acumulacidn sino también a su actividad reguladora
. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estas evidencias

provienen de dos Unicos potyvirus, PVAy PPV, por lo que no se sabe hasta qué punto las conclusiones

obtenidas son extrapolables al conjunto del género Potyvirus.

En el afo 2001 se determind que la CP del PVA podia ser fosforilada en multiples sitios cuando no
se encontraba formando viriones y que esta modificacién reducia la afinidad de la proteina por el
RNA viral . Dos afios mas tarde, se identificaron dos sitios de fosforilacion en los
residuos T242 y T243, modificados por la protein quinasa CK2, localizados en un motivo tipico de
reconocimiento de esta enzima conservado entre los potyvirus . En este estudio,
ademads se observd que tanto mutaciones que impedian, como mutaciones que emulaban, la
fosforilacion en el motivo CK2 abolian la propagacion sistémica del PVA, sugiriendo que la regulacion

dindmica entre las formas fosforilada y no fosforilada de la CP desempefia un papel relevante en el
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ciclo viral. La capacidad de infeccidn sistémica del mutante en el motivo CK2 no fosforilable se
restauraba con la aparicién de una mutacién espontdnea que reponia la T243 original, lo cual

evidencia la relevancia de las fosforilaciones reversibles en esa regién de la CP

Aunqgue en estos primeros estudios se propuso que la fosforilacion de la CP del PVA era
principalmente la de regular la afinidad de la proteina por el RNA y, como consecuencia, la formacién
de las particulas virales maduras, posteriormente se le ha atribuido también una funcidn relevante
regulando la estabilidad de la proteina y por lo tanto su ciclo de renovacién

. En este escenario, una segunda MPT de la CP (la ubiquitinacion) juega un papel
esencial en un proceso mediado por la chaperona HSP70, la cochaperona CPIP (que interacciona con
la CP del PVA y del Potato virus Y (PVY)) y la E3 ubiquitina ligasa CHIP, que conduce a la degradacién
de la CP por el proteasoma

. Laregulacion temporal de la degradacion de la CP se ha propuesto como un elemento

esencial en la focalizacion del RNA viral hacia su traduccidn, replicacidon o encapsulacién
. En el modelo inicial, a tiempos tempranos
de la infeccion el sistema CPIP/HSP70 tiene el control y la CP es dirigida mayoritariamente a su
degradacién, permitiendo asi una traduccién eficiente del RNA. Por el contrario, a tiempos tardios,
los niveles de CP van aumentando y no hay CPIP suficiente para controlarlos, asi que el excedente de

CP interfiere con la traduccion del RNA y se ensambla activamente en viriones

Resultados mas recientes relacionan la fosforilacién de la CP del PVA por la quinasa CK2 en todo
este proceso. Mientras que el modelo de propone que las interacciones
proteina-proteina entre la CP recién sintetizada y la abundante CP acumulada a tiempos tardios de
la infeccidn liberan al RNA viral de los ribosomas y facilitan su encapsulacion, el de

plantea que la unién de CP no fosforilada al RNA viral en la proximidad de su regién 3’ no
codificante bloquea su traduccién y libera esta regién de ribosomas, lo que permite el ensamblaje
de complejos de replicacion. La fosforilacidon de la CP mediada por CK2 separa a esta proteina del
RNA viral y facilita su ubiquitinacion y degradacion por el sistema CPIP/HSP70/E3 ubiquitina ligasa
CHIP/proteasoma. Sin embargo, es importante destacar que los resultados obtenidos con un
mutante que emula la fosforilacion en la posicién 243 de la CP del PVA sugieren que esta
modificacién protege a la proteina de la degradacion , lo que plantea la
posibilidad de que la fosforilacién afecte a la dindamica de acumulacion de la CP mediante

mecanismos adicionales a los directamente relacionados con su afinidad por el RNA.

Los datos iniciales que sugirieron que la CP de otro potyvirus podia ser diana de MPT se
obtuvieron al observar las propiedades atipicas que mostraba la CP del aislado BOR-3 del PPV en

geles de poliacrilamida en pesencia de SDS (SDS-PAGE), en los que la proteina se visualizaba como
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un doblete . La primera evidencia que sugeria que la CP del PPV estaba
fosforilada fue su inmunoreaccién con anticuerpos anti-fosfo-serina y anti-fosfo-treonina
, apoyada posteriormente por datos de MS

La confirmacidn experimental de la fosforilacién de la CP del PPV se obtuvo al comprobar que las
dos formas de la CP del aislado BOR-3 con distinta movilidad en SDS-PAGE se convertian en una
sola mediante un tratamiento con fosfatasa . Los estudios de

y parecian sugerir que, a diferencia de la fosforilacion de la CP del PVA, la de la
CP del PPV podria afectar a residuos localizados en la regidon N-terminal de la proteina. También
de forma contraria a la CP del PVA , la CP del PPV que se detectaba fosforilada
se encontraba formando parte de particulas virales . En cualquier caso, la
informacidn disponible al comienzo de la tesis acerca de la fosforilacion de la CP del PPV era muy
escasa, sin que se conocieran los residuos afectados por esta modificacidn, las enzimas

involucradas en el proceso o su relevancia funcional en la infeccidn viral.

Como he mencionado en apartados anteriores, la O-GlcNAcilacion es una MPT estrechamente
relacionada con la fosforilacion. Por tanto, no se puede considerar extraio que la CP del PPV
ademas de fosforilada esté O-GIcNAcilada ,aunque hasta donde
llega mi conocimiento, esta es la Unica proteina de un virus de plantas que se conoce en este
momento que esta modificada por O-GIcNAcilacidn. Se han identificado numerosos residuos de la
CP del PPV O-GlcNAcilados, todos ellos localizados en la regidon N-terminal de la proteina

, ¥y ademas se ha comprobado que
esta modificacion es llevada a cabo por la OGT SEC . También se ha demostrado
que, aunque la O-GIcNAcilacidn de la CP no es esencial para la viabilidad del PPV, desempefa una
funcién importante en el proceso de infeccidn . En el trabajo
de se concluye que la O-GlcNAcilacion de la CP del PPV podria afectar su
estabilidad, ya sea de una manera directa o afectando su ensamblaje en particulas. Al comienzo
de esta tesis no habia informacidn disponible acerca de posibles cross-talks entre la O-
GlcNAcilacion y la fosforilacion de la CP del PPV similares a los detectados en muchas proteinas

animales (ver seccién 1.1.3).

Otras funciones que se han atribuido a la CP de los potyvirus son la actividad NTPasa de la CP del
PVA y la capacidad de suprimir la inmunidad inducida por patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) de la CP del PPV . No hay informacién
acerca de posibles interacciones de estas actividades de las CP de PVA y PPV con sus funciones mejor
caracterizadas, ni de si se ven afectadas por las MPT descritas en los parrafos anteriores. Tampoco

se conoce su alcance funcional en la infeccion.
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Il. OBJETIVOS

La fosforilacién de la CP del PPV y su posible cross-talk con su O-GlcNAcilacién es un tema de
investigacion de gran interés, no solo para conocer mejor como las MPT de proteinas virales pueden
contribuir a regular la infeccién y descubrir nuevas dianas de accidn antiviral, sino también para
ayudar a desentrafiar las complejas interrelaciones entre MPT que ocurren en las células vegetales.

Por ello, los objetivos de esta tesis han sido los siguientes:

1. ldentificar los residuos de la CP del PPV modificados por fosforilacidn y descifrar la posible

interrelacién entre la O-GlcNAcilacion y la fosforilacién en esta proteina.

2. Determinar las etapas del ciclo viral del PPV que se ven afectadas por la fosforilaciéon y tratar

de averiguar cémo esta modificacion contribuye a su regulacion.

3. Verificar el grado de conservacién de la O-GlcNAcilacién y fosforilacion de la CP en diferentes

cepas del PPV y en diferentes potyvirus, asi como en distintas plantas huésped.

4. Habiéndose identificado previamente SEC como la OGT que O-GIcNAcila la CP del PPV,
desarrollar métodos que nos permitan identificar otros factores de la planta implicados en las

dindmicas de O-GIcNAcilacién y fosforilacidn de la proteina.
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Il. MATERIALES Y METODOS

lll.1. Material Biolégico

I1I.1.1. Plantas

Las inoculaciones del PPV y sus mutantes se realizaron en plantas de N. benthamiana, N.

clevelandii, C. foetidum, A. thaliana y Prunus persica.

En aquellos experimentos en los que fue necesario disponer de plantas en las que la expresion de
la OGT SEC que modifica la CP del PPV estuviera atenuada o anulada, se utilizé un knock down de N.
benthamiana, irSEC-b2-4 (SEC-b2), en el que la O-GlcNAcilacién catalizada por SEC se encuentra
reducida mediante la tecnologia de interferencia por RNA , 0 un knock out de A.
thaliana, sec-2, incapaz de producir la enzima SEC enddgena . El mutante sec-
2y las plantas silvestres de A. thaliana utilizadas para estos ensayos eran del ecotipo Columbia (Col-

0).

Para la busqueda de una putativa OGA de plantas, se analizaron cuatro mutantes simples knock
out de A. thaliana afectados en los genes que codifican las B-hexosaminidasas (HEXO) denominadas
HEXO1 (hexol-1), HEXO2 (hexo2-1) o HEXO3 (mutantes hexo3-1 y hexo3-2). También se ensayaron
mutantes multiples: dos dobles, afectados simultdneamente en las enzimas HEXO1 y HEXO2 (hexo1-
1/hexo2-1) o HEXO2 y HEXO3 (hexo2-1/hexo3-2), y uno triple, en el que no se producia ninguna de
las tres enzimas (hexol1-1/hexo2-1/hexo3-1) . Excepto el mutante hexo3-2,
que era del ecotipo Col-3, el resto de mutantes eran del ecotipo Col-0. Todas las semillas fueron
proporcionadas por el laboratorio del Dr. Richard Strasser de la University of Natural Resources and

Life Sciences de Viena.

Las semillas de A. thaliana fueron vernalizadas a 4 °C y germinadas in vitro en medio MS
suplementado con sacarosa al 0.5 %. En el caso de las semillas recogidas

directamente de las plantas sometidas a inmersién floral, y en el resto de las generadas durante la
obtencion de las lineas transgénicas (ver seccidn 111.2.2), se afiadid al medio de cultivo BASTA (0.01
mg/ml) y carbenicilina (0.05 mg/ml). El medio de germinacién de las semillas con genotipo sec-2
también incluyé kanamicina (Kan, 0.05 mg/ml). Las semillas/plantulas recién germinadas
permanecieron aproximadamente dos semanas en un Fitotrén (Neurtek) con fotoperiodo de 14 h de
luz, a 22°C de temperatura y 50-60 % de humedad relativa. Después del transplante, las plantas
crecieron en camaras de ambiente controlado con fotoperiodo de 16 h de luz, a 19-24 °C de

temperatura y 50-60 % de humedad relativa.

Los arboles de P. persica se obtuvieron a partir de semillas cv GF305, previamente vernalizadas a

4 °C en oscuridad, que germinaron y crecieron en las mismas condiciones descritas para A. thaliana.
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Las plantas de N. benthamiana, N. clevelandii y C. foetidum crecieron en condiciones de
invernadero, moderadamente controladas, con fotoperiodo de 16 h de luz, 19-23°C de temperatura

y 67-70 % de humedad relativa.

111.1.2. Bacterias

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron propagados y purificados a partir de la cepa DH5a
de Escherichia coli , excepto en los experimentos de agroinfiltracion
realizados en plantas de N. benthamiana, A. thaliana y P. persica, para los que también se utilizaron
las cepas de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) y/o AGLO

. Esta ultima cepa de Agrobacterium se empled ademas en la obtencion de plantas

transgénicas de A. thaliana WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP (ver seccion [11.2.2).

Las células competentes de E. coli se obtuvieron mediante el método descrito en

y se transformaron por choque térmico con plasmidos completos o fragmentos de DNA
previamente ligados in vitro . Las células competentes de Agrobacterium se
obtuvieron y transformaron siguiendo el protocolo descrito en . Las
bacterias de E. coli se cultivaron a 37°Cy las de Agrobacterium a 28°C, ambas en medio LB y LB-agar
. Para la seleccién de la cepa de E. coli se utilizé ampicilina (Amp, 0.1 mg/mL)

y para las de Agrobacterium rifampicina (Rif, 0.05 mg/mL). Los cultivos de GV3130 (pMP90), también
incluyeron gentamicina (Gen, 0.01 mg/mL) y tetraciclina (Tet, 0.005 mg/mL). Después de la
transformacion con los plasmidos de interés, las células se seleccionaron ademas con los antibidticos

detallados en los Anexo 1 y Anexo 2.

111.1.3. Clones de cDNA que codifican el genoma completo o parcial del PPV

En esta tesis se han utilizado clones de cDNA del PPV capaces de infectar especies herbaceas y/o
lefiosas (ver seccién 111.5). Algunas de estas construcciones se encontraban disponibles en el
laboratorio (Anexo 1), mientras que otras se construyeron especificamente para este trabajo (Anexo

2).

En los distintos ensayos se emplearon clones infecciosos del virus que derivan del aislado
original Rankovic del PPV (PPV-R), cuya secuencia completa es conocida ,y clones
quiméricos de este aislado en los que la regidn que codifica la CP se habia sustituido por la del
aislado SWCM (PPV-SwCM, ) o BOR-3 (PPV-BOR-3) (ver seccién
111.5.2). En el caso del plasmido viral que infecta eficientemente lefosas, se utilizd una construccién
guimérica que incluia parte de la secuencia del aislado Diderdn del PPV en combinacién con una

region que se extiende desde el final de la proteina Nla hasta el final de la CP de PPV-R
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111.1.4. Viriones

Los viriones procedentes de plantas de Nicotiana sp. se obtuvieron mediante el método descrito
en , ligeramente modificado ; mientras que los viriones
procedentes de A. thaliana, P. persica, y en algunos casos de N. benthamiana, se purificaron
siguiendo el protocolo descrito en , con ligeros ajustes para mejorar el
rendimiento y la limpieza de las muestras. Para llevar a cabo este Ultimo método, se partié de hojas
sistémicamente infectadas de 21-22 dias después de la inoculacién (dpi), que se trituraron y
homogenizaron en un tampdén de extraccién compuesto por HEPES 0.02 M, sacarosa 0.2 M y
dietilditiocarbamato de sodio 10 mM, pH 6.8 en un ratio 1 : 4 (g tejido fresco : mL tampdn). El tejido
fue homogenizado durante 10 minutos en una licuadora eléctrica y el extracto fue clarificado
centrifugandolo durante 15 minutos a 6000 rpm en el rotor SLA-1500 de una centrifuga Sorvall RC-
5C (Thermo Fisher Scientific). El sobrenadante se paso a través de un filtro Miracloth (Merck) y se le
afadié lentamente Tritdn X-100 hasta alcanzar una concentracidn final del 5 %. El proceso de
agitacién se mantuvo durante 1 h, al cabo de la cual la mezcla anterior se dividié en cuarto partes,
cada una de las cuales se aplicé sobre un colchén de sacarosa al 20 % y tampdn HEPES 0.02 M, pH
6.8. Los tubos se centrifugaron en una ultracentrifuga Beckman Coulter, Optima L-100 XP (Beckman
Coulter) durante 210 minutos a 28 000 rpm en un rotor 50.2 Ti. El sedimento obtenido en cada tubo
se resuspendié en tampdn borato sédico 0.1 M, EDTA 5 mM, pH 8.2 durante toda la noche con ayuda
de un agitador magnético. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 11 400
rom en una centrifuga Hettich Mikro 12-24 y el contenido del sobrenadante se separé en un
gradiente continuo de sacarosa (10-40 %), preparado en tampdn borato sédico-EDTA,
ultracentrifugandolo durante 50 minutos, a 36 000 rpm en el rotor SW41 (ver seccion lIl.7). Las
fracciones donde se suelen concentrar los viriones se diluyeron en tampdn borato sédico 0.1 M,
EDTA 5 mM, pH 8.2 y se les aiiadié Triton X-100 hasta alcanzar una concentracién final del 0.005 %.
La mezcla resultante fue dializada con una membrana SnakeSkin de 10 kDa de exclusién (Thermo
Scientific), durante 3 h contra un tampdn que contenia borato sddico 0.05 M, pH 8.2 y Tritdn X-100
al 0.005 %. La muestra se ultracentrifugd durante 180 minutos a 30 000 rpm en el rotor 50.2 Tiy el
precipitado se resuspendid durante al menos 2 h en tampdn borato sédico 0.005 M, pH 8.2 con ayuda

de un agitador magnético.

Las preparaciones fueron chequeadas por electroforesis en geles SDS-PAGE al 12 % tefiidos con
azul de Coomassie. En los casos en los que se detectd un exceso de contaminantes de la planta, las
muestras se sometieron a un paso adicional de purificacién. Para ello, se repitié el proceso
anteriormente descrito, diluyéndose parte de la muestra en tampdn borato sédico 0.005 M, pH 8.2
y fraccionandola por centrifugacién en un gradiente de sacarosa (10-40 %). Nuevamente, las

fracciones que contenian los viriones se diluyeron y ultracentrifugaron, resuspendiéndose el
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precipitado durante al menos 2 h en tampdn borato sédico (0.005 M, pH 8.2). Todo el procedimiento

descrito en este apartado, excepto la electroforesis, se llevé a cabo a 4°C.

11l.2. Uso del material biolégico

111.2.1. Inoculacioén viral
111.2.1.1. Inoculacion biolistica

La inoculacién biolistica de plantas de A. thaliana, N. benthamiana y P. persica se llevo a cabo
utilizando una pistola Helios Gene Gun (Bio-Rad), siguiendo el protocolo anteriormente descrito por
. La presion del disparo se ajustd a 7.5 y 10 bares para inocular los

huéspedes herbaceos y lefiosos, respectivamente. Se inocularon 4 hojas por planta, usando 2

cartuchos que se dispararon dos veces cada uno.

111.2.1.2. Inoculacion manual utilizando cDNA viral

El plasmido pICPPV-NK-IGFP, el clon quimérico CP-SwWCM-R, o los mutantes derivados de ambas
construcciones, se utilizaron para inocular plantas de N. benthamiana, a razén de 3 hojas por planta,
dispensando entre 5 y 10 pL de DNA (1 pg/uL) por hoja y utilizando carborundo como agente

abrasivo.

111.2.1.3. Inoculaciéon manual utilizando extractos de plantas infectadas

Para las inoculaciones con extractos vegetales se utilizd tejido procedente de hojas infectadas,
previamente congelado y pulverizado en mortero con nitrégeno liquido, homogenizado en tampdn
fosfato sédico 5 mM, pH 7.2, a razén de 2 mL de tampdn por cada gramo de tejido. Las hojas
espolvoreadas con carborundo se inocularon manualmente utilizando 10 pL del extracto

homogenizado por hoja e inoculando un total de 3 hojas por planta.

111.2.1.4. Inoculaciéon manual utilizando particulas virales

Cuando se utilizaron viriones del PPV como indculo, éstos se diluyeron en tampdn borato sédico
0.005 M, pH 8.2 para alcanzar una concentracidn final de 100 ng viriones/uL. Este tipo de inéculo se

utilizé en la misma forma que los extractos de plantas infectadas.

111.2.1.5. Inoculacién por agroinfiltracion

La agroinfiltracién se empled para infectar plantas de N. benthamiana y P. persica, con el clon
infeccioso pSN-PPV-5’BD, o de A. thaliana con el pSN-PPV (Anexo 1). Para ello, las células de A.
tumefaciens transformadas con el plasmido de interés se cultivaron a 28°C durante 48 h en 5 mL de

medio LB con los antibidticos apropiados. El cultivo anterior se diluyé mil veces e incubé durante 14-
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18 h a la misma temperatura. Transcurrido ese tiempo se separaron 3 mL para purificar el plasmido
transformado y comprobar su identidad e integridad. El resto del cultivo se centrifugé a 4°C, durante
15 minutos a 4000 rpm en el rotor A-4-62 de una centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf). El pellet
bacteriano se resuspendié en una solucién de sulfato de magnesio 10 mM, MES 10 mM y
acetosiringona 150 puM, ajustando el volumen final hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm
(DOeoo) de 1. Las suspensiones de Agrobacterium se incubaron en oscuridad entre 2.5 y 4 h antes de
agroinfiltrar el envés de 3 (en el caso de N. benthamiana) o 3-4 (en el caso de A. thaliana y P. persica)

hojas, empleando una jeringuilla de 1 mL sin aguja.

La DOgoo de los cultivos bacterianos utilizados en los ensayos de expresion transitoria se detalla

en la seccidn correspondiente (seccion 111.6.1.).

111.2.2. Generacion de plantas transgénicas

Las plantas transgénicas de A. thaliana WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP se obtuvieron mediante la
técnica de floral dipping, siguiendo el protocolo previamente descrito por , con
ligeras modificaciones. Para ello, células de A. tumefaciens de la cepa AGLO previamente
transformadas con el plasmido pCTAPi-SEC (Anexo 2), se cultivaron en 10 mL de medio LB con los
antibidticos apropiados, durante 16 h a 28 °C. El cultivo anterior, diluido 100 veces, se continud
incubando hasta alcanzar una DOggo de entre 0.8-1 y después se centrifugé durante 15 minutos a
5000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5810R usando un rotor A-4-62. El pellet bacteriano se
resuspendié en 300 mL de medio de transformacién MS 0.5 M, sacarosa 5 %, pH 5.8 que fue
suplementado con SILWET L-77 (Lehle Seeds) (0.03 %) justo antes de la inmersidn de las flores. Las
inflorescencias de las plantas de A. thaliana WT y sec-2 se sumergieron en la mezcla de
transformacion durante 8-10 minutos, tras los cuales las plantas se colocaron en posicién horizontal
y se dejaron secar al aire 5 minutos. Las macetas se cubrieron con una bolsa de pldstico que se retird

al dia siguiente.

Las semillas de las plantas de A. thaliana WT y sec-2 transformadas mediante inmersion floral
(semillas FO) fueron cosechadas y germinadas in vitro como se ha descrito previamente (ver seccién
111.1.1). Al cabo de 2-3 semanas, las plantulas que sobrevivieron a la seleccion con BASTA (plantas FO)
se trasplantaron, y al alcanzar el estadio de 4-6 hojas, algunas de ellas se genotiparon mediante PCR
con oligos especificos (Anexo 3) para corroborar la insercion del transgén (ver seccion 111.3.2.1).
Posteriormente, en todas las plantas FO se evalud la expresion de la proteina SEC-TAP mediante

Western Blot anti-TAP (ver seccién I11.6.3).

Las plantas FO se dejaron crecer y produjeron semillas por autofecundacion (semillas F1) que se
sometieron a una nueva ronda de seleccién dando lugar a las plantas F1, a partir de las cuales se

determind la segregacion del transgén en las plantas FO.
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111.3. Manipulacién de acidos nucleicos

111.3.1. Extraccidn y purificacién de acidos nucleicos
111.3.1.1. Obtencién de DNA plasmidico

Los pldsmidos procedentes de cultivos bacterianos se purificaron mediante lisis alcalina

o utilizando el kit comercial NZYMiniprep (NZYTech), partiendo de cultivos

de entre 3-5 mL. Los vectores utilizados para las inoculaciones por biolistica se purificaron haciendo
maxi-preparaciones a partir de cultivos de mayor volumen (200 mL), e incorporando al protocolo
basico pasos adicionales para mejorar la pureza de la muestra . La identidad
de los plasmidos purificados se analizd a través de chequeos de restriccidn enzimdtica, en algunos

casos apoyados por secuenciacién de regiones especificas del vector.

111.3.1.2. Obtencion de DNA gendmico de planta

La purificaciéon del DNA gendmico de A. thaliana se realizé a partir del tejido foliar de plantulas
de 3-4 hojas, utilizando el kit GenElute Plant Genomic DNA (Merck) y segun las instrucciones del

fabricante.

111.3.1.3. Obtencidn de RNA total de planta

Para la purificacién del RNA total de plantas de N. benthamiana y A. thaliana se empled el kit

FavorPrep Plant Total RNA purification (Favorgen Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante.

111.3.2. Amplificacién de acidos nucleicos
111.3.2.1. Amplificaciéon de DNA mediante PCR

Las amplificaciones de DNA mediante PCR se realizaron en un termociclador
PTC-100 (MJ Research), utilizando parejas de cebadores especificos y condiciones de reaccidn

ajustadas a cada caso particular.

Para analizar el genotipo los mutantes de Arabidopsis utilizados en este trabajo, y el de las lineas
transgénicas de este huésped generadas en el transcurso del mismo, se utilizé la DNA polimerasa
AmpliTaq (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para comprobar la
identidad de los mutantes afectados en las hexosaminidasas se utilizaron las parejas de
oligonucledtidos descritos en : para genotipar el mutante hexo 1-1, SM34-
Hexo 1-F y SM34-Hexo 1-R; para hexo 2-1, SM35-Hexo 2-F y SM35-Hexo 2-R; para hexo 3-1, SM36-
Hexo 3-1-F y SM36-Hexo 3-1-R y para hexo 3-2, SM37-Hexo 3-2-F y SM37-Hexo 3-2-R (Anexo 3). El
genotipado de los mutantes multiples afectados en dos o en las tres hexosaminidasas se hizo con la

combinacion correspondiente de los cebadores anteriores. Durante la generacién de las plantas
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transgénicas WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP, la insercidn del transgén SEC-TAP se comprobd utilizando
los oligonucledtidos NS4R y GSP33 (Anexo 3).

Todos los fragmentos de DNA que se amplificaron para ser clonados y/o secuenciados durante

este trabajo fueron obtenidos con la DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion (Fermentas).

111.3.2.2. Obtencidon de cDNA a partir de RNA total de planta

Para el clonaje de los RNA mensajeros procedentes de genes concretos de A. thaliana, se obtuvo
cDNA a partir del RNA total de la planta empleando oligonucledtidos aleatorios y la transcriptasa

reversa M-MuLV (New England Biolabs), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de las plantas de N. benthamiana infectadas con PPV-BOR-3, el fragmento del cDNA
viral amplificado se obtuvo utilizando el sistema de RT-PCR Titan One Tube (Merck), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La reaccién se llevé a cabo con la pareja de oligonucleétidos 2262-F y

2132-R (Anexo 3).

111.3.2.3. Amplificacion de la hebra negativa del RNA viral mediante RT-qPCR

Para la cuantificacidn especifica de la hebra negativa de RNA del PPV presente en plantas de N.
benthamiana infectadas, el RNA total purificado (ver seccion 111.3.1.3) se utilizé para la RT con el
oligonucledtido especifico de hebra negativa Q29-F (Anexo 3) y la transcriptasa reversa SuperScript
Il (Thermo Fisher Scientific), como se describe en . Para el siguiente paso, la gPCR,
se empled el kit HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) y la pareja de oligonucleétidos
Q30-F y Q31-R (Anexo 3), también descritos en . Las reacciones se llevaron a cabo
por triplicado en placas de 96 pocillos MicroAmp Optical, en un termociclador 7500 Real-Time PCR

System (ambos de Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La cantidad de RNA viral acumulado en hojas inoculadas con los distintos mutantes del PPV se
estimd por cuantificacidn relativa, utilizando como referencia el valor promedio de la muestra del
virus silvestre. Para ello se utilizaron los datos de seis plantas diferentes divididas en tres réplicas
bioldgicas (n=3, dos plantas/réplica), procedentes de dos cultivos independientes de A. tumefaciens
por cada condicidn. Para confirmar si existian diferencias significativas entre la cantidad de RNA viral
obtenida en las distintas muestras, se realizd un analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) (P <

0.01), seguido de un test de comparacion multiple de Bonferroni.

111.3.2.4. Amplificacion del RNA viral mediante IC-RT-PCR

La inmunocaptura seguida de RT-PCR (IC-RT-PCR) se utilizd para detectar infeccion viral y/o
analizar la secuencia de la CP del virus en extractos de plantas de N. benthamiana y P. persica

infectadas con PPV, siguiendo el protocolo previamente descrito en . Para amplificar
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fragmentos que contenian el gen de la CP desde los clones basados en el pICPPV-NK-IGFP se utilizaron
los oligos SM13-GFP y 2429, para aquellos basados en el pLX-PPV o en el pICPPV-5’'BD-GFP, se
utilizaron los cebadores SM13-GFP y 2429 (Anexo 3). La CP de PPV-SwCM en los pldsmidos basados
en la quimera CP-SWCM-R se amplificé con los oligos 80 y 2429. Cuando fue necesario verificar la
secuencia de la regién amplificada, se utilizaron los oligonucledtidos SM13-IGFP/55/SM30-F-ext y
2429 en los clones basados en pICPPV-NK-IGFP; SM13-GFP/55/SM30-F-ext y 2429 en los basados en
pLX-PPV y pICPPV-5'BD-GFP; o SM56-R-mut-T306A/80/SM30-R-ext y 2429 en los basados en CP-
SwCM-R.

111.3.3. Tratamientos enzimaticos durante los procesos de clonaje

Para los cortes en secuencias especificas del DNA se emplearon endonucleasas de restriccidon
(New England Biolabs y Fermentas). Cuando fue necesario eliminar un grupo fosfato del extremo 5’
de un fragmento de DNA o de un plasmido linealizado, se empled la fosfatasa alcalina de gamba SAP
(Thermo Fisher Scientific). Para ligar fragmentos de DNA se empled la ligasa de DNA del bacteriéfago
T4 (Fermentas). Todas las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante y

segun protocolos previamente descritos

111.3.4. Electroforesis en geles de agarosa, extraccion y purificacion de fragmentos de DNA
separados por electroforesis

La separacion de DNA se realizéd mediante electroforesis en geles horizontales de 0.5-1.5 % de
agarosa, en presencia de BrEt (5 ug/mL) y tampdn de carrera TBE (Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM,
pH 8). Las fotografias de los geles se tomaron en un captador de imagenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad)
con transiluminador de radiacién UV. Los fragmentos de interés se purificaron a partir de bloques de

agarosa escindidos del gel con un bisturi, utilizando el kit comercial NZYGelpure (NZYTech).

111.3.5. Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de fragmentos lineales de DNA o de regiones concretas dentro de plasmidos se

realizé a través de la compaiia Macrogen (Macrogen Europe).

lll.4. Herbicida y antibiéticos

Los stocks concentrados de los antibidticos Amp (100 mg/ml), carbenicilina (50 mg/ml),
espectinomicina (Esp, 50 mg/ml), Gen (10 mg/ml) y Kan (50 mg/ml), asi como el herbicida BASTA (10
mg/ml), se prepararon disolviéndose en agua y esterilizandose por filtracién. La Rif (50 mg/ml) se
disolvié en dimetilsulfoxido y la tetraciclina (5 mg/ml) en etanol 100 %, y no se esterilizaron en

ninguno de los dos casos.
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111.5. Plasmidos

Para la realizacion de este trabajo de tesis se han utilizado plasmidos disponibles en el laboratorio

(Anexo 1) y otros que se han disefiado y construido en el transcurso de la misma (Anexo 2).

ll.5.1. Creacién de plasmidos con mutaciones puntuales o muiltiples en la secuencia codificante de la CP

Para obtener los plasmidos en los que se emuld la fosforilacion constitutiva en las serinas
fosforilables de la CP de PPV-R, se utilizé el método de PCR en dos pasos ,
como se ha descrito anteriormente . Para obtener cada construccion se realizaron
dos PCR independientes, usando como molde el plasmido pICPPV-NK-IGFP (al introducir los cambios
S25D, S101D o S118D) o plCPPV-5'BD-GFP (al introducir los cambios S81D o S118D) (Anexo 1).
Durante la primera PCR, se utilizo el oligonucléotido 80 en todos los casos y un cebador reverso que
contenia el correspondiente cambio de aminoacido: S25D-rev para S25D; S81D-rev para S81D;
S$101D-rev para S101D; y S118D-rev para $S118D (Anexo 3 y Anexo 4). La segunda PCR se llevo a cabo
utilizando el amplificado obtenido en el paso anterior junto con un fragmento BsaBIl-EcoRV
procedente del mismo vector empleado como molde en cada caso y la pareja de oligonucledtidos 55
y 80 (Anexo 3). El producto resultante de la segunda PCR, digerido con Kpnl y Sacl, se utilizé para
reemplazar el correspondiente fragmento en el plasmido pICPPV-NK-IGFP (generandose los clones
pICPPV-NK-IGFP-S25D, pICPPV-NK-IGFP-S81D, pICPPV-NK-IGFP-S101D y pICPPV-NK-IGFP-5118D) o
en plCPPV-5'BD-GFP (generandose el plasmido pICPPV-5'BD-GFP-S118D) (Anexo 2). Durante la
obtencidn del vector pICPPV-NK-IGFP-S101D, la amplificacion por PCR introdujo una sustitucién
nucleotidica no intencionada que resulté en un cambio aminoacidico aparentemente irrelevante

(T741).

Para introducir simultaneamente mutaciones en todas las dianas de serina de la CP de PPV-R, se
obtuvieron fragmentos mediante sintesis quimica (Bio-Basic) en los que las serinas 25, 81, 101y 118
se reemplazaron por alaninas (mutante 4SA) o acidos asparticos (mutante 4SD) (Anexo 4). Los
fragmentos anteriores, digeridos Kpnl-Sacl, se utilizaron para reemplazar el segmento
correspondiente en el plasmido pICPPV-NK-IGFP, generandose los vectores plCPPV-NK-IGFP-4SA,
pICPPV-NK-IGFP-4SD, o en el pICPPV-5’'BD-GFP, generandose plCPPV-5’'BD-GFP-4SA y plICPPV-5’'BD-
GFP-4SD (Anexo 2).

Para obtener los plasmidos afectados en las dianas fosforilables de treonina 254 y 313 o en la
treonina 304 del motivo CK2, todas de la regidn central distal de la CP de PPV-R, se utilizd el método
de PCR en tres pasos descrito previamente . En las dos primeras amplificaciones se
utilizé6 como molde el vector pICPPV-NK-IGFP. En todos los casos, para la primera PCR, se empled el
oligonucleétido externo no mutador SM30-R-ext y para la segunda PCR el SM30-F-ext (Anexo 3). Los

cebadores que completaban cada una de las parejas y que contenian los codones mutadores fueron
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los siguientes: SM27-F-mut-Ala (PCR1) y SM27-R-mut-Ala (PCR2) para introducir el cambio T254A;
SM28-F-mut-Asp (PCR1) y SM28-R-mut-Asp (PCR2) para T254D; SM29-F-mut-Thr* (PCR1) y SM29-R-
mut-Thr* (PCR2) para T254T*; SM50-F-mut-Lys (PCR1) y SM50-R-mut-Lys (PCR2) para T254K; SM35-
F-mut-Ala (PCR1) y SM35-R-mut-Ala (PCR2) para T304A; SM36-F-mut-Asp (PCR1) y SM36-R-mut-Asp
(PCR2) para T304D; SM37-F-mut-Asn (PCR1) y SM37-R-mut-Asn (PCR2) para T304N; SM38-F-mut-Ala
(PCR1) y SM38-R-mut-Ala (PCR2) para T313A; SM39-F-mut-Asp (PCR1) y SM39-R-mut-Asp (PCR2)
para T313D; y SM40-F-mut-Asn (PCR1) y SM40-R-mut-Asn (PCR2) para T313N. Los productos de las
dos primeras amplificaciones (PCR1 y PCR2) se juntaron para hacer la tercera PCR, utilizando los
oligonucledtidos externos SM30-F-ext y SM30-R-ext. El producto resultante, digerido Sacl y Xbal, se
empled para reemplazar el fragmento correspondiente en el vector pICPPV-NK-IGFP y obtener las
construcciones finales donde se impedia (pICPPV-NK-IGFP-T254A, pICPPV-NK-IGFP-T313A o pICPPV-
NK-IGFP-T304A) o emulaba (pICPPV-NK-IGFP-T254D, pICPPV-NK-IGFP-T313D o pICPPV-NK-IGFP-
T304D) la fosforilacidn, sustituyendo respectivamente por alaninas o acidos asparticos las treoninas
en 254, 313 o 304. Para descartar posibles efectos asociados a la alteracién de algun elemento cis-
acting del RNA viral , Se construyeron vectores
control que portaban una mutacion silenciosa en la posicion 254 (pICPPV-NK-IGFP-T254T*) o en los
que se sustituian los aminodacidos de las posiciones 313 0 304 por un residuo similar al acido aspartico
pero carente de carga (pICPPV-NK-IGFP-T313N o pICPPV-NK-IGFP-T304N). También se obtuvo una
construccién en la que se imitaba una mutacién seleccionada de forma natural en posicién 254

sustituyendo la treonina de esta posicion por lisina (pICPPV-NK-IGFP-T254K) (Anexo 2 y Anexo 4).

Para introducir las mutaciones puntuales T254D o T313D en un vector agroinfiltrable, las
construcciones pICPPV-NK-IGFP-T254D y pICPPV-NK-IGFP-T313D fueron digeridas con las enzimas
MauBl y Sacl y el producto generado utilizado para sustituir el fragmento correspondiente en el

plasmido binario pLX-PPV y generar los vectores pLX-PPV-T254D y pLX-PPV-T313D (Anexo 2).

Para alterar la diana fosforilable contenida en el motivo CK2 de la CP de PPV-SwCM, la treonina
306 de esta proteina fue mutagenizada utilizando el método de PCR en tres pasos mencionado
anteriormente. En las dos primeras amplificaciones se utiliz6 como molde el vector CP-SwCM-R

. En todos los casos, para la primera PCR, se empled el
oligonucleétido externo no mutador SM30-R-ext y para la segunda PCR el SM59-F-ext (Anexo 3). Los
cebadores que completaban cada una de las parejas y que contenian los codones mutadores fueron
los siguientes: SM56-F-mut-T306A (PCR1) y SM56-R-mut-T306A (PCR2) para introducir el cambio
T306A; SM57-F-mut-T306D (PCR1) y SM57-R-mut-T306D (PCR2) para T306D y SM58-F-mut-T306N
(PCR1) y SM58-R-mut-T306N (PCR2) para T306N. Los productos de las dos primeras amplificaciones
(PCR1y PCR2) se juntaron para hacer la tercera PCR, utilizando los oligonucleétidos externos SM59-
F-ext y SM30-R-ext. El producto resultante, digerido Spel y Xbal, se empled para reemplazar el

fragmento correspondiente en el vector CP-SwWCM-R y obtener las construcciones finales donde se
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impedia (CP-SWCM-R-T306A) o emulaba (CP-SwCM-R-T306D) la fosforilacidén, sustituyendo
respectivamente por alanina o acido aspartico la fosfo-diana de la posicion 306. Como control
negativo de una posible afectacion de la actividad cis-acting, se construyd un vector que contenia un
residuo similar al acido aspdrtico pero carente de carga en esa posicién (CP-SWCM-R-T306N) (Anexo

2 y Anexo 4).

Para estudiar la fosforilacidn en distintos contextos, aprovechando la particularidad de la CP de PPV-
BOR-3 de migrar como doble banda solo cuando se encuentra fosforilada , se
construyd un virus quimérico insertando el gen de la CP y el extremo 3’ no traducible (UTR) de PPV-
BOR-3 en la regidn equivalente de un clon infeccioso de PPV-R. Para ello, se sintetizé un fragmento de
564 pb (Invitrogen) que contenia los Gltimos 34 pb de la CP y la region 3’ UTR del genoma de PPV-BOR-
3 (GenBank: AY028309.2), una region poliA, el terminador de la nopalina sintetasa y un sitio Xbal en el
extremo 3’. Paralelamente, la CP de PPV-BOR-3 se amplificé a partir del plasmido pUC-CPB3 80-116,
donde estaba clonada, utilizando la pareja de oligonucleétidos SM60-F-BOR-3-Kpnl y SM61-R-OV-BOR-
3. El producto anterior y el fragmento sintético, solapantes, se ensamblaron mediante una nueva PCR
utilizando los oligonucleétidos SM60-F-BOR3-Kpnl y SM62-R-TNOS-Xbal (Anexo 3). El amplicén Kpnl-
CP(BOR-3)-3’UTR(BOR-3)-tNOS-Xbal, digerido con las enzimas Kpnl y Xbal, se empled para reemplazar
el fragmento correspondiente en el vector pICPPV-NK-IGFP, obteniéndose la quimera pICPPV-NK-IGFP-
BOR-3-CP. Para obtener una versién de la CP de PPV-BOR-3 incapaz de ensamblarse, se introdujo la
mutacion puntual D264K en la proteina, tomando como referencia trabajos previos realizados en el
PPVy en otros Potyvirus

. Para ello se empleé el método de PCR en tres pasos, esta vez realizando dos PCR
independientes con el molde pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP y los pares de cebadores SM69-BOR-3-CP-Lys-
F y SM30-R-ext (para la PCR1) y SM69-BOR-3-CP-Lys-R y SM70-F-ext (para la PCR2) (Anexo 3). Con los
amplicones anteriores se realizé una tercera amplificacidn utilizando los oligonucleétidos SM70-F-ext
y SM30-R-ext y el producto resultante, digerido Sacl y Xbal, se empled para reemplazar el
correspondiente fragmento en el pldsmido pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP y obtener el vector quimérico
mutado pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CPP?¢*¢ (Anexo 2). Para expresar la CP de PPV-BOR-3 silvestre o mutada
en vectores agroinfiltrables, los pldsmidos pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP y pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CpPP264¢
se digirieron con BamH| y Xbal, y las bandas resultantes se utilizaron para reemplazar los fragmentos
correspondientes en el vector pLONG, dando lugar a las construcciones pLONG-BOR-3-CP y pLONG-

BOR-3-CPP%%%K respectivamente.

111.5.2. Obtencion de plasmidos que expresan la CP de PPV-BOR-3 en ausencia de movimiento,
replicacion o de otras proteinas virales

Para estudiar si la fosforilacion de la CP del PPV se afecta al impedir el movimiento o la replicacién

viral, se utilizaron los vectores pLONG-CIPP34A vy pLONG-CIK9192AA (Anexo 1), que contenian
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mutaciones en Cl que impiden la unién de la proteina con PD (DD3,4AA) o afectan su dominio
helicasa (KS91,92AA) . Para ello, la
construccién pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP, que contenia la CP de PPV-BOR-3, se digirié con las enzimas
BamHl y Xbal. La banda resultante se utilizé para reemplazar el fragmento correspondiente en los
vectores pLONG-CIPP34A% y p ONG-CI¥?192A4  ganerdndose las construcciones quiméricas pLONG-

CIPP34AA_BOR-3-CP y pLONG-CI**®192AA.BOR-3-CP, respectivamente (Anexo 2).

Para expresar la CP de PPV-BOR-3 en ausencia de otras proteinas virales, el plasmido pICPPV-NK-
IGFP-BOR-3-CP fue digerido con las enzimas Hpal y Xbal, y la banda resultante utilizada para
reemplazar el fragmento correspondiente en el vector pGFP-CP, generandose el plasmido pGFP-BOR-

3-CP (Anexo 2).

111.5.3. Construccion de plasmidos para expresar proteinas de A. thaliana

Los clonajes de genes de A. thaliana que se han realizado durante esta tesis se han llevado a cabo
aprovechando la tecnologia Gateway (GW). Después de obtener los cDNA de la planta (ver seccion
111.3.2.2), los genes de interés fueron amplificados empleando oligonucléotidos especificos e
introducidos en vectores tipo pUC, digeridos con Smal. A partir de los vectores resultantes, y
utilizando cebadores que portaban las colas GW, se obtuvieron amplicones que fueron incorporados
al pldsmido pDONR207 mediante recombinacion utilizando el kit Gateway BP Clonase Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific). Las construcciones finales se obtuvieron por una nueva recombinacion
entre los vectores donadores y el vector de destino pCTAPi , utilizando el kit

Gateway LR Clonase Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific).

Los genes de las hexosaminidasas fueron amplificados desde el cDNA empleando las siguientes
parejas de oligonuclétidos: SM41-F-HEXO1 y SM41-R-HEXO1 para HEXO1 (Gene ID: At3g55260);
SMA43-F-HEXO2 y SM43-R-HEXO2 para HEXO2 (Gene ID: At1g05590) y SM45-F-HEXO3 y SM45-R-
HEXO3 para HEXO3 (Gene ID: At1g65590) (Anexo 3). Los fragmentos anteriores se clonaron en el
vector pUC19 dando lugar a las construcciones pUC19-HEXO1, pUC19-HEXO2 y pUC19-HEXOS3. En el
caso del gen HEXO1, se generaron a continuaciéon las construcciones pUC19-HEXO1GW y pUC19-
HEXO1-STOPGW, amplificando el gen, con y sin codén de parada, desde el vector pUC19-HEXO1, con
los cebadores SM42-F-bis-GW-HEXO1 y SM42-R-bis-GW-HEXO1/SM42-R-bis-GW-stop-HEXO1,
respectivamente (Anexo 2 y Anexo 3). A continuacion, los vectores pUC19-HEXO1GW, pUC19-
HEXO1-STOPGW, pUC19-HEXO2 y pUC19-HEXO3 fueron utilizados para obtener los fragmentos que
contenian las secuencias de cada una de las hexosaminidasas fusionadas o no a un coddn de parada
y portando las colas GW. Para ello, se emplearon las siguientes parejas de cebadores: SM42-F-bis-
GW-HEXO1 y SM42-R-bis-GW-HEXO1/SM42-R-bis-GW-stop-HEXO1 para amplificar los genes
HEXO1/HEXO1-STOP; SM44-F-GW-HEXO2 y SM44-R-GW-HEXO2/SM44-R-GW-stop-HEXO2 para
HEXO2/HEXO2-STOP y SM46-F-GW-HEXO3 y SM46-R-GW-HEXO3/SM46-R-GW-stop-HEXO3 para
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HEXO3/HEXO3-STOP (Anexo 3). Tras la reaccidn BP entre los amplicones GW y el vector pDONR, se
generaron los vectores donadores pDONR-HEXO1, pDONR-HEXO1-STOP, pDONR-HEXO2, pDONR-
HEXO2-STOP, pDONR-HEXO3 y pDONR-HEXO3-STOP (Anexo 2). Finalmente, la reaccién LR entre los
pldsmidos anteriores y el vector pCTAPi permitié obtener las construcciones pCTAPi-HEXO1, pCTAPi-

HEXO1-STOP, pCTAPi-HEXO2, pCTAPi-HEXO2-STOP, pCTAPi-HEXO3 y pCTAPi-HEXO3-STOP (Anexo 2).

Para el clonaje del gen de SEC (Gene ID: At3g04240) se siguidé un procedimiento similar al descrito
anteriormente para las hexosaminidasas. EI cDNA correspondiente, amplificado con los
oligonucleodtidos SM3 y SM5, o SM3 y SM4 para introducir un codén de parada al final de la secuencia
(Anexo 3), se clond en el vector pUC18 generandose los plasmidos pUC18-SEC y pUC18-SEC-STOP,
respectivamente (Anexo 2). Los amplicones GW, obtenidos utilizando las parejas de cebadores SM8
y SM10 para SEC o SM8 y SM9 para el gen fusionado a un codén de parada, se recombinaron con el
vector pDONR para obtener los vectores pDONR-SEC y pDONR-SEC-STOP. Por ultimo, la reaccién LR
entre los plasmidos anteriores y el vector pCTAPi permitié obtener las construcciones pCTAPi-SEC y

pCTAPi-SEC-STOP.

Tras la amplificacién de los distintos cDNA, los genes clonados en los vectores pUC18 o pUC19
fueron secuenciados con los oligonucléotidos M13-F y M13-R. En el caso del clonaje del gen HEXO2
en el vector pUC19-HEXO?2, se detectd una secuencia que correspondia con un intrén de 73 pb, que
previsiblemente podria ser procesado por la planta y no afectaria a la funcién de la proteina. En el
caso de las construcciones donadoras la secuenciacién clonada se verifico utilizando los cebadores
attL1-F y attL2-R. Adicionalmente, los fragmentos recombinados en los vectores pCTAPi se
secuenciaron utilizando los siguientes oligonucleétidos (Anexo 3): para HEXO1 y HEXO1-STOP, las
parejas SM41-F-HEXO1/SM41-R-HEXO1 y SM53-H1-secu-F/SM53-H1-secu-R; para HEXO2 y HEXO2-
STOP, SM43-F-HEXO2/SM43-R-HEXO2 y SM54-H2-secu-F/SM54-H2-secu-R; para HEXO3 y HEXO3-
STOP, SM45-F-HEXO3/SM45-R-HEXO3 y SM55-H3-secu-F/SM55-H3-secu-R y para SEC y SEC-STOP,
SM8/ SM9.

111.6. Produccién y manipulacion de proteinas

111.6.1. Expresion transitoria de proteinas en plantas por agroinfiltracion

Para expresar transitoriamente proteinas en plantas de N. benthamiana mediante
agroinfiltracion, se siguié el mismo procedimiento que para la agroinoculacion descrita en la seccién
111.2.1.5. En los casos en los que se necesitd expresar mas de un plasmido simultdneamente, se
infiltraron mezclas con cantidades equivalentes de los cultivos deseados. En esta tesis se les ha dado
a los cultivos de A. tumefaciens el nombre del pldsmido que porta la bacteria para simplificar la

lectura.
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En los experimentos en los que se agroinfiltraron hojas completas con mutantes afectados en las
posiciones 254 o0 313 de la CP de PPV-R, todas las mezclas de agroinfiltracion incluyeron el pldsmido
pP1b (DOgoo = 0.3) en combinacidn con los plasmidos objeto de estudio (pLX-PPV-T254D o pLX-PPV-
T313D) o sus controles (pLX-PPV o pPPV-CI¥*®%9244) ‘todos a una DOggo = 0.7.

En los ensayos en los que se agroinfiltraron pequeias regiones de hojas, todas las mezclas de
agroinfiltracion incluyeron los plasmidos pP1b (DOgoo = 0.3) y pRFP (DOgoo = 0.25), en combinacion
con los vectores a evaluar (pLX-PPV-T254D o pLX-PPV-T313D) o sus controles (pLX-PPV o pPPV-

CIPD34A%) ‘todos a una DOsoo = 0.45.

Para evaluar si la O-GIcNAcilacidn de la CP de PPV-R o la fosforilacion de la misma proteina de
PPV-BOR-3 podia tener lugar al afectarse diferentes etapas del ciclo viral o en ausencia de otras
proteinas del virus, nuevamente se agroinfiltraron hojas completas de N. benthamiana tanto
silvestre como SEC-b2. En estos casos las mezclas de cultivos incorporaron vectores a una DOgpo=0.5
para evaluar la O-GlcNAcilacion (pLONG-CIPP34AA - pLONG-CI®S9192A4 o pLONG-CPP26%) o Ia
fosforilacién (pLONG-CIPP34AA_BOR-3-CP, pLONG-CI¥*%1.92AA.BOR-3-CP 0 pLONG-BOR-3-CPP264),
combinados en todos los casos con pP1HC (DOego = 0.3). En ambos estudios, para expresar la CP en
ausencia de otras proteinas virales, se empled una combinacién de plasmidos que incluian el vector
a ensayar, pGFP-CP o pGFP-BOR-3-CP (ambos a DOggo = 0.25), + pP1b (DOsoo = 0.3) + pNlapro (DOsoo
=0.25). Como controles positivos se utilizaron los vectores pLX-PPV (DOgoo = 0.5) + pP1b (DOggo = 0.3)
en los estudios con la CP de PPV-R, o0 pLONG-BOR-3-CP (DOggo = 0.5) + pP1HC (DOsoo = 0.3), en los

que se realizaron con la CP de PPV-BOR-3.

Para determinar si los genes HEXO de A. thaliana podian expresarse apropiadamente a partir de
las construcciones pCTAPi, las correspondientes construcciones fueron agroinfiltradas en hojas
completas de N. benthamiana silvestre y SEC-b2. Se utilizaron mezclas de cultivos bacterianos que
contenian los vectores a ensayar (pCTAPi-HEXO1, pCTAPi-HEXO1-STOP, pCTAPi-HEXO2, pCTAPi-
HEXO2-STOP, pCTAPi-HEXO3 o pCTAPi-HEXO3-STOP) en combinacidn con el plasmido pP19, ambos
a una DOeggo = 0.5.

Para evaluar si la O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R se afectaba al expresarse transitoriamente
las proteinas HEXO o SEC de A. thaliana en plantas de N. benthamiana silvestre y SEC-b2, se
agroinfiltraron hojas completas con mezclas de cultivos bacterianos que contenian en todos los casos
los plasmidos pP19 y pSN-PPV (ambos a DOggo = 0.3), en combinacion con vectores (a una DOggo =
0.3) desde los que se expresaban las hexosaminidasas (pCTAPi-HEXO1, pCTAPi-HEXO2, pCTAPi-
HEXO3, pCTAPi-HEXO1-STOP, pCTAPi-HEXO2-STOP o pCTAPi-HEXO3-STOP) o la enzima SEC (pCTAPi-
SEC o pCTAPi-SEC-STOP). En el experimento en el que se evalud la O-GlcNAcilacién de la CP al

expresarse conjuntamente las tres hexosaminidasas, la mezcla de agroinfiltracién contenia cinco

66



cultivos distintos (pCTAPi-HEXO1 + pCTAPi-HEXO2 + pCTAPi-HEXO3 + pP19 + pSN-PPV, todos a DOgoo
=0.2).

En los dos ultimos ensayos, en los que se expresaron transitoriamente las enzimas HEXO y SEC,

se utilizé como control la mezcla pGFP (DOeggo = 0.3) + pP19 (DOgoo = 0.3) + pSN-PPV (DOgoo = 0.3).

111.6.2. Analisis de la estabilidad de la CP

Para analizar la estabilidad de la CP se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de tejido
de N. benthamiana o A. thaliana previamente infectado con PPV, los cuales se incubaron a 25°C
durante distintos tiempos. Para ello, el tejido infectado se pulverizé en nitrégeno liquido y se
homogenizé en tampon fosfato sddico 5 mM, pH 7.2 en una relacién 2 : 1 (UL tampdn : mg tejido). El
extracto se centrifugd a 4°C en una centrifuga Hettich Mikro 12-24 durante 1 minuto a 14 000 rpm,
y a partir del sobrenadante clarificado se tomaron alicuotas a distintos tiempos post-incubacion. Las
alicuotas se mezclaron directamente con tampdn SDS 1X (Tris-HCI 125 mM pH 7.5, SDS 2 %, urea 6M,
glicerol 4 %, R-mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0.1 %) siguiendo una relacién 2 : 1 (pL : mg

tejido) como se ha descrito arriba.

111.6.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida y deteccion de proteinas por Western Blot o tincién
con azul de Coomassie

Las muestras conteniendo las proteinas, previamente mezcladas con tampdn SDS 1X y calentadas

a 95°C durante 5 minutos, se separaron en geles SDS-PAGE al 10 012 %

La deteccion basada en la tincidén con azul de Coomassie se empled para estimar la concentracidn
y el grado de limpieza de las muestras analizadas mediante estudios protedmicos (ver seccién 111.9).
Este método también se utilizd para detectar posibles variaciones en el peso molecular de la CP
cuando la misma se expresaba junto con la proteina SEC heteréloga en plantas de N. benthamiana

silvestre y SEC-b2.

Para la deteccidn mediante Western Blot, las proteinas separadas en los geles de poliacrilamida
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa BioTrace (Pall Corporation), excepto en el caso del
analisis de expresion de las proteinas HEXO que se transfirieron a membranas Immun-blot PVDF (Bio-
Rad). Las membranas de nitrocelulosa se tifieron con una solucién de rojo Ponceau para evaluar la
carga de proteinas. Para detectar la CP se utilizé un suero de conejo anti-CP del PPV (1 : 500 000)
obtenido en el laboratorio, en combinacion con un anticuerpo secundario (1 : 10 000) marcado con
peroxidasa (Jackson ImmunoResearch). La presencia de O-GlcNAcilaciones en viriones purificados se
detectd con el anticuerpo monoclonal CTD110.6 (1 : 2000) (Merck) y un anticuerpo secundario (1 :
20 000) conjugado con peroxidasa (GE Healthcare). Para el reconocimiento de las proteinas fusionadas

a la etiqueta TAP (tandem dffinity purification) se empled un complejo soluble de anticuerpo PAP
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(peroxidase anti-peroxidase) (1 : 10 000) (Merck). Las membranas utilizadas para detectar la O-
GlcNAcilaciéon de la CP se trataron con la solucidn Reblot Plus Strong (Millipore) antes de la
inmunodeteccion de la proteina con el suero anti-CP. Para el revelado se emplearon indistintamente
los sustratos quimio-luminiscentes Clarity Western ECL (Bio-Rad) o el kit LiteAblot (Euroclone). La
sefial generada fue detectada en peliculas fotograficas y a partir de un momento dado de la tesis
utilizando el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Tras el revelado, las proteinas fueron cuantificadas con el

programa Quantity One 1-D (Bio-Rad).

111.6.4. Inmunoprecipitacion de la CP

Para inmunoprecipitar la CP del PPV, se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de hojas
agroinfiltradas (N. benthamiana) o sistémicamente infectadas (N. benthamiana y A. thaliana). Para
ello, el tejido previamente pulverizado se homogenizé en tampdn de extraccion (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, DTT 2.5 mM, Tritdén X-100 0.1 %, pH 7.4) suplementado con el inhibidor de proteasas
cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) al 0.2 %, utilizando un vértex. Cuando la CP
fue inmunoprecipitada a partir de alicuotas que provenian del fraccionamiento por
ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa (ver seccion 111.7), el extracto de proteinas totales se
obtuvo utilizando el mismo tampdén de extraccion concentrado 4 veces. Las muestras se
centrifugaron durante 2 minutos a 10 000 rpm en el rotor SS34 de una centrifuga Sorvall RC-5C, y el
sobrenadante se clarifico repitiendo el procedimiento dos veces mas. El clarificado, diluido a la mitad
en el tampdn de extraccion, se incubd en un agitador orbital con el suero anti-CP del PPV (1 : 800)
durante 6 h y a continuacion con la resina rProtein A Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) durante
toda la noche. La mezcla se centrifugd durante 1 minuto a 2000 rpm en una centrifuga Hettich Mikro
12-24y el sedimento se lavd con el tampdn de extraccion, repitiéndose este paso un total de 3 veces.
Hasta este punto todo el procedimiento se llevé a cabo a 4 °C. A continuacion, la proteina
inmunoprecipitada se eluyé mediante resuspension en tampdn SDS 1X, calentando la mezcla 10

minutos a 65 °C.

111.6.5. Deteccion de fluorescencia

Cuando se inocularon plantas de N. benthamiana, N. clevelandii, A. thaliana y P. persica utilizando
clones del PPV que expresaban una versidon recombinante de la proteina verde fluorescente (GFP),
la infeccion viral pudo ser monitorizada mediante la deteccion de fluorescencia. Para ello, se utilizd
una lampara de luz UV de onda larga Black-Ray B-100AP (Ultra-Violet Products) y/o un microscopio
de epifluorescencia Leica MZ FLIII (Leica Microsystems), empleando un filtro excitador de 480/40 nm
y uno de bloqueo de 510 nm. En los ensayos en los que se evalué el movimiento viral y fue necesario
delimitar el area agroinfiltrada expresando la proteina roja fluorescente (RFP) en hojas de N.

benthamiana, se emplearon filtros de 546/10 nm (excitador) y 570 nm (bloqueo). En ambos casos,
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las imagenes fueron adquiridas con las camaras digitales Nikon D1X (para UV) y Olympus DP70 (para

fluorescencia).

llI.7. Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

Para el analisis de los distintos estados de agregacion de la CP del PPV, se realizé una separacion
por velocidad de sedimentacidn, ultracentrifugando las muestras de interés en gradientes continuos
de sacarosa (10-40 %); preparados a partir de soluciones concentradas de sacarosa en tampodn
borato sédico 100 mM, EDTA 10 mM, pH 8.2, siguiendo el método freezing-thawing

. Sobre cada gradiente se aplicaron 200 puL de un extracto clarificado de proteinas
totales, obtenido a partir de tejido infectado de plantas (ver seccidn 111.6.2), y las muestras se
centrifugaron durante 20 minutos, a 4°C y a 50 000 rpm, en el rotor SW55 de una ultracentrifuga
Beckman Coulter, Optima L-100 XP. A continuacion, se tomaron 11 o 18 fracciones de 500 uL o 250
KL, respectivamente, insertando un capilar plastico en el fondo del tubo y dejando caer las gotas de
liquido por gravedad. Cuando las fracciones fueron inmunoprecipitadas (ver seccién 111.6.4) para ser
analizadas por MS (ver seccion 11.9), el procedimiento fue escalado preparando gradientes de mayor
volumen sobre los que se aplicaron 5 mL del extracto de proteinas totales clarificado. En este caso la
muestra se centrifugd durante 2 h en el rotor SW28 de la misma centrifuga y se tomaron 19 alicuotas

de 2 mL cada una.

111.8. Microscopia electrdnica

La observacidn de las particulas virales se realizd mediante microscopia electrénica
inmunoabsorbente (ISEM), como se ha descrito anteriormente . Los extractos de
proteinas totales procedentes de tejido de N. benthamiana sistémicamente infectado se incubaron
durante 5 minutos en rejillas de cobre recubiertas con colodién y carbdn, tratadas con suero anti-CP
(1:1200) en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO410 mM, KH,PO4 2 mM, pH 7.4). Para la tincién
negativa se utilizd acetato de uranilo al 2 %. Las rejillas se observaron en un microscopio JEM-1011
(Jeol) a 100 Kv, y las imagenes se tomaron con una cdmara CCD ES1000W Erlangshen (Gatan). Se
examino un minimo de tres campos por rejilla y dos rejillas por muestra, de manera que se analizaron
al menos 35-50 particulas virales por preparacion. La presencia de particulas estructuralmente
deformes Unicamente en muestras del mutante 4SD, pero no del virus silvestre, se evalud
estadisticamente. Para ello, se contaron todas las particulas normales y anormales, en tres réplicas
bioldgicas del virus mutante y silvestre, tanto a T=0 como a T=60, y los datos fueron analizados por
un test de Fisher 2x2 (P < 0.000001). Las particulas estructuralmente deformes también se
detectaron en las muestras de los mutantes compensatorios 4SD™5%K y 4SDP18N 3| analizarse una o

dos réplicas bioldgicas, respectivamente.
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111.9. Estudios protedmicos

Los estudios protedmicos realizados durante esta tesis se llevaron a cabo en viriones purificados

del PPV y en la CP inmunoprecipitada del virus.

111.9.1. Analisis por 2D-PAGE

Alrededor de 2 pg de viriones del PPV se sometieron a una electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida al 12 % con SDS (2D-PAGE). Para la separacién en la primera dimension se empleé
el sistema PROTEAN 12 IEF y una tira IPG Ready Strip pH 4-7 de 11 cm (ambos de Bio-Rad). La
separacion por peso molecular se llevd a cabo en un sistema Midi Format (Bio-Rad) y a continuacién

los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie coloidal (Bio-rad).

111.9.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Las proteinas se analizaron empleando la técnica de desorcidén e ionizacién mediante laser
asistida por matriz que se encuentra acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF),
segun se ha descrito anteriormente . Para ello, se digirieron 50 ng de proteina,
durante 20 minutos, a temperatura ambiente, utilizando como proteasa tripsina de calidad
protedmica (Merck). Los péptidos resultantes, secados al vacio, se resuspendieron en un tampon que
contenia acetonitrilo (30 %), isopropanol (15 %) y acido trifluoroacético (0.5 %), y se deposité 1 uL
de cada digerido sobre una placa de 384 pocillos OptiTOF (SCIEX). Las muestras se dejaron secar a
temperatura ambiente. A continuacidon, se afiadié 1 pL de la solucién matriz (2,5-
dihidroxiacetofenona, 10 mg/mL) disuelta en acetonitrilo acuoso (50 %) y citrato de amonio (100
mM), y la placa se dejdé secar nuevamente a temperatura ambiente. La deteccién de la huella
peptidica se realizd en un espectrémetro de masas ABi 4800 MALDI TOF/TOF (SCIEX) en modo lineal
para iones positivos, tal como se describié previamente . El rango de deteccidn

de masa se establecid entre 1000 y 10 000 masa/carga (m/z).

111.9.3. Espectrometria de masas LC-MS/MS

Para el analisis de proteinas utilizando nano cromatografia liquida (LC) de alta eficacia acoplada
a espectrometria de masas en tandem (MS/MS), mediante ionizacién electrospray (ESI), las muestras
fueron precipitadas con metanol-cloroformo y reconstituidas en un tampdn que contenia urea (8 M)
y bicarbonato de amonio (100 mM). A continuacion, se llevé a cabo reduccidn de cisteinas con DTT

(10 mM) y su posterior alquilacién con iodoacetoamida (50 mM).

Posteriormente, y tras la dilucidn de la urea y del bicarbonato a 2 M y 25 mM, respectivamente,
las muestras fueron digeridas consecutivamente con las proteasas Lys-C y tripsina, y enriquecidas en

fosfopéptidos, concatenando dos micro-columnas empaquetadas en el laboratorio: IMAC
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(cromatografia de afinidad con Fe Ill como metal inmovilizado) y Oligo R3 de fase inversa (para
péptidos hidrofilicos). El enriquecimiento selectivo y eliminacidn de interferentes de la muestra antes
del analisis por MS/MS, se hizo tal como se indica en . Las fracciones enriquecidas
en fosfopéptidos fueron analizadas por dos sistemas distintos de MS en donde la LC se acoplaba bien
a un analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) de tipo TTOF, o bien a un analizador de

trampa de iones.

El sistema LC-MS/MS con analizador QTOF consistio en un sistema nanolLC Ultra 1D plus (Eksigent
Technologies), acoplado a un espectrometro de masas de alta velocidad TTOF 5600 (SCIEX). La
columna analitica usada fue la nanoAcquity BEH C18 75 um x 15 cm, con un tamafio de particula de
1.7 um y un tamafio de poro de 130 A (Waters), mientras que la columna de atrapamiento, fue una
Acclaim PepMap 100 (100 um x 2 cm) (Thermo Fisher Scientific) con un didmetro de particula de 5
Um y un tamafio de poro de 120 A. La bomba de carga suministré una solucién acuosa de acido
férmico al 0.1 % a un flujo de 2 uL/min. La nano-bomba proporciond un caudal de 250 nL/min y se
hizo funcionar bajo condiciones de elucién en gradiente, utilizando como fase mévil A una solucién
acuosa de acido formico (0.1 %) y como fase B una solucion de acido férmico en acetonitrilo (0.1 %).
Se utilizé un gradiente lineal de 2-40% B, de 60 minutos y el volumen de inyeccion fue de 5 plL. El
espectrometro de masas desarrollé un modo de adquisicion denominado dependiente de datos, en
el que, en cada ciclo, se seleccionaron los 15 iones precursores mas abundantes en el rango m/z de
350-1250, que fueron sucesivamente fragmentados obteniéndose sus correspondientes espectros

de masas en el rango m/z de 100-1800 (tiempo total por ciclo, 4.04 segundos).

Las fracciones enriquecidas en fosfopéptidos fueron también sometidas a analisis LC-MS/MS con
un analizador de trampa de iones. En este caso, la LC de fase inversa se realizd con un sistema
nanoHPLC Ultimate 3000 (Dionex), utilizando una columna de atrapamiento C18 PepMap (5 pum, 100
A, 300 pm de didmetro interno (ID) x 5 mm) y una columna analitica C18 PepMap 100 (3 um, 100 A,
75 um ID x 15 cm) (todo de Thermo Fisher Scientific). La fase movil A fue acido férmico acuoso (0.1
%), y la fase movil B una mezcla de acido férmico al 0.1 % en 20 % de agua / 80 % acetonitrilo. La
nano-bomba suministré un gradiente lineal de 4-50 % B, durante 60 minutos, con un caudal de 300
nL/min. Este sistema cromatogréfico estaba acoplado a un espectrémetro de masas con trampa
idnica tridimensional AmaZon speed (Bruker Daltonics). La trampa idnica se hizo funcionar en modo
de adquisiciéon dependiente de datos, para lo que se seleccioné en cada ciclo los ocho iones
precursores mas abundantes en el rango (m/z 350-1500) que fueron sucesivamente fragmentados
alternando dos técnicas distintas de fragmentacion, como son CID/ETD (disociacién inducida por
colision/disociacidn por transferencia de electrones). Se aplicé una exclusion dindmica para evitar
que el mismo ratio m/z fuera aislado, después de 0.6 minutos post-fragmentacion. Para la

identificacion de péptidos, los espectros CID y ETD fueron validados manualmente.
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Los datos de MS y MS/MS de ambos sistemas de espectrometria de masas se convirtieron en
archivos MGF (Mascot Generic File), con los cuales se realizaron busquedas en una base de datos de
proteinas del PPV, utilizando Mascot como motor de busqueda (Licencia Mascot Server 2.3.2, Matrix
Science). Los parametros de busqueda fueron los siguientes: enzima tripsina, cortes de enzima
fallidos admitidos 3; modificaciones fijas, carbamidometilacion de cisteina, utilizando como agente
alquilante la iodoacetamida; modificaciones variables, oxidacion de metionina, fosforilacion vy

glicosilacién (HexNAc) de serina y treonina.

Para el analisis de protedmica diferencial mediante cuantificacion absoluta y relativa por marcaje
isobarico (iTRAQ), los péptidos resultantes de la digestion con proteasas fueron marcados utilizando
el kit iTRAQ 4-plex (SCIEX), como se describid previamente en . Se siguid este
esquema de marcaje: réplica bioldgica 1 WT, tag-114; réplica biolégica 1 SEC-b2, tag-115; réplica
bioldgica 2 WT, tag-116 y réplica bioldgica 2 SEC-b2, tag-117. Las muestras marcadas se mezclaron,
secaron y desalaron utilizando el cartucho SEP-PAK C18 (Waters) y posteriormente, se analizaron por
nanoLC-MS/MS TTOF después del enriquecimiento en fosfopéptidos. Para el analisis de los datos
iTRAQ, ademas de los parametros de busqueda que se han indicado anteriormente, también se

incluyé como modificacion fija el iTRAQ-4plex (N-term y K).

Dependiendo del sistema de espectrometria de masas, la tolerancia de la masa del péptido
precursor se establecié en £ 25 ppm y 0.5 Da, para el TTOF y la trampa de iones, respectivamente,
mientras que para las masas de los fragmentos se establecié en 0.05y 0.5 Da para el TTOF y la trampa
de iones, respectivamente. El intervalo de confianza para la identificacién de proteinas se fijé en
95 (P < 0.05) y solo se tuvieron en cuenta los péptidos con una puntuacién individual significativa de
entre 29 y 50. Los datos protedmicos obtenidos como resultado de esta tesis, y que ya han sido
publicado, estan depositados en el consorcio ProteomeXchange a través del repositorio asociado

PRIDE con el identificador PXD006159.

El anélisis de los péptidos digeridos analizados por LC-MS/MS utilizando un espectrometro de
masas con un analizador de trampa idnica lineal cuadrupolo de confinamiento lineal (LTQ) Orbitrap

(Thermo Fisher Scientific), se hizo como se describié anteriormente

111.10. Modelado de la CP y el oligdmero del PPV

El modelo in silico del mondmero de la CP de PPV-R fue obtenido con el programa /-TASSER
, mediante un modelado comparativo basado en la estructura de la CP del WMV (cédigo
Protein Data Bank (PDB): 50DV) . La validez de la prediccion se determiné en
base a los siguientes parametros de calidad: C-score (1.77), TM-score estimado (0,96 + 0,05) y RMSD
(2,0 £ 1,6 A). Para la visualizacidn de la estructura 3D de los modelos de las proteinas se utilizé el

programa PyMOL Molecular Graphics System 1.7.4 Schrédinger, LLC . El complejo
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oligomérico del PPV se obtuvo mediante superposicién rigida del mondmero del PPV sobre cada una

de las subunidades del oligémero del WMV.

lll.11. Busqueda de secuencias y alineamientos

Las secuencias de los genes de A. thaliana estudiados en esta tesis se obtuvieron a partir del
Arabidopsis Information Resource (TAIR) y las secuencias aminoacidicas de las CP
de los distintos aislados del PPV y otros potyvirus de la base de datos Reference Sequence, del

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las CP de los aislados de distintas cepas del
PPV, ademads de las de otros potyvirus, se llevé a cabo utilizando el servidor web Clustal omega
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), con los pardmetros establecidos por

defecto. En el caso del alineamiento multiple de las CP de distintos aislados del PPV que se muestra

en el Anexo 7, o del alineamiento de la proteina de distintos potyvirus mostrado en el Anexo 8, se

emplearon el programa Geneious 9.1.5 (www.geneious.com; ) o el programa
DNASTAR (www.dnastar.com, ), respectivamente, utilizandose en ambos casos el
método MUSCLE

73



Iv. REsuLTADOS [



IV. RESULTADOS

IV.1. La CP del PPV estd fosforilada en muiltiples residuos, que no coinciden con los O-
GlcNAcilados

Andlisis previos de nuestro laboratorio utilizando un sistema de espectrometria de masas MALDI-
TOF en viriones de PPV-R, purificados a partir de plantas infectadas de A. thaliana y N. benthamiana,
detectaron al menos un residuo fosforilado en la regién N-terminal de la CP viral, concretamente en
el péptido triptico que comprende los aminoacidos 1 al 39 . En esta tesis se ha
recurrido a técnicas adicionales de MS con el fin de identificar el nUmero y la localizacidn especifica

de residuos fosforilados en la CP del PPV.

IV.1.1. La CP de PPV-R puede fosforilarse en los aminoacidos S25, S81, S101y S118

Para llevar a cabo este estudio, se obtuvieron viriones de PPV-R siguiendo el protocolo de

(ligeramente modificado por ), utilizando tejido de hojas de N.
benthamiana sistémicamente infectadas. Las muestras se digirieron con las proteasas tripsina y Lys-
C, y se sometieron a un tratamiento de fosfo-enriquecimiento por IMAC antes de su analisis por LC-
MS/MS. Se seleccionaron los iones peptidicos precursores convenientes en base a su ratio m/z y se
generaron sus correspondientes espectros de fragmentacion. Se emplearon dos sistemas de MS/MS
basados en ESI, un analizador de trampa de iones en el que se alternd la fragmentacion por ETD con
la fragmentacidn por CID, y un analizador TTOF de alta resolucion. La identificacion de los péptidos
se realizé usando algoritmos informaticos que comparaban los datos experimentales con los
espectros tedricos derivados de una base de datos construida ex profeso que incluia a la CP de PPV-
R, detectdndose sefales que permitieron mapear inequivocamente cuatro residuos de serina

fosforilados en las posiciones 25, 81, 101y 118 de la CP de PPV-R (Fig. IV.1 y Tabla IV.1).

La fosforilacidn de los residuos de S25, S81, S101 y S118 puede tener lugar a la par que la O-
GlcNAcilacion previamente descrita, que también podria modificar la regidn N-terminal de la CP de
PPV-R en los residuos de T19, T24, T41, T50, T53, T54/58 y S65
Estos resultados indican que los residuos susceptibles de ser fosforilados difieren de aquellos que
pueden ser O-GlcNAcilados (Fig. IV.1). Como resultado del patrén de digestiéon por proteasas, la
coexistencia de fosforilaciones y O-GlcNAcilaciones solo es posible en algunos péptidos (Fig. IV.1B).
Asi, la fosfo-serina pS25 podria coexistir con la O-GIcNAcilacidon en T19 y T24; mientras que la fosfo-
serina pS81 podria coexistir con la O-GlcNAcilacidon en S65. Una de estas combinaciones pudo ser
observada en el péptido [1-39], el cual se detectdé simultdneamente fosforilado en S25 y O-
GlcNAcilado en T24 (Tabla IV.1). Este resultado indica que los grupos O-GIcNAc y O-fosfato no

compiten por ocupar los mismos residuos en la CP de PPV-R.
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Figura IV.1. Localizacidn de residuos de serina fosforilados en la CP de PPV-R. (A) Espectros de fragmentacion CID-
MS/MS en los que se muestran los correspondientes péptidos fosforilados. (B) Esquema de la CP de PPV-R y sus MPT.
Se muestra la distribucidon de residuos fosforilados (elipses rojas) y los aminoacidos que previamente se habian
detectado O-GIcNAcilados (hexagonos azules, ). Debajo del esquema de la proteina
se han representado los péptidos digeridos con tripsina/Lys-C en los que se han identificado las MPT. Las regiones N-
y C-terminal (Nt, Ct), asi como la regidn central de la proteina, se muestran sobre fondo gris. Las regiones de la CP de
PPV-R se definieron en base a la CP del potyvirus WMV

IV.1.2. El nivel de O-GlcNAcilacién afecta, aunque moderadamente, a la fosforilacion de la CP de
PPV-R

Para determinar cémo afectan las variaciones en la O-GIcNAcilacidn a la fosforilacién de la CP de
PPV-R en el contexto de una infeccidon viral activa, se utilizaron plantas transgénicas de N.
benthamiana denominadas SEC-b2, en las que la expresion del gen SEC, que codifica a la OGT que
modifica la CP del PPV, se encuentra reducida mediante la tecnologia de interferencia por RNA

. Para valorar el grado de supresion de la O-GlcNAcilacién en las plantas SEC-b2, los
viriones purificados a partir de estas plantas y de plantas silvestres infectadas con PPV-R se
compararon mediante andlisis Western Blot especifico de residuos O-GIcNAc y MALDI-TOF. No se

detectd inmunoreaccion anti-O-GIcNAc apreciable en los viriones de las plantas SEC-b2 (Fig. IV.2A).
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Tabla IV.1. Fosfopéptidos identificados en la CP de PPV-R por MS mediante TTOF de alta resolucién y/o ETD-trampa
idnica de baja resolucion

Péptido Secuencia del péptido Modificacion z m/z
5 816.23
ADEREDEEEVDAGKPSVVTAPAATSPILQPPPVIQPAPR N.M.
4 1020.03
5 832.22
ADEREDEEEVDAGKPSVVTAPAATPpSPILQPPPVIQPAPR pS25
4 1040.03
[1-39]
5 856.84
ADEREDEEEVDAGKPSVVTAPAAGTSPILQPPPVIQPAPR gT24
4 1070.80
5 872.84
ADEREDEEEVDAGKPSVVTAPAAGTPSPILQPPPVIQPAPR gT24, pS25+*
4 1090.79
APAATPSPILQPPPVIQPAPR pS25 3 701.05
[20-39]
APAAGTSPILQPPPVIQPAPR gT24 3 742.09
3 1183.91
PVSQVSGPQLQTFGTYGNEDASPSNSNALVNTNR N.M.
4 888.18
3 1210.56
[60-93] PVSQVSGPQLOTFGTYGNEDAPSPSNSNALVNTNR pS81
4 908.17
4 958.94
PVSQVSGPQLQg (TFGT) YGNEDApSPSNSNALVNTNR gT74? 0 gT71?
5 767.35
2 1215.05
TFGTYGNEDASPSNSNALVNTNR N.M. 3 810.37
[71-93] 2 1215.15*
3 837.03
TFGTYGNEDAPSPSNSNALVNTNR pS81
2 1255.60*
3 564.62
DRDVDAGSVGTFTVPR N.M.
3 564.66*
[94-109]
3 591.27
DRDVDAGPpSVGTFTVPR pS101
3 591.37*
[96-109] DVDAGPSVGTFTVPR pS101 2 750.84
2 578.30
AMTSKLPSLPK psS118
2 578.40*
[112-121]
2 586.29
AoxMTSKLpSLPK ps118
2 586.40*

Resumen de péptidos y sus sitios O-GlcNAcilados/fosforilados identificados en la CP de PPV-R mediante MS utilizando
un TTOF de alta resolucién y/o una ETD-trampa idnica de baja resolucién, en 6 y 4 réplicas bioldgicas respectivamente.
Para los espectros CID-MS/MS se utilizaron los motores de busqueda Mascot y Peaks, seleccionandose valores de
confianza por encima de 40 y 60, respetivamente. Se indican los péptidos no modificados (N.M.) o modificados por
fosforilacién (p), O-GIcNAcilacién (g) u oxidacidon (ox). (?) Datos que no han permitido determinar cudl de las dos
treoninas esta O-GIcNAcilada. (*) Péptidos identificados exclusivamente por ETD. (**) Modificaciones simultaneas
que coexisten de manera inambigua en los residuos de T24 y S25 y que han sido asignadas como gT24pS25, en base
a mapeos individuales previos. (z) Carga. (m) Masa. Todos los espectros ETD fueron asignados y validados
manualmente. Los datos sin procesar estan disponibles en el repositorio ProteomeXchange (identificador de datos
PXD006159).
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Asimismo, los espectros MALDI-TOF mostraron sefiales muy reducidas correspondientes a
péptidos tripticos O-GlcNAcilados en el caso de los viriones obtenidos a partir de plantas SEC-b2,
en comparacion con las de los viriones procedentes de plantas silvestres (Fig. IV.2B). Ambos
andlisis demostraron que los niveles de O-GlcNAcilacién en la CP de PPV-R son mucho menores en
las plantas deficientes en SEC que en las no silenciadas, lo que concuerda con una reducciéon

acentuada en la actividad OGT de esta enzima.

Con el objetivo de analizar cuantitativamente la fosforilacién y O-GlcNAcilacién en la CP de PPV-
R en plantas silvestres y plantas deficientes en la produccién de SEC, los viriones de PPV-R
purificados a partir de ambos tipos de plantas se examinaron mediante iTRAQ, precedida de
enriquecimiento de fosfopéptidos. Para analizar los datos se tuvieron en cuenta los valores de
intensidad de sefial de los péptidos identificados con un intervalo de confianza > 95 % (P < 0.05) y

una puntuacion > 40, procedentes de dos réplicas bioldgicas por cada condicion.

En concordancia con el andlisis MALDI-TOF (Fig. IV.2B), tanto las especies no glicosiladas como
las mono- y di-O-GlcNAciladas del péptido [1-39] y del [15-39] mostraron altos valores de
intensidad en las muestras obtenidas a partir de plantas silvestres (Tabla IV.2). Por otro lado, las
formas mono- y poli-O-GlcNAciladas del péptido [40-59] y, especialmente, del [40-93], mostraron
bajas intensidades incluso en muestras procedentes de plantas silvestres. Estos datos sugieren que
durante el andlisis iTRAQ la eficiencia en la recuperaciéon de péptidos puede diferir dependiendo
de las especies peptidicas. Asi pues, aunque se pueden comparar cantidades relativas del mismo
péptido en distintas muestras de proteinas, la comparacién de los ratios de intensidad para los
distintos péptidos debe ser interpretada con cautela, ya que las diferentes propiedades fisico-

quimicas de cada péptido pueden dar como resultado diferencias en sus intensidades.

Como se esperaba, la comparacion entre los niveles de O-GlcNAcilacion de péptidos
provenientes de plantas silvestres y SEC-b2, reveld una abundancia mucho menor de formas
glicosiladas en las plantas deficientes en SEC (Fig. IV.3). El ratio de los valores de intensidad para
los péptidos [1-39] y [15-39] O-GlcNAcilados, con respecto a la suma de los valores de las
intensidades de todas las especies de cada péptido, fue mds de tres veces inferior en la condicién
SEC-b2 que enla silvestre (29.1 % frente a 90.3 %). Las diferencias en los niveles de O-GlcNAcilacion
fueron incluso mas evidentes para las especies di-O-GlcNAciladas de los péptidos [1-39] y [15-39],
llegando a ser aproximadamente quince veces menos abundantes en plantas deficientes en SEC
que en plantas silvestres (5.4 % frente a 78.6 %) (Fig. IV.3). Aunque la recuperacién en el analisis
iTRAQ de los péptidos que incluyen dianas de O-GlcNAcilacion posteriores al residuo 40 (T41, T50,
T53, T54/T58 y S65) fue pobre, si se pudo detectar una disminucién notable en la O-GlcNAcilacion
del péptido [40-59] en la condicidon SEC-b2 respecto a la silvestre (32.8 % frente a 95.9 %) (Fig.
IV.3).
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Figura IV.2. O-GlcNAcilacion de la CP de viriones de PPV-R obtenidos a partir de plantas infectadas de N. benthamiana
WT y SEC-b2. (A) Andlisis de Western Blot utilizando cantidades similares de viriones de PPV-R purificados desde los
dos tipos de plantas. La misma membrana se incubd consecutivamente con anticuerpos especificos para detectar
residuos O-GIcNAc y la CP del PPV. A la derecha se muestra la escalera de pesos moleculares (y la ventana de pesos
moleculares que ocuparian las distintas especies de CP). (B) Espectros MALDI-TOF que cubren la regién de la proteina
que contiene los péptidos [1-39] y [40-93]. Se muestran los ratios m/z asignados a los picos relevantes, asi como el
numero de residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. Las estrellas sefialan los iones precursores N.M.
que se corresponden con los péptidos tripticos [1-39] y [40-93].

En los péptidos [1-39] y [15-39] la fosforilacidn de la S25 se detectd sola o en combinacién con la
O-GlcNAcilaciéon de la T24 o con la de las T24 y T19 (Tabla IV.2). Esta coexistencia indica que ambas
MPT son compatibles y pueden afectar al mismo tiempo a la regién N-terminal de la CP de PPV-R.
Aungue la comparacién de las intensidades de las diferentes especies peptidicas detectadas en el
iTRAQ debe hacerse con cautela (ver mas arriba), el hecho de que en todos los casos el ratio de
especies fosforiladas frente a no fosforiladas fuera notablemente menor para los péptidos O-
GlcNAcilados (0.04-0.06) que para los péptidos que no lo estaban (0.14-0.11), sugiere la existencia

de algun tipo de cross-talk entre ambas MPT (Fig. IV.4). Esta idea se ve apoyada por los datos
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obtenidos cuando se comparan los niveles de fosforilacidn de la S25 en los dos tipos de plantas, ya
que el ratio de intensidad de especies con S25 fosforilada frente al del conjunto de especies de los
péptidos [1-39] y [15-39] fue notablemente menor en los viriones obtenidos de plantas silvestres que

en los obtenidos de plantas SEC-b2 (4.4 % frente a 8.8 %) (Fig. IV.4).

Tabla IV.2. Listado completo de los valores de intensidad obtenidos en el analisis iTRAQ

) Condicién 1 Condicién 2
Péptido dist';i:;a WT WT SEC-b2 SEC-b2
(1) (2) (1) (2)

[1-14] N.M. 1169.00 2 968.00 1011.12 1 064.32
gT19 2 828.29 3611.45 1375.79 933.02
gT24 78 838.49 100 719.30 36 222.15 27 040.93
gT19; gT24 47 829.83 77 379.81 10 004.27 1 995.93
[1-39] gT24; psS25 3 396.21 3 855.86 2 221.06 1782.11
gT19; gT24; pS25 1668.49 2 687.84 618.58 281.10
pS25 1 897.48 2 170.81 11 133.70 8 952.59
N.M. 15 495.15 14 229.38 108 585.13 74 829.97
gT19 288.27 635.28 358.30 234.91
gT24 120.42 209.46 156.56 108.68
gT19; gT24 1301.54 1711.08 671.74 682.11
[15-39] gT24; pS25 0.00 0.00 0.00 0.00
gT19; gT24; pS25 0.00 0.00 0.00 0.00
pS25 81.97 63.11 9.59 13.54
N.M. 37.66 115.58 405.77 358.71
gT41 0.00 0.00 0.00 0.00
gT50 1913.32 3 250.40 3 261.45 4 286.55
gT51 0.00 0.00 0.00 0.00
gT53 875.68 2 150.90 1924.47 2 526.28
gT54 0.00 0.00 0.00 0.00
[40-59] gT58 0.00 0.00 0.00 0.00
gT41; gT50 10 483.58 27 401.11 2 237.63 2 102.39
gT50; gT53 865.90 1 593.82 279.02 423.84
gT53; gT54 325.24 699.47 192.55 106.42
gT41; gT50; gT53 1580.73 3 352.99 275.13 206.75
N.M. 947.44 1 001.30 17 592.30 18 772.02
gT41 0.00 0.00 0.00 0.00
gT50 0.00 0.00 0.00 0.00
[40-93] gT51 0.00 0.00 0.00 0.00
gT53 13.79 46.69 88.53 13.54
gT54 0.00 0.00 0.00 0.00
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gT58 57.42 70.76 82.87 13.54
gS65 47.75 452.20 2 089.44 1431.13
gT50; gT53 368.43 651.91 556.27 266.13
gT53; gT54 0.00 0.00 0.00 0.00
g565; gT50; gT53; 120.09 210.56 171.84 13.54
gT54
g565; gT53; ps81l 13.79 128.56 81.57 13.54
g565; gT50; gT58; 13.79 278.53 65.81 13.54
ps81

gT58; pss1 78.32 203.19 290.85 260.39
gS65; pS81 13.79 10.71 479.53 422.67
pssl 120.39 98.26 1313.37 968.44
N.M. 61.54 137.46 3531.62 2 062.50
g565 146.81 150.99 90.69 102.94
[60-93] ps81 149.89 282.16 287.48 147.20
N.M. 181.99 461.13 907.71 529.70
g565 170.39 700.16 135.40 16.37
[60-95] pss1 13.79 120.90 233.55 105.44
N.M. 128.19 426.69 1 145.37 458.50
ps8l 0.00 0.00 0.00 0.00
ps101 0.00 0.00 0.00 0.00

[60-109]
g565 137.69 381.38 104.28 87.37
N.M. 277.45 780.70 2 226.39 1062.38
ps101 218.22 287.48 398.84 258.02

[94-109]
N.M. 9112.00 13 350.84 15 197.62 9 463.33
ps101 177.56 268.08 302.50 272.44

[96-109]
N.M. 31 821.81 37 425.74 49 027.01 33 811.49
ps118 2 211.01 2 599.66 1848.47 2 424.42

[112-121]
N.M. 0.00 0.00 0.00 0.00

La tabla muestra los valores de intensidad obtenidos en el andlisis iTRAQ de viriones de PPV-R purificados a partir de
plantas infectadas de N. benthamiana WT (Condicién 1) y SEC-b2 (Condicidn 2). Se utilizaron dos réplicas bioldgicas
por cada condicién. Se recuperaron péptidos N.M., O-GlcNAcilados (g) o fosforilados (p). Algunas de las especies
peptidicas listadas en la tabla se encontraban también modificadas por un grupo acetilo en N-terminal (péptidos [1-
14] y [1-39]), o contenian un residuo de metionina oxidado (péptidos [40-59], [40-93] y [112-121]). Todos los datos
sin procesar obtenidos en el iTRAQ se encuentran disponibles en el repositorio ProteomeXchange (identificador
PXD006159).

La fosforilacion de la S81 se detectd en los péptidos [40-93], [60-93] y [60-95], tanto en plantas
silvestres como en plantas SEC-b2 (Tabla IV.2). El nivel de fosforilacion, estimado como el ratio de la
suma de los valores de intensidad de las especies con S81 fosforilada de estos tres péptidos con
respecto a la del conjunto de sus especies, fue similar en las muestras que provenian de plantas

silvestres y SEC-b2 (Fig. IV.5). El hecho de que las formas glicosiladas de estos péptidos (fosforilados
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o no fosforilados) se detectaran con poca frecuencia en este experimento iTRAQ, hace que estos

datos deban ser interpretados con prudencia.

[1-39] y [15-39] [40-59]
100 100 -
R 50 R 50
0 0
GleNAc  di-GlcNAc GlcNAc  di-GleNAc WT SEC-b2
WT SEC-b2

WT WT WT SEC-b2 SEC-b2 SEC-b2

(1) (2) Media (1) (2) Media

[1-39] O-GlcNActotal | 88.61 92.01 9029 | 3006 2820  29.12

[15-39] di-0-GlcNAc 7436 8314 7863 | 859 3.40 5.40

| [40-59] | O-GlcNActotal | 94.42  97.46 9593 | 3171 3396  32.82

Figura IV.3. Disminucion de O-GlcNAcilacion de la CP de PPV-R en plantas SEC-b2. Los porcentajes fueron calculados
como la suma de los valores de intensidad obtenidos en el andlisis iTRAQ para todas las especies O-GlcNAciladas (O-
GlIcNAc total) o para las especies di-O-GlcNAciladas (di-O-GIcNAc), divididos en cada caso por la suma de los valores
de intensidad de todas las especies peptidicas que se especifican. La tabla muestra el valor obtenido para cada réplica
bioldgica de viriones purificados a partir de plantas de N. benthamiana WT y SEC-b2 infectadas, y la correspondiente
media. Los valores promedio se representan en los histogramas y los rangos de valores se muestran como lineas
verticales en cada barra.

La diana de fosforilacion S101 aparecié representada en los péptidos [94-109] y [96-109], los
cuales no contienen sitios en los que se predigan O-GlcNAcilaciones. Se detectaron formas
fosforiladas de ambos péptidos, pero con mucha menor intensidad que sus especies no modificadas

y a niveles similares en plantas silvestres y SEC-b2 (Fig. IV.5).

El péptido [112-121] es el uUnico capaz de albergar la fosforilacidon en la S118 que pudo ser
identificado con certeza en el andlisis iTRAQ (Tabla IV.2). Todas las especies de este péptido que se
detectaron se encontraron fosforiladas, lo que podria sugerir que la S118 siempre esta fosforilada
cuando la CP se encuentra formando viriones. No obstante, este péptido contiene una lisina (K116,
Fig. IV.6) y es, por tanto, un producto de digestion parcial del tratamiento con Lys-C y tripsina. Una
posible explicacidén de esta protedlisis incompleta es que justamente la fosforilacion de la S118 esté
obstaculizando el corte de la enzima en el residuo K116. No se puede descartar la posibilidad de que
el péptido [117-121], completamente digerido, se genere y no se detecte, pues su tamafo seria
demasiado pequeiio para poder dar lugar a una cantidad suficiente de fragmentos ionizados que
permita una identificacidn fiable por MS/MS. En cualquier caso, la similitud de las intensidades de

las especies peptidicas fosforiladas del péptido [112-121] en muestras provenientes de plantas
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silvestres y SEC-b2 (Tabla IV.2), sugiere que la fosforilacion de la S118 no se altera al cambiar los

niveles de O-GlcNAcilacidn de la proteina.

Ratio Fosf Nivel Fosf Global
0.2 10
o R
E 0.1 X5
WL 0 I
wT SEC-b2 wT SEC-b2 WT SEC-b2
GlcNAC no-GlcNAc
[1-39] y [15-39] WT WT WT SEC-b2 SEC-b2 SEC-I-’JZ
(1) (2) Media (1) (2) Media
Ratio Fosf GIcNAC 004  0.04 0.04 006 007 0.06
Especifico no-GlcNAc 0.13 0.16 0.14 0.10 0.12 0.11
Nivel Fosf Global (%) 4.58 4.23 4.40 8.14 9.41 8.75

Figura IV.4. Efecto que provoca el descenso de O-GlcNAcilacidn sobre el nivel de fosforilacion de la S25 en la CP de
PPV-R. La tabla muestra los ratios de los valores de intensidad obtenidos en el andlisis iTRAQ de las especies
fosforiladas que contienen a la diana S25 respecto a las de las especies no fosforiladas de los péptidos [1-39] y [15-
39]. Se comparan las especies que estan adicionalmente O-GlcNAciladas (GIcNAc) o no glicosiladas (no-GIcNAc). En la
tabla también se comparan los porcentajes de los valores de intensidad de las especies fosforiladas con respecto a
todas las especies de los péptidos [1-39] y [15-39] (Nivel Fosf Global). Se muestra el valor obtenido con cada réplica
biolégica de viriones purificados a partir de plantas infectadas de N. benthamiana WT y SEC-b2, asi como la
correspondiente media. Los valores individuales se representan en los histogramas (parte superior).

Para confirmar el efecto de la O-GlcNAcilacién en la fosforilacion de la S25 mediante el uso de
una técnica adicional, se realizé un ensayo de cuantificacion sin marcaje (LFQ) comparando la
abundancia de las especies fosforiladas y/o O-GlcNAciladas del péptido [1-39] en viriones de PPV-R
purificados a partir de plantas silvestres y SEC-b2 (Tabla IV.3). Los resultados confirmaron los bajos
niveles de O-GIcNAcilacion del péptido [1-39] en plantas SEC-b2 con respecto a la condicidn silvestre
(8.3 % frente a 75.0 %); y, lo que es mas interesante, el nivel de fosforilacién del péptido [1-39] era
mas de dos veces superior en los viriones de PPV-R producidos en plantas deficientes en SEC que en

aquellos obtenidos a partir de plantas silvestres (5.5 % frente a 2.3 %).

Estos resultados confirman que la O-GIcNAcilacidn y la fosforilacion pueden coexistir en la misma
molécula de CP, pero también indican que la O-GlcNAcilacién de la proteina afecta a su fosforilacidn,

aparentemente de manera diferente en las distintas fosfo-dianas.
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581 5101
30 2

15

Nivel Fosf (%)
Nivel Fosf (%)

0 0
WT SEC-b2 WT SEC-b2
WT WT WT SEC-b2 SEC-b2 SEC-b2
(1) (2) Media (1) (2) Media

Nivel Fosf en 81 (%) 2375 2533 2453 | 2382 2828 2594
[40-93] [60-93] [60-95] : ‘ ’ ' : :

Nivel Fosf an $101 (%) 0.96 1.08 1.02 1.08 1.21 1.14
[94-109) [96-109] : . . . . :

Figura IV.5. Efecto que tiene el descenso de O-GlcNAcilacidn sobre los niveles de fosforilacion de la S81 y la S101 de
la CP de PPV-R. La tabla compara el porcentaje de los valores de intensidad de las especies fosforiladas (Nivel Fosf)
con respecto al de todas las especies peptidicas que contienen la S81 (péptidos [40-93], [60-93] y [60-95]) o la S101
(péptidos [94—-109] y [96—109]). Se muestra el valor obtenido con cada réplica bioldgica de viriones purificados a partir
de plantas infectadas de N. benthamiana WT y SEC-b2, asi como la correspondiente media. Los valores individuales
se representan en los histogramas (parte superior).

IV.1.3. Alterar la capacidad de la CP de PPV-R de ser fosforilada, sobre todo en la S118, afecta
notablemente a la infeccidn viral

Para evaluar la influencia del estado de fosforilaciéon de la mitad N-terminal de la CP en la
infeccidn de PPV-R, los cuatro residuos fosforilables inicialmente mapeados, S25, S81, S101 y S118,
fueron reemplazados por residuos de alanina (mutante 4SA), para prevenir la fosforilacién, o de
acido aspartico (mutante 4SD), para emular un estado de fosforilacion constitutiva. Estas mutaciones
fueron introducidas en los clones de cDNA que codifican el genoma completo del virus, pICPPV-NK-
IGFP (4SA, 4SD) y pICPPV-5'BD-GFP (sf-4SA, sf-4SD), adecuados para la infeccion de plantas
herbaceas y plantulas de Prunus, respectivamente (Fig. IV.6). Los virus derivados de ambos tipos de

vectores expresan una versién recombinante de la GFP, que facilita la monitorizacién de la infeccidn.

IV.1.3.1. Emular la fosforilacion en la mitad N-terminal de la CP causa fuertes efectos deletéreos en
la infeccién por PPV-R en N. benthamiana

Inicialmente se inocularon plantas de N. benthamiana mediante bombardeo con el cDNA de los
vectores 4SA y 4SD, asi como con el del virus silvestre (WT), detectandose infeccién en hojas
superiores a las inoculadas en un nimero variable de plantas dependiendo del virus utilizado como

inéculo (5/10 para WT, 8/10 para 4SAy 2/9 para 4SD). Ademas de mostrar una infectividad mas baja,
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el mutante 4SD se acumulé en menor cantidad que los virus 4SA y WT (Fig. IV.7). La estabilidad de
los cambios introducidos en los mutantes 4SA y 4SD fue confirmada a partir de la amplificacion y
posterior secuenciacién de un fragmento de cDNA de la regidn codificadora de la CP, que se llevd a

cabo mediante IC-RT-PCR.

1 330

psS25 ps81 ps101 ps118 A

25 81 101 118

WT/sf-WT TSPILQPPPVIQPAPRTTASMLNPIFTPATTQPATKPVSQVSGPQLQTFGTYGNEDASPSNSNALVNTNRD anvnmsvewrrvpmmsu!x.
$25D e e e eemee
$81D S R —— R —
$101D S o Do
S118D/sf-5118D  —---==--m——m - mmmmm e e ---p-
4SA/sf-4SA B e CE R B e L LR 3 RA------ ---a-
45D/sf-45D SD==mmmmmmmm e G L EE L LR S et D-====- ---D-

Figura IV.6. Esquema de la mitad N-terminal de la CP de PPV-R, en el que se muestran las mutaciones introducidas
en los residuos de serina 25, 81, 101 y 118 en los clones de cDNA que codifican el genoma completo del virus. El
prefijo “sf” se refiere a construcciones basadas en el pldasmido pICPPV-NK-5'BD, utilizado para la inoculacién de
hospedadores lefiosos, mientras que la ausencia de prefijo hace referencia a construcciones basadas en el plasmido
pICPPV-NK-IGFP que infecta especies herbaceas. Los residuos mutados en las posiciones 25, 81, 101 y 118 se muestran
en rojo. Las fosforilaciones en las cuatro dianas de serina fosforilables se representan como elipses rojas en el
esquema de la parte superior de la imagen.

A continuacién, se inocularon manualmente nuevas plantas de N. benthamiana utilizando
extractos de hojas sistémicamente infectadas, obtenidos a partir de las plantas previamente
bombardeadas. Como inéculo del mutante 4SD se empled un extracto ocho veces mas concentrado
que los de los virus 4SA y WT, para asi compensar su menor acumulacién en las primeras plantas
infectadas. Mientras que el mutante 4SA no mostro diferencias respecto al virus silvestre, las plantas
inoculadas con el mutante 4SD mostraron sintomas sistémicos que aparecieron mas tarde y fueron
mas leves que los de las plantas infectadas con los otros dos virus. En contraste con los resultados
obtenidos en la inoculacién por bombardeo, no se observaron grandes diferencias en la acumulacion
viral en las plantas infectadas con los virus WT, 4SA y 4SD (datos no mostrados). El estudio de la
progenie viral de varias plantas infectadas con los virus 4SA o 4SD no mostrd alteraciones en las
mutaciones iniciales. Sin embargo, al analizarse dos de las cuatro plantas infectadas con el virus 4SD,
se detectaron nuevas mutaciones en posiciones alejadas de los sitios inicialmente mutagenizados

(Y266F en una de las plantas y T254K en la otra) (Fig. IV.8).
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Tabla IV.3. Cuantificacion sin marcaje de la O-GlcNAcilacidn y fosforilacion del péptido [1-39] de la CP de PPV-R en
plantas WT y SEC-b2

Especie detectada WT SEC-b2
No modificado 4.83E+09 2.92E+10
GlcNAc 5.44E+09 2.68E+09
2GIcNAc 7.24E+09 2.85E+08
Acetil 1.73E+09 1.33E+10
Acetil+ GIcNAc 3.86E+09 1.13E+09
Acetil+ 2GIcNAc 2.49E+09 N.D.
GlIcNAc + Fosf 5.14E+08 N.D.
2GIcNAc + Fosf 7.51E+07 N.D.
Fosf N.D. 2.17E+09
Acetil+ Fosf N.D. 5.67E+08
Intensidad total 2.62E+10 4.94E+10
Intensidad GIcNAc 1.96E+10 4.10E+09
Intensidad Fosf 5.89E+08 2.73E+09
% GIcNAc 74.96 8.29
% Fosf 2.25 5.53

La tabla muestra los resultados obtenidos con viriones del PPV purificados a partir de plantas de N. benthamiana WT
y SEC-b2, digeridos con las proteasas Lys-C y tripsina y sometidos a MS utilizando un analizador LTQ Orbitrap. Los
cromatogramas de los iones extraidos (XIC) se generaron en todos los estados precursores de carga observables para
las diferentes formas modificadas del péptido [1-39]. Se determind el area XIC para cada forma modificada y se utilizé
posteriormente en el cdlculo de la abundancia relativa. Especies no detectadas (N.D.).

Para caracterizar mejor el fenotipo del mutante 4SD, se realizé una nueva ronda de infeccién
usando como indculo un extracto de hojas sistémicamente infectadas con este virus, procedente de
aquellas plantas cuya progenie viral no habia sufrido alteraciones en la secuencia inicial de la CP. En
este ensayo, todas las plantas inoculadas resultaron infectadas y el tejido de hojas superiores a las
inoculadas se analizé a distintos dpi. A los 10 dpi, las plantas inoculadas con los virus WT y 4SA
mostraron sintomas claros de infeccién, abundante expresion de GFP y niveles similares de
acumulacion viral estimados por Western Blot anti-CP (Fig. IV.9). A este mismo tiempo, las plantas
inoculadas con el mutante 4SD no exhibieron sintomas, expresiéon de GFP o acumulacién viral alguna
(Fig. IV.9). A los 15 dpi comenzaron a aparecer sintomas sistémicos leves en las plantas inoculadas
con el virus 4SD; y a los 24 dpi, la expresidon de GFP y la acumulacién de la CP viral era patente
(bastante variable entre plantas), aunque continuaba siendo inferior con respecto a la observada en
las plantas inoculadas con 4SA y WT (Fig. IV.9). En este caso no se encontraron mutaciones
espontaneas al analizar la secuencia de la CP obtenida a partir de cuatro plantas individuales

infectadas con el mutante 4SD.

Los resultados descritos en esta seccién indican que la mimetizacion de fosforilacion en la mitad

N-terminal de la CP de PPV-R retrasa la infeccion y fomenta la seleccidén de segundas mutaciones
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potencialmente compensatorias, mientras que la falta de fosforilacién no parece acarrear efectos

notables en la infeccién viral.

WT 4SA 4sD
P1+P3+P4 P1+P3+P4 P2+P3

N. benthamiana

Figura IV.7. Acumulacion de PPV-R silvestre (WT) y de los mutantes del virus (4SA y 4SD) afectados en los cuatro
residuos de serina de la CP susceptibles de ser fosforilados. Plantas de N. benthamiana se inocularon por bombardeo
con los distintos cDNA virales y las hojas sistémicamente infectadas se recogieron a los 21 dpi, mezclandose algunas
de las plantas infectadas y analizandose sus extractos crudos por Western Blot para la deteccidn especifica de la CP
del PPV. Se indican los virus inoculados, las plantas que se mezclaron para el analisis y los volimenes cargados de
cada extracto. La sefial de la RuBisCO (ribulosa-1,5-bisfosfato-carboxilasa/oxigenasa) tefiida con rojo Ponceau se
incluye como control de carga.

IV.1.3.2. Emular la fosforilacion en la mitad N-terminal de la CP de PPV-R resulta deletéreo para la
infeccion en otras especies herbdceas y es letal en el huésped natural P. persica

Para buscar posibles efectos especificos del huésped, que pudieran afectar a la infecciéon por PPV
cuando se impide o emula la fosforilacién de su CP, se selecciond otro huésped herbdaceo susceptible
de infectarse sistémicamente por el virus, N. clevelandii, asi como un huésped herbaceo al que el

PPV solo causa lesiones locales, C. foetidum, y uno de sus huéspedes naturales, P. persica.

Se inocularon manualmente plantas de N. clevelandii empleando extractos procedentes de hojas
de N. benthamiana sistémicamente infectadas con los virus 4SA, 4SD y WT. A los 10 dpi se observaron
sintomas claros de infeccidn en las plantas inoculadas con los virus 4SA y WT. El andlisis por Western
Blot anti-CP detectd niveles similares de acumulacién viral en estas plantas. Al igual que ocurria en
N. benthamiana, a ese tiempo no se observaron sintomas ni se detectd acumulacion viral en las
plantas inoculadas con 4SD, aunque a los 24 dpi si pudo visualizarse facilmente acumulacién del

mutante en este huésped (Fig. IV.10A, B).

En C. foetidum, el mutante 4SA causé lesiones necréticas locales similares a las producidas por el
virus WT. El mutante 4SD también fue capaz de infectar C. foetidum; sin embargo, en su caso se
desarrollaron lesiones mas leves y mucho menos numerosas, que aparecieron mas tarde que las de

los virus 4SA y WT (Fig. IV.10C).

Para evaluar si la alteracién de la fosforilacidn de la CP tenia algun efecto en la infeccién de un
huésped natural del PPV, se inocularon por bombardeo plantulas de P. persica con los cDNAs sf-4SA,
sf-4SD y sf-WT. Al igual que ocurria en los huéspedes herbaceos, el mutante 4SA mostro niveles de

infectividad, patogenicidad y acumulacion viral similares a los del virus silvestre (Fig. IV.11 y Tabla
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IV.4). En cuanto a las plantas inoculadas con el mutante 4SD, en ninguna de ellas se observaron
sintomas de infeccidn, fluorescencia procedente de la expresidon de GFP o se detecté acumulacién

viral en el anadlisis Western Blot anti-CP (Fig. IV.11).
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Figura IV.8. Mutaciones espontaneas detectadas en la progenie viral de un mutante de PPV-R en el que se reemplazaron las
serinas fosforilables 25, 81, 101 y 118 de la CP por acidos asparticos (mutante 4SD). La progenie viral de plantas de N.
benthamiana inoculadas con el mutante 4SD se analiz6 mediante amplificacion por IC-RT-PCR y secuenciacién de un
fragmento de cDNA que abarca la secuencia codificante completa de la CP. Los cromatogramas muestran las mutaciones
secundarias que afectan a tripletes que originalmente codificaban a los residuos P67, R237, T254, Y266 (*), ademas de a una
de las cuatro serinas fosforilables de la CP de PPV-R, S118 (). En la parte superior se indican todas las posiciones de interés
en el virus silvestre (WT), asi como el resto de serinas fosforilables alteradas en el mutante 4SD, en las que no se detectaron
mutaciones espontaneas (525D, S81D y S101D). Las flechas indican que algunos de los mutantes espontaneos evolucionaron
introduciendo una segunda mutacién en la posicion 118 (*e). La letra “c” mas pequefia en la posicion 67 del mutante 4SDP¢75
indica que el virus 4SD se detectd en menor proporcidn y coexistiendo junto con el mutante espontaneo.
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Figura IV.9. Infeccion de plantas de N. benthamiana inoculadas con PPV-R silvestre (WT) o con mutantes que
presentan cambios que previenen (4SA) o emulan (4SD) la fosforilacion de la CP en los residuos de serina 25, 81, 101
y 118. Las plantas fueron inoculadas manualmente con extractos de hojas también de N. benthamiana
sistémicamente infectadas. (A) Imagenes tomadas a los 10 o 24 dpi bajo un microscopio de epifluorescencia,
correspondientes a hojas superiores a las inoculadas, de plantas infectadas con los virus que se indican. Barras, 5 mm.
(B) Analisis Western Blot para la deteccidn especifica de la CP del PPV en extractos de proteinas totales procedentes
de hojas superiores a las inoculadas de cuatro plantas individuales infectadas con los virus indicados. Las muestras
fueron analizadas a los 10 y 24 dpi. La sefial de la RuBisCO tefida con rojo Ponceau se incluye como control de carga.

Estos resultados indican que la emulacién de un estado de fosforilacién constitutiva en la mitad
N-terminal de la CP afecta a la infeccidn por PPV en todas las especies de plantas analizadas, teniendo

un efecto deletéreo mds acusado en el huésped natural P. persica.

IV.1.3.3. Impedir la fosforilacion en las dianas especificas de serina de la CP de PPV-R reduce la
eficacia bioldgica del virus

Con el objetivo de buscar posibles efectos sutiles en la eficiencia de la infeccidn viral causados
por impedir la fosforilacidon de la CP de PPV-R, se llevaron a cabo experimentos de competicidon
del mutante 4SA con el virus silvestre en infecciones de plantas de N. benthamiana y N.
clevelandii. Se utilizaron como inéculo mezclas de extractos de hojas de plantas de N.
benthamiana sistémicamente infectadas con ambos virus, en los que el mutante estaba en
exceso (1:0.6 01:0.4). Alos 14 dpi, el andlisis de la progenie viral mediante amplificacién por
RT-PCR y secuenciacion de un fragmento de cDNA correspondiente a la region codificante de la
CP detectd en solitario al mutante 4SA en las cuatro plantas de N. benthamiana y en una de las

de N. clevelandii inoculadas (Fig. IV.12, panel izquierdo). Este resultado confirma que la
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competitividad del mutante no es mucho menor que la del virus silvestre. Sin embargo, a pesar
de su menor representacién en el indculo, el virus WT se detecté en tres de las plantas de N.
clevelandii inoculadas, siendo el Unico virus encontrado en dos de ellas (Fig. IV.12, panel
izquierdo). Esto podia estar sugiriendo que la eficacia bioldgica del mutante 4SA es ligeramente
menor que la del virus silvestre.
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4sD 4SA WT
P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4' Pl P2 P3 P4

WT

5 mm c 5 mm
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5 mm S mm 4sD 4SA WT
P1 P2 P3 P4'P1L P2 P3 P4' Pl P2 P3 P4
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4sD I
5 mm 5mm

C
4asp

10 dpi

10 mm 10 mm 10 mm

16 dpi

10 mm 10 mm 10 mm

Figura IV.10. Infeccidén de plantas de N. clevelandii y C. foetidum con el PPV-R silvestre (WT) o con mutantes que
presentan cambios que previenen (4SA) o emulan (4SD) la fosforilacion de la CP en los residuos de serina 25, 81, 101
y 118. Las plantas fueron inoculadas manualmente con extractos de hojas sistémicamente infectadas, obtenidas a
partir de plantas de N. benthamiana previamente infectadas mediante inoculacion manual. (A) Imagenes de hojas
superiores a las inoculadas de plantas de N. clevelandii que fueron inoculadas con los virus indicados, tomadas bajo
un microscopio de epifluorescencia a los 10 o 24 dpi. Barra, 5 mm. (B) Analisis Western Blot para la deteccion
especifica de la CP del PPV en extractos crudos de hojas superiores a las inoculadas de cuatro plantas individuales
inoculadas con los virus indicados. Las muestras fueron recogidas a los 10 y 24 dpi. La sefial de la RuBisCO tefiida con
rojo Ponceau se incluye como control de carga. (C) Imagenes de hojas de C. foetidum inoculadas con los virus
indicados y tomadas bajo luz visible a los 10 y 16 dpi. Barra, 10 mm.
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Figura IV.11. Inoculacion mediante bombardeo de plantas de P. persica con el virus silvestre (sf-WT) o con mutantes
en los cuales se impide (sf-4SA) o mimetiza (sf-4SD) la fosforilacidn en las serinas 25, 81, 101y 118 de la CP de PPV-
R. (A) Imagenes de hojas superiores a las inoculadas obtenidas bajo un microscopio de epifluorescencia a los 21 dpi.
Barra, 5 mm. (B) Analisis Western Blot para la deteccion especifica de la CP del PPV en extractos crudos de hojas
superiores a las inoculadas de plantas individuales, o mezclas de ellas, recogidas a los 21 dpi. Los virus inoculados, las
plantas analizadas y los volimenes de extractos cargados aparecen indicados. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo
Ponceau se incluye como control de carga.

Para testar esta posibilidad, se inocularon cuatro nuevas plantas de N. benthamiana y tres de N.
clevelandii con un extracto de las hojas sistémicamente infectadas procedente de la planta de N.
clevelandii en la que los virus 4SA y WT parecian coexistir a niveles similares (planta 2 del inéculo 1 :
0.6, Fig. IV.12, panel izquierdo). Al analizar las poblaciones virales presentes en estas plantas
mediante RT-PCR y posterior secuenciacidn, se observé que el virus WT se habia impuesto al mutante
4SA en una de las plantas de N. benthamiana inoculadas, al tiempo que en el resto de plantas la
poblacién del mutante parecia ser mucho menos abundante que en el extracto utilizado como

inéculo (Fig. IV.12, panel derecho).

Tabla IV.4 Infectividad en P. persica de variantes del PPV que contienen la CP no mutada de PPV-R (sf-WT) o sus
versiones mutagenizadas en las cuales se han introducido cambios que previenen (sf-4SA) o mimetizan (sf-4SD y sf-
$118D) fosforilaciones en la proteina

Inéculo® Ensayo No. 1* Ensayo No. 2*
st-WT 5/5 5/5
sf-4SA 4/5 -
sf-4SD 0/5 0/9

sf-S118D - 5/5

3Las plantas se inocularon biolisticamente con cDNA de los clones indicados

*Plantas infectadas/plantas inoculadas
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Por consiguiente, el resultado de los experimentos de competicidon sugiere que, aunque las
mutaciones que impiden la fosforilaciéon de la CP no causan efectos drasticos en la infeccion de

PPV-R, si que pueden reducir ligeramente la eficacia bioldgica del virus en especies de Nicotiana.
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Figura IV.12. Analisis de la progenie viral en infecciones en las que se mezcld el PPV-R silvestre (WT) con un virus
mutante en el cual se impidié la fosforilacion de los residuos de serina 25, 81, 101 y 118 de la CP (4SA). Extractos de
hojas de N. benthamiana sistémicamente infectadas con los virus WT y 4SA se mezclaron en las proporciones
indicadas y se emplearon para inocular plantas de N. benthamiana y N. clevelandii. Los virus presentes en las plantas
infectadas fueron identificados mediante RT-PCR y secuenciacidon de un fragmento de cDNA que alberga la region
codificante de la CP. Posteriormente, se utiliz6 el extracto de hojas sistémicamente infectadas de una planta de N.
clevelandii en la que los virus WT y 4SA se acumulaban de forma similar (ratio 1 : 0.6, planta 2) para inocular nuevas
plantas de N. benthamiana y N. clevelandii. Los cromatogramas muestran la regiéon de la secuenciacion
correspondiente a las posiciones 25, 81, 101 y 118 de la CP. Cuando la sefial del cromatograma sugiere que uno de
los dos virus que compiten se acumula menos, las bases del triplete correspondiente se representan en minuscula.

IV.1.3.4. Mimetizar la fosforilacion en la posicion 118 de la CP de PPV-R es especialmente deletéreo
para la infeccidn viral, y este efecto se ve reforzado cuando ademds se emula la fosforilacion en otras
fosfo-dianas

La deteccidn de las mutaciones Y266F y T254K en dos plantas infectadas con el virus 4SD (Fig.
IV.8) sugiere que la baja eficiencia de la infeccién observada con este mutante podria favorecer la
seleccion de mutaciones compensatorias que mitiguen los efectos negativos resultantes de la

mimetizacion de fosforilacion en la CP de PPV-R.

Para incrementar las posibilidades de adaptacion del mutante 4SD, se inocularon dos lotes de 37

plantas de N. benthamiana utilizando extractos procedentes de dos plantas de N. benthamiana
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infectadas con este mutante, pero en cuya progenie viral no habian sido detectadas mutaciones
secundarias. Todas las plantas inoculadas resultaron infectadas, sin embargo, a los 25 dpi pudieron
distinguirse dos fenotipos: el de plantas que mostraban sintomas intensos de infeccién (35 plantas
de un lote y 2 de otro) y el de plantas en las que los sintomas eran mds leves (resto de plantas). La
amplificacion por IC-RT-PCR y la secuenciacion de fragmentos de cDNA viral apropiados revelé que
la progenie viral de las plantas que mostraban una infeccién leve tenia intacta la secuencia de la CP
del mutante 4SD. Sin embargo, en las 35 plantas del primer lote que presentaban sintomas intensos
se detectd una mutacion de G a A que causaba un cambio de acido aspartico a asparagina en la
posicién 118 (D118N), junto con una segunda mutacién de G a A que daba lugar a una sustitucién de
arginina por glutamina en la posiciéon 237 (R237Q). Por otro lado, en las 2 plantas restantes con
sintomatologia acusada (segundo lote) se detectd una mutacion de A a G que también afectaba a la
posicién 118, pero que en este caso originaba un cambio de 4cido aspdrtico a glicina (D118G) (Fig.
IV.8). A continuacidn, se inoculé un nuevo lote de plantas de N. benthamiana empleando extractos
de las hojas sistémicamente infectadas en las que se acumulaban los mutantes 4SD, 4SDP118N+R237Q o
4SDP18G, reproduciéndose el fenotipo de las plantas parentales, sin que se detectaran mutaciones

adicionales en sus progenies virales.

La inestabilidad de D118 sugeria que los defectos asociados al mutante 4SD se debian
principalmente al cambio S118D. Para verificar esta posibilidad y estimar la relevancia de las fosfo-
mimetizaciones en el resto de residuos fosforilables, se construyeron los mutantes puntuales S25D,
S81D, S101D y S118D (Fig. IV.6). Los distintos cDNA se utilizaron para inocular mecdnicamente
plantas de N. benthamiana, llevando como controles los cDNA de los virus WT y 4SD. La infectividad
y la sintomatologia asociada a la inoculaciéon con los distintos mutantes puntuales fue similar a la del
virus silvestre (Tabla IV.5); sin embargo, las plantas inoculadas con el clon S118D mostraron un ligero
retraso en la aparicion de los sintomas. A los 21 dpi, cuando la acumulacién del virus 4SD era casi
indetectable mediante Western Blot anti-CP, la de los cuatro mutantes sencillos era similar a la del
virus silvestre (Fig. IV.13A, B). Todos los cambios de serina a acido aspartico de los mutantes sencillos
se mantuvieron estables, sin que se detectaran mutaciones adicionales en la progenie viral de las 2
plantas por construccién analizadas. En cambio, se detecté una nueva mutacién de prolina a serina
en la posicién 67 (P67S) en la progenie viral de una de las plantas inoculadas con el 45D (Fig. IV.8).
Estos resultados sugieren que los efectos deletereos que se producen al mimetizar la fosforilacion
en la posiciéon 118 se ven reforzados cuando también se emula un estado de fosforilacidon

permanente en las otras tres serinas fosforilables.

No obstante, después de un pase a nuevas plantas de N. benthamiana, se detectaron en la
descendencia del mutante S118D variantes virales con asparagina en la posiciéon 118 (D118N),
mientras que la progenie del resto de mutantes permanecia estable, lo cual supone una evidencia

adicional del efecto distintivo de la mutacién S118D.
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Tabla IV.5. Infectividad en plantas de N. benthamiana del virus PPV-R (WT) y de sus mutantes de la CP en los que se
ha emulado la fosforilacion constitutiva en todas (4SD) o en cada una de las fosfo-dianas de serina (525D, S81D,
S$101D, S118D) de la mitad N-terminal de la proteina

Inéculo? Clon Infectividad*
1 a/5
S25D
2 2/5
1 5/5
S81D
2 4/5
1 5/5
S101D
2 5/5
1 5/5
$118D
2 4/5
1 1/5
4sD
2 2/5
1 4/5
WT
2 4/5

8Las plantas se inocularon manualmente con cDNA de los clones indicados

*Plantas infectadas/plantas inoculadas

Para evaluar mejor las consecuencias de emular constitutivamente la fosforilacidén en la posicién
118, se introdujo el cambio S118D en el plasmido pICPPV-5’BD-GFP (Fig. IV.6). El clon resultante, sf-
$118D, se utilizé para inocular plantulas de P. persica mediante bombardeo de particulas, llevando
como controles los clones sf-4SD y sf-WT (Fig. IV.13C, D). En este experimento se confirmé la
incapacidad del mutante 4SD de infectar melocotonero, mientras que la infectividad del mutante
$118D resulto ser similar a la del virus silvestre (Tabla IV.4). Sin embargo, los sintomas causados por
$118D fueron mas leves y su acumulacién viral ligeramente inferior comparados con el virus silvestre
(Fig. IV.13C, D). Un analisis por RT-PCR y posterior secuenciacion mostré que la mutacion S118D se
mantenia estable en la progenie viral del mutante simple en P. persica, sin que se detectaran
mutaciones adicionales. Estos resultados estarian apoyando la conclusiéon de que la emulacion de
fosforilaciéon constitutiva de varias fosfo-dianas de la CP de PPV-R contribuye colectivamente a

perturbar la infeccidn del virus.

IV.1.4. No permitir la fosforilacion estandar de la CP de PPV-R parece afectar, aunque levemente,
a los niveles de O-GlcNAcilaciéon de la proteina

Para conocer si la relacion observada entre la O-GIcNAcilacion global y la fosforilacién de la CP de

PPV-R (Fig. IV.3 y Fig. IV.4) es reciproca, se purificaron viriones WT y 4SA a partir de plantas de N.
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benthamiana infectadas. Ambas muestras se digirieron con tripsina y se analizaron por MS. Dos
analisis MALDI-TOF utilizando réplicas biolégicas independientes mostraron un ligero incremento de
los niveles de O-GIcNAcilacidn en el péptido [1-39] en los viriones 4SA con respecto a los del virus
silvestre (Fig. IV.14). El porcentaje encontrado del péptido no glicosilado fue casi dos veces menor
en los viriones 4SA que en los WT (una media de 13.6 % frente a 24.3 %). En concordancia con esto,
se observd también un aumento en el porcentaje de formas di-glicosiladas en las muestras del virus
mutante con respecto al silvestre (una media de 32.7 % frente a 26.5 %) (Fig. IV.14). Por otra parte,
se intentd llevar a cabo un analisis complementario utilizando viriones del mutante 4SD para
determinar posibles variaciones en el patrén de O-GlcNAcilacidn cuando se emula la fosforilacion
constitutiva de la CP; sin embargo, la baja acumulacién de este mutante unida a la frecuente

aparicién de mutaciones secundarias (Fig. IV.8), impidié disponer de datos fiables al respecto.
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Figura IV.13. Infeccidn de plantas de N. benthamiana y P. persica por el PPV-R silvestre (WT) o por mutantes que portan
mutaciones puntuales (525D, S81D, S101D o $118D) o mdiltiples (4SD) que mimetizan la fosforilacion en la CP del virus.
Las plantas fueron inoculadas manualmente con cDNA (N. benthamiana) o mediante bombardeo con cDNA de clones sf-
(P. persica). (A, C) Imdgenes de hojas superiores a las inoculadas de plantas de N. benthamiana (A) o P. persica (C)
tomadas bajo un microscopio de epifluorescencia a los 21y 23 dpi, respectivamente. Barra, 5 mm. (B, D) Analisis Western
Blot para la deteccién especifica de la CP del PPV en extractos de proteinas totales procedentes de hojas superiores a las
inoculadas de plantas de N. benthamiana (B) o P. persica (D), individuales o mezcladas, recogidas a los 21 dpi (N.
benthamiana) o 23 dpi (P. persica). Los virus inoculados, las plantas analizadas y el volumen de extracto cargado aparecen
indicados. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga.

Las diferencias observadas entre los patrones de O-GIcNAcilacion de la CP de viriones no

fosforilados y del virus silvestre, unidas a los resultados obtenidos a partir del analisis iTRAQ,
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corroboran la existencia de una cierta interrelacion reciproca y negativa entre la fosforilacion y la O-

GlcNAcilacion de la CP de PPV-R.
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Figura IV.14. O-GlIcNAcilacidn de la CP de viriones de PPV-R silvestre (WT) y de un mutante del virus en el que se
impedié la fosforilacion de la proteina sustituyendo las cuatro fosfo-serinas de la mitad N-terminal de la CP por
residuos de alanina (4SA). Los viriones se obtuvieron a partir de plantas de N. benthamiana infectadas y se analizaron
mediante MALDI-TOF. Se muestran los espectros que cubren la regidn del péptido [1-39], los ratios m/z asignados a
los picos relevantes y el nimero de residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. En rojo se indica el
porcentaje calculado para los péptidos N.M., mono-glicosilados (1-GIcNAc) y di-glicosilados (2-GIcNAc) obtenido en
base a la intensidad de cada sefial mayoritaria con respecto a la suma de las intensidades de las tres especies
peptidicas. Las estrellas sefalan los picos precursores N.M. que se corresponden con el péptido triptico [1-39].

IV.1.5. La CP de PPV-R se encuentra fosforilada en un nimero mayor de residuos que los
detectados inicialmente

A fin de confirmar la ausencia de fosforilacion en la CP del mutante 4SA, los viriones de este
mutante se analizaron mediante 2D-PAGE. Como control positivo se analizaron paralelamente
viriones WT. Sorprendentemente, la carrera de la CP de la segunda dimensiéon mostré un patrén de
“cuentas de collar”, que podria corresponder a variantes fosforiladas de la proteina, no solo en los
viriones del virus silvestre sino ademas en los del mutante 4SA (Fig. IV.15). Para tratar de identificar
hipotéticas fosfo-dianas no detectadas previamente en estas proteinas, los viriones 45A se analizaron
mediante LC-MS/MS, como se describio en el Apartado IV.1.1. El andlisis revelé cuatro nuevos
aminodcidos susceptibles de ser fosforilados en la CP del mutante 4SA, las treoninas de las posiciones
71, 106, 254 y 313 (Fig. IV.16). Sin embargo, la frecuencia con la que se detectaron fosforilados los
péptidos que permitieron mapear dichos residuos en el mutante fue mucho menor en comparacién
con la frecuencia con la que se suelen detectar fosforilados los péptidos que nos permitieron mapear

las dianas S25, S81, S101 y S118 (Anexo 5).
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Figura IV.15. Andlisis 2D-PAGE de viriones de PPV-R silvestre (WT) y de un mutante en el que las fosfo-dianas de serina
25, 81, 101 y 118 de la CP fueron reemplazadas por alanina (4SA) para prevenir la fosforilacién de la proteina. Los
viriones se purificaron a partir de plantas de N. benthamiana infectadas y se analizaron por 2D-PAGE, seguido de
tincion con azul de Coomassie. A la izquierda se muestra un marcador de peso molecular de proteinas y
horizontalmente se indican los puntos isoeléctricos estimados para las distintas isoformas de la CP.

Debido a este hallazgo, se llevd a cabo un analisis mas exhaustivo de la CP de los viriones del PPV
silvestre. Aunque las fosfo-treoninas 71, 106, 254 y 313 fueron identificadas claramente en la CP de
los viriones 4SA usando un motor Mascot con un umbral de confianza de 30 y una validacién manual
posterior, solo dos de las cuatro nuevas fosfo-dianas (T254 y T313) pudieron ser detectadas, y con
menos fiabilidad, en los viriones del PPV silvestre (Anexo 5). La identificacion de T254 y T313 como
dianas de fosforilacidn en la CP del virus silvestre solo fue posible tras reducir el umbral de confianza
de Mascot y Unicamente después de comparar los espectros de fragmentacion MS/MS de “baja
calidad” de los péptidos de la CP del virus silvestre, con los de “alta calidad” que sirvieron para validar

la modificacion de ambos residuos en la CP de los viriones 4SA.

Aungue el hecho de que las propiedades fisico-quimicas particulares de cada péptido puedan
afectar a la eficiencia de su deteccidn en los experimentos de MS limita el alcance de las conclusiones
cuantitativas de este tipo de estudios, nuestros resultados parecen indicar que existen importantes
diferencias en la incidencia de fosforilacidn entre unas dianas y otras en la CP de los viriones del PPV
silvestre. Por otro lado, los resultados también sugieren que la eliminaciéon de las dianas de
fosforilacion habitualmente detectadas (mutante 4SA) potencia la fosforilacidén de las encontradas
con menor frecuencia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el sistema de analisis empleado se
basa en la seleccién de los iones precursores mas abundantes, por lo que la dificultad de detectar
fosforilacion en las dianas “esporadicas” en los viriones del PPV silvestre podria deberse, mas que a
su supuesta menor incidencia en estos viriones en comparacion con los del mutante 4SA, a la
competicion impuesta por los iones con fosforilaciones en las dianas mayoritarias, ausentes en la CP

del mutante 4SA.
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Figura IV.16. Localizacién de residuos especificos de treonina fosforilados en la CP de PPV-R. (A) Espectros de
fragmentacion CID-MS/MS en los que se muestran los correspondientes péptidos fosforilados en un virus mutante
en el que se impidio la fosforilacion de las serinas diana 25, 81, 101 y 118 (mutante 4SA), previamente identificadas
en la CP del virus silvestre. En rojo se muestran algunos de los cambios previamente introducidos en el mutante 4SA,
que afectan a las fosfo-dianas de serina (S81A y S101A) y las cuatro treoninas susceptibles de ser fosforiladas (pT71,
pT101, pT254 y pT313). (B) Esquema de la CP de PPV-R y sus MPT. Se muestra la distribucién de las fosforilaciones
mapeadas en las treoninas especificas del mutante 4SA (elipses granates). En el esquema también se incluyen las
fosfo-dianas de serina descritas en el Capitulo IV.1 de la tesis (elipses rojas) y los aminodcidos O-GlcNAcilados
mapeados previamente en los viriones silvestres (hexagonos azules, ). Las regiones
Nt y Ct, asi como la regidn central de la proteina, se muestran sobre fondo gris. Las regiones de la CP de PPV-R se
definieron en base a la CP del potyvirus WMV

IV.1.5.1. Emular una fosforilacién constitutiva en los residuos T254 o T313 de la CP resulta deletéreo
para la infeccion por PPV-R

La deteccidn de fosforilacion en el residuo T254 resulta especialmente interesante ya que en la
progenie del mutante multiple 4SD, en el que se emulaba la fosforilacidn constitutiva de las cuatro
serinas fosforilables de la CP, aparecia una mutacién potencialmente compensatoria (T254K)
afectando a dicho residuo (Fig. IV.8). La fosforilacion en T313 también resultaba llamativa, debido a
que afecta a la region central distal de la proteina, donde se localizan las dos posibles dianas de

fosforilacién que se han descrito en la CP de otro potyvirus, el PVA
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Para evaluar la posible relevancia de las fosforilaciones en las treoninas 254 y 313, estos
aminodcidos fueron reemplazados por residuos de alanina (T254A y T313A), para impedir que tuviera
lugar la fosforilacion, o de acido aspartico (T254D y T313D), para emular un estado de fosforilacidn
constitutiva en cada una de las dianas de forma individual. Como controles se introdujo una mutacién
silenciosa en la posicidn 254 (T254T*) o se reemplazé el residuo T313 por asparagina (T313N), un
aminoacido neutro con un tamafio de cadena lateral similar a la del acido aspartico cargado
negativamente. Todas las mutaciones se introdujeron en la secuencia codificante de la CP del

plasmido pICPPV-NK-IGFP (Fig. IV.17).
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Figura IV.17. Esquema de la CP de PPV-R expandiendo la mitad C-terminal desde el residuo 253 al 314, donde se
localizan las fosfo-dianas T254 y T313; ademas del residuo T304 dentro del motivo CK2 (recuadrado en verde). Se
muestran las mutaciones introducidas en los clones de cDNA de los vectores PPV-R denominados pICPPV-NK-IGFP y
pLX-PPV (este ultimo utilizado para agroinfectar, a). Los residuos mutados en las posiciones 254, 304 y 313 se marcan
en rojo. En el esquema de la parte superior de la imagen se representan como elipses rojas las fosforilaciones
detectadas en los residuos T254 y T313, mientras que la hipotética diana T304 de la quinasa CK2 se muestra como
una elipse verde.

Los cDNA de las distintas construcciones se emplearon para inocular manualmente plantas de N.
benthamiana. El curso de la infeccion viral se monitorizé por inspeccion visual de los sintomas y
mediante la observacién de la fluorescencia procedente de la GFP expresada a partir de los distintos
vectores virales. En un primer ensayo, las plantas se inocularon con los mutantes T254A, T254D y
T254T*, ademas del virus silvestre. A los 8 dpi se detectaron sintomas y expresion de GFP

compatibles con infeccidn por PPV en la mayoria de las plantas inoculadas con el virus silvestre y en
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unas pocas plantas inoculadas con los virus T254A y T254T*. Sin embargo, a tiempos tardios el
ndmero de plantas con signos de infeccion resultd ser similar en los tres virus. A los 28 dpi, todas las
plantas inoculadas con el virus silvestre o con los mutantes T254A o T254T* se encontraban
infectadas (6/6). Ademas, el analisis por Western Blot reveld que la acumulacion de CP viral de ambos
mutantes era similar, y comparable a la del virus silvestre. Por el contrario, ninguna de las plantas
inoculadas con el mutante T254D mostro signos de infeccion (0/6) y en ninguna de ellas se observé
expresion de GFP o se detectd acumulacion de CP (Fig. IV.18A, B). La amplificacion por IC-RT-PCR y
posterior secuenciacion de un fragmento de cDNA que alberga la regidn codificante de la CP reveld
que las sustituciones T254A y T254T* se mantenian estables en la progenie viral, y no detecté
mutaciones adicionales en el resto de la proteina. En el caso del mutante T254D, la ausencia de

amplificacion, permitié confirmar la infectividad nula de este virus.

WT T254T* T254A T254D
Conl Clon2 |Clonl Clon2 |Clon1l Clon2 | Clon1l Clon2
P1+P2 P2+P3 | P1+P2 P1+P3 | P1+P3 P1+P2 | P1+P2 P1+P2
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Figura IV.18. Inoculacién de plantas de N. benthamiana con PPV-R silvestre (WT) o mutantes afectados en la CP del
virus en los que se han introducido cambios en las treoninas 254 o 313. Las plantas se inocularon manualmente con
cDNA viral (dos clones por construccidn excepto en el caso del mutante T313A del que se analizaron dos réplicas del
mismo clon). Se recogieron las hojas superiores a las inoculadas a los 28 (A, B) 0 21 (C, D) dpi. (A, C) Imdgenes tomadas
bajo el microscopio de epifluorescencia. Barra, 5 mm. (B, D) Andlisis Western Blot anti-CP de extractos crudos
procedentes del tejido de plantas inoculadas. Los virus ensayados, los clones, las réplicas técnicas, las combinaciones
de plantas analizadas y los volumenes de extracto cargados aparecen indicados. La sefial de la RuBisCO tefida con
rojo Ponceau se incluye como control de carga.

En un segundo experimento, las plantas fueron inoculadas manualmente con el cDNA de los
mutantes T313A, T313D y T313N, y el del virus silvestre. La monitorizacidon de sintomas y de la
fluorescencia de la GFP permitieron detectar infeccidon sistémica a los 7 dpi en la mayoria de las
plantas inoculadas con el virus no mutado; sin embargo, en el caso de los mutantes T313Ay T313N

solo se pudieron detectar ligeros signos de infeccidén a partir de los 18 dpi. Por otro lado, ninguna
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de las plantas inoculadas con el mutante T313D parecia estar infectada. La visualizacién de la
fluorescencia de la GFP y la deteccién de la CP mediante Western Blot permitié determinar que la
acumulacion viral era claramente inferior en las plantas de N. benthamiana infectadas con el
mutante incapaz de fosforilarse en la posiciéon 313 (T313A) en comparacién con la de las plantas
infectadas con el virus silvestre o con el mutante utilizado como control (T313N) (Fig. IV.18C, D).
En cuanto al mutante T313D, no se pudo detectar GFP o CP en ninguna de las plantas inoculadas
con este mutante. El analisis por IC-RT-PCR y en su caso, la posterior secuenciacion del fragmento
amplificado, confirmo la estabilidad de la secuencia codificante de la CP de los mutantes T313Ay

T313N, ademas de la ausencia de infeccidn en las plantas inoculadas con el mutante T313D.

Estos resultados muestran que, mientras que la incapacidad de la CP de fosforilarse en los
residuos T254 o T313 tiene efectos limitados en la infeccién por PPV-R (mas pronunciados en el
caso de T313), la mimetizacién de fosforilacién en cualquiera de las dos dianas afecta

drasticamente a la infeccion viral.

IV.1.5.2. El residuo T304 de la CP de PPV-R, que forma parte de un motivo CK2 conservado
mayoritariamente en los potyvirus, no parece ser diana de fosforilacion

Como se ha comentado en la Introduccidn, la CP del PVA puede fosforilarse por la quinasa CK2
en los residuos T242 y T243, incluidos en un motivo CK2 presente en la regidn central distal de esta
proteina y que se encuentra mayoritariamente conservado entre los miembros del género
Potyvirus . Tedricamente, el motivo CK2 presente en la CP
del PPV podria ser fosforilado en el residuo T304, homdlogo a la fosfo-diana T243 de la CP del PVA
(Fig. IV.19A). Sin embargo, en ninguno de los andlisis por MS realizados hasta el momento se habia

detectado que la CP de PPV-R, ensamblada en viriones, estuviera fosforilada en T304.

Teniendo en cuenta que mutar las treoninas del motivo CK2 de la CP del PVA tiene
consecuencias drasticas para el virus , decidimos analizar
si mutagenizar el residuo T304 de la CP de PPV-R desencadenaba un efecto similar debido a la
presencia de una fosforilacion que no habiamos sido capaces de detectar. Para ello se siguié un
procedimiento similar al descrito en el apartado anterior. La treonina 304 se reemplazé por alanina
(T304A) para impedir su hipotética fosforilacion, o por acido aspartico (T304D) para emularla.
Como control, el residuo 304 se sustituyé por asparagina (T304N). Todas estas mutaciones se

introdujeron en el plasmido pICPPV-NK-IGFP (Fig. IV.17).

El cDNA de los clones virales mencionados se inoculdé mecanicamente en plantas de N.
benthamiana, que fueron monitorizadas para detectar sintomas de infeccidn y GFP expresada por
los virus. No se observaron diferencias en la infectividad (Fig. IV.19B) o en la progresién de la
infeccion (Fig. IV.19C) a los 21 dpi entre los distintos mutantes, o en comparacién con el virus

silvestre. A este mismo tiempo, tampoco se detectaron diferencias apreciables en la acumulacién
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viral en hojas sistémicamente infectadas analizadas mediante Western Blot anti-CP (Fig. IV.19D).
La amplificacion por IC-RT-PCR seguida de secuenciacién de un fragmento de cDNA
correspondiente a la CP confirmé la estabilidad de las tres mutaciones en la progenie viral de cada
uno de los virus. Por ultimo, y con el objetivo de facilitar la posible adaptacidn de los mutantes
T304A, T304D y T304N por medio de mutaciones espontaneas secundarias, la progenie de cada
mutante se sometid a cuatro pases seriados. El anadlisis de la progenie viral acumulada en las
plantas infectadas tras el cuarto pase, constaté la estabilidad de la secuencia codificante de la CP

en todos los casos.

Estos resultados indican que, al contrario de lo que ocurre en PVA, impedir o emular la
fosforilacién de la CP de PPV-R en la diana tedrica T304 del motivo CK2 conservado no afecta de
forma significativa a la infeccion viral, y sugieren que la fosforilaciéon en este motivo no es relevante

para todos los potyvirus.
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242 243
PVACP .NVITSEEDTER. B
PPVCP .NVGTQEEDTER.. o 13047, | T3040 | T304N
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T304A
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WT T304A T304D T304N
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Figura 1V.19. Andlisis de la relevancia del motivo CK2 de la CP de PPV-R en la infeccidn viral. (A) La secuencia consenso
[S/TIXX[D/E] de la quinasa CK2 presente en la CP del PVA y de PPV-R se muestra sobre fondo verde. Los residuos
fosforilables (T242 y T243) en la CP del PVA , asi como la hipotética fosfo-
diana T304 en la CP de PPV-R se marcan en rojo. (B) Infectividad, estimada en base a |la expresién de GFP a los 21 dpi
en plantas de N. benthamiana inoculadas mecanicamente con cDNA de PPV-R silvestre (WT) o de mutantes en T304.
Se utilizaron dos clones de cada virus, excepto en el caso de T304D del que se analizaron dos réplicas del mismo clon.
(C) Imagenes tomadas bajo el microscopio de epifluorescencia. Barra, 5 mm. (D) Analisis por Western Blot anti-CP de
extractos de hojas superiores a las inoculadas, recogidas a los 21 dpi. Se indican los virus inoculados, los clones, las
réplicas técnicas y las combinaciones de plantas analizadas. La sefial de la proteina RuBisCO tefiida con rojo Ponceau
se incluye como control de carga.
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IV.2. La fosforilacion y O-GIcNAcilacion de la CP se conserva en diferentes aislados y
huéspedes del PPV

Estudios previos identificaron siete residuos de treonina y uno de serina que pueden O-
GlcNAcilarse (o influenciar la O-GlcNAcilacidn de otros aminodcidos) en la regidn N-terminal de la CP
del aislado PPV-R, cuando infecta diferentes especies herbaceas
En el Capitulo IV.1 de esta tesis se describe que la CP de viriones de PPV-R purificados a partir de
plantas infectadas de N. benthamiana puede ademas modificarse por fosforilacion en los residuos
S25, T71, S81, S101, T106, S118, T254 y T313, distribuidos por las distintas regiones de la proteina
(Fig. IV.1y Fig. IV.16). A continuacién, se realizaron distintos ensayos con el fin de evaluar el grado
de conservacion de estas modificaciones en las infecciones de diferentes huéspedes y por distintas

cepas virales.

IV.2.1. La fosforilacion y O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R se conserva en distintos huéspedes
herbaceos experimentales, asi como en un huésped natural del patégeno

Para verificar si, como la O-GIcNAcilacién, los patrones de fosforilacién también se conservan en
diferentes huéspedes herbaceos, y extender estos estudios a la infeccién en un huésped natural

lefioso, se llevaron a cabo diferentes analisis de MS.

IV.2.1.1. El patron de fosforilacion de la CP de PPV-R es similar en distintos huéspedes experimentales
herbdceos

Entre las plantas que el PPV es capaz de infectar se encuentra A. thaliana. Este huésped se infectd
empleando la agroinfiltracion como método de inoculacién utilizando la construcciéon pSN-PPV, un
vector binario de PPV-R. Las particulas virales producidas en A. thaliana se purificaron a partir de tejido
sistémicamente infectado recogido a los 21 dpi, siguiendo el protocolo descrito por

ligeramente modificado. Los viriones se digirieron con tripsina y Lys-C, se sometieron a un
tratamiento de fosfo-enriquecimiento y se analizaron por LC-MS/MS. La ionizacién y posterior
fragmentacion de los péptidos tripticos permitié identificar fosforilaciones en los residuos S81, S101,
S118 e, incluso, en T71 y T254, denominadas en el Capitulo IV.1 como dianas de fosforilacién
“esporadica” (Anexo 6). Es importante destacar que, como en el caso de los viriones purificados a partir
de N. benthamina, los péptidos que incluyen los residuos T71 y T254 fueron mucho menos abundantes
que los que contienen a S81, S101 o0 S118. La fosforilacién en S25, detectada con frecuencia en viriones
de PPV-R obtenidos a partir de N. benthamiana (Tabla IV.1 y Anexo 5), solo pudo mapearse con
ambigliedad en la proteina expresada en A. thaliana, al no obtenerse un espectro de fragmentacidn
claro que permitiera distinguir si la fosforilacién estaba teniendo lugar en S25, T19 o T24. Por su parte,
los residuos T106 y T313 no se detectaron fosforilados, a pesar de que los péptidos que los contenian

se generaron en abundancia. De manera que es probable que ambos residuos no se encuentren
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fosforilados en la CP de viriones producidos en A. thaliana o que su modificacién tenga lugar de manera

muy esporadica (al igual que ocurria en N. benthamiana, ver Anexo 5).

Aunque en los viriones de PPV-R procedentes de A. thaliana no se han podido cubrir
homogéneamente las regiones de la CP donde se situan todas las dianas fosforilables previamente
identificadas, globalmente los resultados muestran que la localizacién de los residuos fosforilables en
la proteina se conserva en huéspedes herbaceos experimentales tan distintos como N. benthamiana y

A. thaliana.

IV.2.1.2. El patrdn de fosforilacion de la CP de PPV-R en un huésped natural de este virus es similar al
observado en los huéspedes herbdceos experimentales

Con el objetivo de determinar si la fosforilacién de la CP de PPV-R también tiene lugar en sus
huéspedes naturales y, de ser asi, si se produce en las mismas dianas, se inocularon plantulas de
P. persica mediante agroinfiltracion con pSN-PPV-5’BD un clon derivado de pICPPV-5'BD-GFP (sf-WT,
Fig. IV.6). A los 21 dpi se recolectd tejido sistémicamente infectado, y a partir del mismo, se
purificaron viriones utilizando el método de modificado. Las muestras
digeridas con tripsina/Lys-C y fosfo-enriquecidas se analizaron por LC-MS/MS. El analisis de los
espectros de fragmentacidon mostré que la CP de los viriones de PPV-R procedentes de P. persica es
capaz de fosforilarse en los residuos S81, S101, S118 y T254 (Anexo 6). El hecho de que la T254 se
detecte fosforilada en tres huéspedes diferentes avala la idea de que, a pesar de que la fosforilacion
en esta posicidn parece ser mas esporadica que la que afecta a otras posiciones de la proteina
ensamblada, puede ser igualmente relevante para la infeccién viral. Al igual que ocurrié en A.
thaliana, en P. persica la fosforilacién en S25 no pudo ser asignada sin ambigliedad, debido a que los
espectros de fragmentacidn correspondientes no permitieron discernir con seguridad si el grupo
fosfato se encontraba modificando a S16, T19, T24 o S25. Otra posible diana de fosforilacién, T71,
solo pudo ser estudiada en el péptido [71-93], muy poco abundante. Por esta razén, aunque T71 solo
aparecié no modificada, no se puede descartar que un analisis mas exhaustivo permitiera detectar
este residuo fosforilado. La fosfo-diana tedrica T106 tampoco se detectd fosforilada; sin embargo,
en su caso si fue posible identificar un nimero mayor de péptidos albergando este residuo. De ahi
que se pueda asumir como probable que T106 no se modifica en este huésped o lo hace muy
esporadicamente. En cuanto al residuo T313, solo se detecté un péptido poco abundante que lo
contuviera, por lo que no fue posible sacar ninguna conclusién acerca de si este sitio podia ser

modificado o no en P. persica.

Teniendo en cuenta los resultados del mapeo de las fosforilaciones que modifican a la CP de los
viriones purificados desde N. benthamiana, A. thaliana y P. persica, puede afirmarse que los residuos

S81, S101, S118, T254 (y posiblemente S25) de la CP de PPV-R se fosforilan en los tres huéspedes
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estudiados. Esta fuerte conservacién entre especies sugiere que la fosforilaciéon de la CP puede

cumplir una funcidn relevante durante la infeccion viral.

IV.2.1.3. La CP de PPV-R se O-GIcNAcila en un huésped natural del virus, incluso a niveles superiores
a los detectados en un huésped herbdceo experimental

Para averiguar si la O-GlcNAcilacion de la CP de PPV-R también puede tener lugar en sus
huéspedes lefiosos naturales, dos lotes de plantas de P. persica y N. benthamiana se inocularon
mediante agroinfiltracién con la quimera pSN-PPV-5’BD. El tejido sistémicamente infectado fue
recolectado a los 21 dpi y a partir del mismo se purificaron particulas virales por el método de

modificado. Las dos réplicas bioldgicas de viriones obtenidos a partir de cada
huésped se digirieron con tripsina y los péptidos resultantes se analizaron por MALDI-TOF (Fig.
IV.20). La intensidad relativa con la que se detectd el péptido [1-39] no modificado fue 3 veces
superior en la CP obtenida desde plantas de N. benthamiana que en la obtenida a partir de plantas
de P. persica (una media de 25.8 % frente a 8.2 %). Reciprocamente, la intensidad relativa de la
especie peptidica di-O-GlcNAcilada fue casi 2 veces superior en la CP procedente de P. persica

comparada con la de N. benthamiana (una media de 43.0 % frente a 24.6 %).
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Figura IV.20. O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R presente en viriones purificados a partir de plantas infectadas de N.
benthamiana (N.b) y P. persica (P.p). Se muestran los espectros MALDI-TOF que cubren la regidn del péptido [1-39]
en dos réplicas bioldgicas distintas para cada una de las muestras. Se indican los ratios m/z asignados a los picos
relevantes y el nimero de residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. En rojo se indica el porcentaje
calculado para los péptidos N.M., 1-GIcNAc y 2-GIcNAc obtenido en base a la intensidad de cada sefial mayoritaria
con respecto a la suma de las intensidades de las tres especies peptidicas. Las estrellas sefialan los picos precursores
N.M. que se corresponden con el péptido triptico [1-39].
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La eficiente O-GlcNAcilacién de la CP de PPV-R en P. persica apoya la idea de que esta
modificacién post-traduccional desempefia un papel importante en la infeccién del PPV en

condiciones naturales.

IV.2.2. La fosforilacion y O-GlcNAcilacion de la CP del PPV se conserva en distintas cepas del virus,
en las cuales se detectan residuos fosforilables comunes y especificos

Experimentos previos de nuestro laboratorio sugerian que la CP de aislados de las cepas Dy M
del PPV podia fosforilarse en residuos de serina y treonina . Por
otro lado, analisis cualitativos del grupo de M. Glasa y Z. Subr (Institute of Virology, Slovak Academy,
Bratislava) acerca de la presencia de glicosilaciones y fosforilaciones en la CP de aislados del PPV de
las cepas D, M y Rec

, sugerian que la proteina procedente de las tres cepas podia estar siendo modificada por

ambas MPT.

Hasta este momento, en esta tesis el estudio de la O-GIcNAcilacién y fosforilacion de la CP del
PPV se ha realizado sobre el aislado PPV-R, que pertenece a la cepa D. Con el objetivo de extender el
conocimiento de las MPT de la CP del PPV a otras cepas del virus, se afiadieron a los analisis las CP

de los aislados PPV-SwWCM (cepa C) y PPV-BOR-3 (cepa Rec).

La secuencia de la CP del PPV esta muy conservada en su region central y C-terminal, pero
bastante menos en su regién N-terminal. Debido a esto, no todos los residuos susceptibles de ser O-
GlcNAcilados o fosforilados en la CP de PPV-R se encuentran conservados en las CP de los aislados
de otras cepas del virus. Un alineamiento entre las secuencias de la CP de los aislados PPV-R, PPV-
SWCM y PPV-BOR-3 revel6 que las dianas fosforilables (serinas o treoninas) de la CP de PPV-R en 71,
81,101, 118, 254 y 313 se conservaban en PPV-BOR-3 y PPV-SwCM, mientras que las dianas 25y 106

solo lo hacian en este ultimo (Fig. IV.21).

El hecho de que la diana fosforilable T106 no exista en todas las cepas del virus, sugiere que la
modificacién de esta posicidon no es especialmente relevante, hecho que también se sustenta al no
haberse detectado modificado el residuo T106 en la CP de PPV-R silvestre procedente de N.
benthamiana (Anexo 5), A. thaliana o P. persica (Anexo 6). Por otro lado, se observd que todos los
sitios susceptibles de O-GlcNAcilaciéon, exceptuando T58 (ausente en PPV-SwCM y PPV-BOR-3) y
S65 (ausente en PPV-SwWCM), estdn conservados en los tres aislados analizados. Este analisis revela
que la mayoria de los residuos de la CP en los que se ha detectado O-GlcNAcilacién o fosforilacidn
se conservan en otras cepas del virus, lo que apoya la hipétesis de que la modificacién de estas

dianas posee relevancia funcional.
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PPV-R -—-ADEREDEEEVDAGKPSVV-——(TAP. PILQPPPVIQPAPRTITASMLNPIF|TP.
PPV-BOR-3 —-ADEKEDDEEVDAGKPTVV--—|TRPA ATTQPAPVIQPAIQTITTPMFNPIE|TP.

PPV-SwCM AKEGNDDDVTLVDAGKSTVITAV|STPA SQFPPPP--FPNLQSTRPMFDPIF|TP.
T71 s81 Slgl 5106
PPV-R PATRKPVSQVSGPQLOTEFGTYGNEDASPSNSNALVNTNRDRDVDAGSVGTFTVPRLKAMTS
PPV-BCOR-3 PAIRPVSPISGATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTS
PPV-SwCM PNVRPIAPVVTSP-ESYGVIGNQNVITPSSSNALVNTRKDRDVDAGTIGTFSVPRLKSMTS
5118
PPV-R KLSLPKVKGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSIIL
PPV-BOR-3 EKLSLPKVKGKAIMNLNHLAQYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSIIL
PPV-SwCM KLSLPKVRGEKAIMNLSHLAHYNPAQTDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVSDDEMSIIL

PPV-R NGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYIE
PPV-BOR-3 NGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYIE
PPV-SwCM NGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYIE

T254

PPV-R KRNYERKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDEFYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAALRNVQONRL
PPV-BCR-3 KRNYEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDEYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAALRNVONRL
PPV-SwCM KRNYERAYMPRYGIQRNLTIDYSLARYAFDEYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAALRNVQONRL

Motivo CK2 T313

PPV-R FGLDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV
PPV-BOR-3 FGLDGNVGTQEEDTERHTRGDVNRNMHNLLGVRGV
PPV-SwCM FGLDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV

Figura 1V.21. Alineamiento de las secuencias de la CP de tres aislados del PPV: PPV-R, PPV-BOR-3 y PPV-SwCM,
pertenecientes a las cepas D, Rec y C, respectivamente. Se destacan los residuos en los que previamente se han
identificado fosforilaciones (rojo) y O-GlcNAcilaciones (azul) en la CP de viriones de PPV-R y sus equivalentes
potencialmente modificables en los otros dos aislados. Los recuadros muestran la conservacion de las dianas que se
han visto fosforiladas en PPV-R. El motivo CK2, conservado mayoritariamente en los potyvirus, se muestra sobre
fondo verde. Las proteinas se alinearon utilizando el programa Clustal Omega (European Bioinformatics Institute).

IV.2.2.1. La CP de PPV-SWCM (cepa C) se encuentra fosforilada, ademds de en sitios compartidos con
PPV-R, en el motivo CK2 conservado en el género Potyvirus

Para determinar si la CP de PPV-SwCM se fosforila, se utilizé el cDNA infeccioso de la quimera
CP-SwWCM-R, que incluye la secuencia codificante de la CP de PPV-SWCM en el armazoén del cDNA
de PPV-R . El motivo por el que se utilizé un clon hibrido y no
un cDNA completo de PPV-SWCM es que este aislado provoca una necrosis sistémica letal en N.
benthamiana gue impediria obtener suficiente tejido infectado

para purificar viriones.

Inicialmente se inoculd un pequefio numero de plantas de N. benthamiana con el cDNA de CP-
SWCM-R, y con el tejido sistémicamente infectado de estas plantas, se inoculd un lote mayor de
plantas de N. benthamiana, a partir de cuyas hojas infectadas sistémicamente, recogidas a 21 dpi,
se purificaron viriones por el método de modificado. Las muestras se
analizaron por LC-MS/MS después de digestion con tripsina/Lys-C y fosfo-enriquecimiento. Los
resultados muestran que la CP de PPV-SwWCM se encuentra fosforilada en los aminoacidos T83, $120

y T256, respectivamente equivalentes a los residuos S81, $118 y T254 de la CP de PPV-R (Anexo 6).
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El haberse detectado fosforilado el residuo equivalente de T254, aunque también ahora de manera
esporadica, sugiere una vez mas que la fosforilacién de esta diana es especialmente relevante.
Sorprendentemente, y a diferencia de lo observado para la CP de PPV-R, en la proteina de PPV-
SwCM también se encontré fosforilado el residuo T306 (equivalente a la diana T304 de PPV-R) del
motivo CK2 mencionado en el Apartado IV.1.5.2 (Fig. IV.21, Fig. IV.22A y Anexo 6). Debido a que
la cobertura de secuencia de la proteina no resulté demasiado buena, no fue posible recuperar
péptidos que contuvieran al residuo S30 (equivalente a la S25 de PPV-R) y no se pudo obtener
informacion acerca de esta posicion. Ademas, los péptidos que incluian las posiciones 73, 103, 108
y 315 (equivalentes a 71, 101, 106 y 313 en la CP de PPV-R) fueron en general poco abundantes
(Anexo 6); de manera que no se pudo descartar la posibilidad de que los mismos pudieran estar
también modificados en PPV-SWCM. A pesar de estos inconvenientes, los resultados indican que
como la CP del virus de la cepa D un virus de la cepa C también se fosforila, aunque las dianas

fosforilables pueden ser comunes o especificas de cada cepa.
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Figura IV.22. Fosfo-dianas de la CP del PPV identificadas exclusivamente en la proteina del aislado PPV-SwCM o PPV-
BOR-3. Espectros de fragmentacion CID-MS/MS que han permitido identificar de forma inequivoca la fosforilacién en
la diana T306 en la CP de PPV-SWCM (A) y en la S62 en la CP de PPV-BOR-3 (B).

Como se describid en el Apartado IV.1.5.2, el residuo T304 del motivo CK2 de la CP de PPV-R, a
diferencia de su equivalente en el PVA, no parece estar modificado por fosforilacion (Anexo 5) ni ser
muy relevante para la infeccion viral (Fig. IV.19). El hecho de haberse detectado modificado el
residuo equivalente en la CP de PPV-SwCM (T306) sugiere que la modificacidon de este aminoacido
podria ser importante especificamente para dicha cepa, al igual que ocurre con el PVA. Para explorar
esta posibilidad se llevé a cabo un ensayo similar al descrito para la posicion 304 de la CP de PPV-R,
mutagenizando en este caso el residuo T306 de la CP de la quimera CP-SWCM-R por alanina (T306A),
acido aspartico (T306D) o asparagina (T306N). El cDNA de los tres mutantes puntuales se empled

para inocular mecdnicamente plantas de N. benthamiana, llevando como control el cDNA de la
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quimera no mutada. La mayor parte de las plantas inoculadas con el virus silvestre (4/4) o con el
mutante T306A (7/8) mostraron signos de infeccion a tiempos tempranos (12 dpi), mientras que el
numero de plantas que mostraron sintomas tras ser inoculadas con los mutantes T306D y T306N
(1/8 y 0/8, respectivamente) fue claramente menor. No obstante, a los 21 dpi la infectividad en todos
los mutantes tendid a igualarse (Tabla IV.6). La acumulacién viral en el tejido sistémicamente
infectado al cabo de 21 dpi resultd ser ligeramente inferior en las plantas inoculadas con el virus
T306D, comparado con los otros dos mutantes y el virus silvestre (Fig. IV.23A). El andlisis mediante
IC-RT-PCR vy posterior secuenciacion de la regidn codificante de la CP de las poblaciones virales de
una planta infectada con cada construccién, no mostré alteraciones en la secuencia de la CP en
ninguno de los casos (Fig. IV.23B). Estos resultados sugieren que, aunque la CP procedente del
aislado PPV-SwWCM se fosforila en un sitio equivalente a la del PVA, la fosforilacion en esta diana es

menos relevante para la infeccidn por PPV que en el caso del PVA.

Tabla IV.6. Infectividad en plantas de N. benthamiana inoculadas con la quimera CP-SWCM-R que expresa la CP del
aislado PPV-SwCM y mutantes afectados en la fosfo-diana T306 de la proteina

Inéculo® Clon Infectividad*

11 4/4

T306A
12 4/4
1 2/4

T306D
2 3/4
1 4/4

T306N
2 2/4
WT 1 4/4

3Las plantas se inocularon manualmente con cDNA de los clones indicados

*Plantas infectadas/plantas inoculadas

El enlentecimiento en la progresién de la infeccidn observado tras inocular los mutantes T306N y
T306D, ademas de la menor acumulacién de este ultimo (Fig. IV.23A), sugerian que la modificacion
de la fosfo-diana T306 podria estar afectando a la eficacia bioldgica del patdgeno. Para facilitar una
posible evolucidn adaptativa de los mutantes, que proporcionara informacién acerca de sus
potenciales defectos, las progenies de cada uno de ellos se sometieron a pases seriados (utilizando
dos linajes independientes por construccidn). Tras cuatro pases, el analisis por IC-RT-PCR y posterior
secuenciaciéon del fragmento de cDNA correspondiente a la region codificante de la CP reveld la
aparicion de mutaciones espontaneas en la progenie viral de todos los mutantes analizados (Fig.
IV.23B). En la poblacién viral de los dos linajes procedentes del mutante T306A se detectd reversion

a la secuencia original del virus silvestre, al introducirse un cambio de G a A y la consiguiente

111



reversién de alanina a treonina en la posicién 306. Por su parte, los dos linajes del mutante T306D
mostraron una mutacién de C a A que provocaba un cambio de treonina a lisina en la posicion 273.
Ademas, en uno de los linajes de este mutante aparecié una segunda mutacidén, de G a A, que daba
lugar a un cambio de alanina a treonina en la posicién 128. Por Ultimo, cada uno de los linajes del
mutante T306N siguid una historia evolutiva diferente. En uno de ellos se introdujo una mutacion de
A a G que causaba un cambio de asparagina a acido aspartico en la posicion 88, mientras que en el
otro tuvieron lugar mutaciones de Ta Gy de Ca T que causaron cambios de isoleucina a serina en la

posicién 77 y de leucina a fenilalanina en la posicién 121.

A
WT | T306A T306D | T306N WT
Clon 1 Clon 1 Clon 1 Clon 2 Clon 1 Clon 2 Clon 1
Réplica 1 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1
P1+P2 " P1+P2+P3+P4 P1+P2+P3+P4 P2+P3 P2+P3 P1+P2+P3+P4 P1+P2 P3+P4
G S Snmny —— e G Cmm— —
20.6 12.7 15.1 10.2 9.1 14.7 129 11.2
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—> P2+pP3 —>» T306D—> NA — NA > T306D A128T+T273K

T306D B
P2+P3 T306D NA —> NA ——> T306D 273
P1+P2 T306N NA ——> NA —> T306N "&80
T306N )
P1+P2 T306N NA —> NA ——> T306N!'775rL121F

Figura 1V.23. Acumulacién viral y mutaciones secundarias que aparecen en la progenie de mutantes de la quimera
CP-SwCM-R afectados en la fosfo-diana del motivo CK2 de la CP del PPV. A los 21 dpi se analizaron extractos de
proteinas totales obtenidos a partir de plantas de N. benthamiana inoculadas mecanicamente con el cDNA de la
quimera CP-SwCM-R del PPV, cuya secuencia correspondia a la de PPV-R a excepcion de la CP que procedia de PPV-
SWCM. Se ensayd la quimera silvestre (WT) y mutantes del virus en los que se suprimié (T306A) o emulé una
fosforilacién constitutiva (T306D) en la treonina 306 de la CP. Como control se utilizd un mutante en el que se
introdujo un residuo neutro con una cadena lateral de tamafio similar a la del 4cido aspartico (T306N). (A) Analisis
mediante Western Blot especifico anti-CP utilizando dos clones de cDNA de T306D y T306N, y dos réplicas de un unico
clon de T306A. Se indican los virus inoculados, los clones, las réplicas técnicas y las combinaciones de plantas
analizadas. La intensidad de cada banda de CP, mostrada debajo de cada carril, se calculé con el programa Quantity
One 1-D (Bio-Rad). La sefial de la proteina RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (B)
Pases seriados en plantas de N. benthamiana de la progenie viral de cada uno de los mutantes. Cada linaje
corresponde a un clon viral, o una de las réplicas del clon T306A. Como indculo se emplearon mezclas de extractos
de varias plantas En el esquema se muestra la mutacion que originalmente estaba presente en el cDNA inoculado,
que permanecié inalterada tras el primer pase, asi como las nuevas mutaciones (en rojo) detectadas tras el cuarto
pase. (NA) No analizado.

El resultado de los pases seriados matiza la conclusién derivada de la inoculacién primaria y

sugiere que modificar la diana del motivo CK2 en la CP de PPV-SwWCM provoca un efecto deletéreo

112



en la infeccién viral, aunque no tan drastico como el de la mutacidn de este mismo motivo en PVA,
no extensible al aislado PPV-R. Parece, por tanto, que la repercusién de fosforilar este sitio en las CP
del PPV y del PVA no seria la misma, y que en el caso del PPV su funcién podria ser compensada por

otras fosforilaciones o cambios estructurales en distintas regiones de la proteina.

IV.2.2.2. La CP de PPV-BOR-3 (cepa Rec) comparte dianas de fosforilacion con otros aislados y,
ademds, puede fosforilarse especificamente en la S62

La CP de PPV-BOR-3 presenta propiedades atipicas en cuanto a su movilidad en geles SDS-PAGE,
pues se detecta como una doble banda . Cuando esta proteina es tratada con
fosfatasa, la banda de menor movilidad electroforética desaparece y Unicamente se detecta la segunda,

ya que la doble banda se debe a una fosforilacién diferencial

Con el objetivo de confirmar la fosforilacidn de la CP de PPV-BOR-3 y concretar cual es la localizacion
especifica de los residuos modificados, se purificaron viriones de este aislado y se analizaron por
técnicas de MS. En el laboratorio disponiamos de dos réplicas bioldgicas de viriones PPV-BOR-3 que
habian sido purificados por el método de a partir de plantas de N. clevelandii, y que
fueron utilizados para inocular manualmente un pequeiio nimero de plantas de N. benthamiana. El
tejido sistémicamente infectado de estas plantas se empled a su vez para infectar un lote mayor de
plantas de N. benthamiana, a partir de las cuales se purificaron viriones por el método de

modificado. Los viriones obtenidos a partir de N. benthamiana junto con las dos réplicas
bioldgicas de viriones PPV-BOR-3 procedentes de N. clevelandii se digirieron con tripsina y Lys-C, se
fosfo-enriquecieron y se analizaron por LC-MS/MS. Los resultados permitieron mapear en la CP de PPV-
BOR-3 fosforilaciones en los residuos $81, $101, S118 y T254 (Anexo 6). Ademas, en la CP de PPV-BOR-
3 se detectd una nueva fosforilacion en la serina 62 (Fig. IV.22B), una modificacién que ya habia sido
predicha por el grupo de M. Glasa y Z. Subr . Esta fosforilacion nunca antes se habia
detectado en ninguno de los multiples analisis a los que se habia sometido la CP de PPV-R (Anexo 5y
Anexo 6); aunque, hay que tener en cuenta que los péptidos que cubren esta posicién suelen ser poco
abundantes, por lo que no se puede descartar que la S62 también pueda modificarse en la CP de PPV-
R. Sin embargo, que la S62 no se conserve en la CP de PPV-SwCM (Fig. IV.21), parece sugerir que la
fosforilacion en esta posicién podria ser especifica de la CP de PPV-BOR-3. No se encontraron mas sitios
fosforilados, pero el hecho de que fueran muy poco abundantes los péptidos que albergaban los
aminodcidos T71, T304 o T313 impide obtener conclusiones fiables acerca de la posible modificacién
de estos residuos en PPV-BOR-3. Las posiciones equivalentes a las fosfo-dianas en posicion 25y 106 las

ocupan aminoacidos que no podrian ser fosforilados en este aislado (Fig. IV.21).

Estos resultados, junto con los del mapeo de la CP del aislado PPV-SwCM, ponen de manifiesto que
la fosforilacion esta extendida entre las distintas cepas del PPV, y confirman que muchos de los residuos

fosforilables estan compartidos entre ellas, pero que también hay dianas mas especificas.
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IV.2.2.3. La CP de los aislados PPV-SwCM (cepa C) y PPV-BOR-3 (cepa Rec) se modifica por O-
GlIcNAcilacion

En un primer intento de determinar si la CP de PPV-SWCM y PPV-BOR-3 se modifica por O-
GlcNAcilacién, los viriones obtenidos anteriormente se analizaron por MALDI-TOF. En el caso de la CP
de PPV-SWCM, no se recuperaron péptidos tripticos que cubrieran la regién comprendida entre los
aminoacidos 17 y 72, donde presumiblemente tendrian lugar las O-GlcNAcilaciones. Por otro lado,
tampoco en su caso la mala digestibilidad de la CP de PPV-BOR-3 nos permitié obtener informacién de
calidad. Como método alternativo de determinar de forma cualitativa la posible O-GIcNAcilacion de la
CP de estos aislados, se aprovecharon las pequefias diferencias de movilidad en SDS-PAGE que se
habian observado en la CP de PPV-R procedente de plantas de N. benthamiana silvestres o deficientes

en SEC (SEC-b2), debidas a su diferente nivel de O-GlcNAcilacién

En este ensayo se inocularon manualmente plantas de N. benthamiana silvestres y SEC-b2 con
extractos de plantas infectadas con los virus CP-SwWCM-R, PPV-BOR-3 y PPV-R. El tejido sistémicamente
infectado se recolectd a los 17 dpi, y mediante SDS-PAGE y Western Blot anti-CP se analizé la movilidad
electroforética de la CP de las distintas construcciones en plantas silvestres y SEC-b2 (Fig. IV.24). Los
resultados indicaron que la CP de PPV-SwCM, PPV-BOR-3 y PPV-R de las plantas SEC-b2 poseia una
mayor movilidad electroforética en comparacién con la de las plantas silvestres. Esto indica que la

proteina de los tres virus es susceptible de ser O-GIcNAcilada, y lo es por la misma enzima, SEC.
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WT SEC-b2 WT WT SEC-b2 WT
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Figura IV.24. Migracidn de la CP de distintos aislados del PPV obtenida a partir de plantas de N. benthamiana WT y SEC-
b2 infectadas. Extractos crudos de hojas sistémicamente infectadas de plantas de N. benthamiana inoculadas
mecanicamente, recogidas a los 17 dpi, se analizaron mediante Western blot anti-CP. En la figura se indican, los indculos
virales, el tipo de planta infectada, la combinacién de plantas analizadas y el volumen de extracto cargado. La
interpretacion de las diferencias de movilidad electroforética de la CP aparece representada con lineas azules. La sefial
de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluyé como control de carga.
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La confirmacién de que la fosforilacién y O-GIcNAcilacidn de los viriones del PPV tiene lugar en el
huésped natural P. persica, y afecta a cepas tan diversas como D, C, y Rec, sugiere que el papel
regulatorio atribuido a estas modificaciones es parte de una estrategia general que tiene lugar

durante las interacciones huésped-virus.

IV.3. Emular una fosforilacion permanente en residuos especificos de la regién central distal
de la CP de PPV-R afecta negativamente al movimiento viral

En el Capitulo IV.1 se concluyd que emular la fosforilacidn constitutiva en distintas regiones de la
CP afectaba, de manera mas o menos drastica, a la infeccién por el PPV. En este nuevo capitulo se
ha tratado de determinar qué etapas de la infeccidn pueden ser afectadas por esta modificacién y
asi intentar establecer una relacién entre la fosforilacién de la proteina y la funcién que la misma

desempena durante la infeccion viral.

Para aumentar las posibilidades de infeccidn de los mutantes fosfo-miméticos en las posiciones
254 y 313, y paralelamente facilitar la identificacion de la etapa de la infeccidn viral perturbada por
las mutaciones T254D y T313D, ambos cambios fueron introducidos en el plasmido binario pLX-PPV,
una construccién que permite inocular plantas mediante agroinfiltracion, un método mas eficiente
que la inoculacién manual con cDNA, a la que ya me he referido anteriormente. Para tratar de
averiguar si las mutaciones afectan a la infeccién local por el virus, se infiltraron pequefias regiones
de hojas de N. benthamiana con cultivos bacterianos que expresaban las construcciones pLX-PPV-
T254D (aT254D), pLX-PPV-T313D (aT313D), o pLX-PPV (aWT) como control positivo (Fig. IV.17). Como
control negativo se empled el clon pPPV-CIPP34AA (3CIPP34AA) "cuyo cDNA viral porta una mutacién en
la secuencia codificante de la proteina Cl que impide el movimiento del PPV, pero no su replicacién

. Todas las mezclas de agroinfiltracién también incluyeron los
pldsmidos pP1b y pRFP que expresan, respectivamente, el supresor del silenciamiento de RNA P1b
del Cucumber vein yellowing virus (CVYV) y la RFP . El
supresor del silenciamiento garantiza niveles de expresidén sostenidos en las hojas infiltradas con
independencia de la eficacia de la infeccidn viral, mientras que la RFP, al no moverse de una célula a
otra, delimita el area de agroinfiltracidn. La monitorizacién de la fluorescencia emitida por la GFP y
la RFP, mostro que la GFP expresada a partir de los mutantes T254D y T313D permanecia confinada
en el area de agroinfiltracién (delimitada por la expresion de RFP), de forma similar a lo que ocurria
con el mutante en la proteina Cl deficiente en movimiento. Por el contrario, como era de esperar, la
GFP producida por el virus silvestre, capaz de moverse, sobrepasaba claramente los limites marcados

por la fluorescencia de la RFP (Fig. IV.25).

Para discriminar si la incapacidad de traspasar el drea agroinfiltrada de los mutantes T254D vy
T313D se debia a una deficiencia especifica del movimiento, o era un efecto colateral al deterioro de

la replicacidn, se llevé a cabo un experimento donde se evalué la capacidad replicativa del RNA viral
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de los mutantes mencionados. Se agroinfiltraron hojas completas con las construcciones aT254D,
aT313D y aWT, incluyendo en este caso como control negativo la construccion pPPV-CI¥S91,92AA
(aCI®9%92A%) "cuyo cDNA viral posee una mutacion en la secuencia codificante de la proteina Cl que
impide al virus replicarse .Como en el ensayo anterior, en las mezclas
de infiltracién se incluyeron bacterias que expresaban el supresor de silenciamiento P1b. La
capacidad de replicarse de los distintos genomas virales se evalué a los 5 dpi, cuantificando la
acumulacion de hebra negativa de RNA viral por medio de RT-qPCR especifica de banda. Los valores
obtenidos para las muestras de los mutantes T254D y T313D resultaron ser ligeramente inferiores a
los obtenidos para el virus silvestre, pero mucho mayores al nivel basal detectado en la muestra del
mutante no replicativo CI*¥®192A4 demostrandose asi, que ambos mutantes fosfomiméticos eran
capaces de replicarse (Fig. IV.26A).

GEP RFP Superposicion
Ausencia de movimiento viral

GFP viral + P1b + RFP aC] D03,4AA

5 mm

No drea de extension aT254D

Movimiento viral

GFP viral + P1b + RFP ajsdsh

Area de extension aWT

Figura 1V.25. Efecto de las mutaciones fosfo-miméticas T254D y T313D en el movimiento del PPV. Se infiltraron
pequeiias regiones de las hojas con una mezcla de tres cultivos de bacterias portadoras de las construcciones virales
indicadas desde las que se expresaba GFP, de plasmidos que expresan el supresor del silenciamiento de RNA P1b del
CVYV y la RFP. Las hojas agroinfiltradas se recogieron a los 7 dpi, momento en el que se tomaron imagenes del 4rea
infiltrada bajo un microscopio de epifluorescencia con filtros adecuados para diferenciar la fluorescencia de la GFP y
la RFP. En la parte izquierda de la figura aparece una representacidon esquematica del resultado esperado en presencia
0 ausencia de movimiento viral. Barra, 5 mm.

Dos semanas después de recoger las hojas agroinfiltradas para el andlisis de la replicacién viral,
las hojas superiores a las infiltradas de algunas plantas de N. benthamiana inoculadas con los

clones aT254D o aT313D desarrollaron sintomas leves compatibles con infeccion por PPV. El
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analisis por IC-RT-PCR de estas hojas confirmd que las seis plantas inoculadas con la construccidn
aT254D y al menos tres de las inoculadas con la aT313D se encontraban infectadas a nivel
sistémico. La secuenciacién del cDNA amplificado reveld que la progenie viral de ambos mutantes
habia evolucionado introduciendo cambios espontaneos en la CP en todas las plantas analizadas
(Fig. IV.26B). En la progenie viral de las seis plantas inoculadas con el mutante T254D se habian
introducido cambios en la posicién 254, apareciendo la mutacién D254N en 5 de ellas y D254l en
la restante. En el caso de las plantas inoculadas con el virus T313D, la mutacion inicial se mantuvo
en la progenie viral de las tres plantas en las que se observaron sintomas sistémicos, pero en todas
ellas se habian incorporado mutaciones secundarias, diferentes en cada caso: N301K, E235G o
T254R. Es importante destacar que, aunque estas tres mutaciones espontaneas afectan a residuos
distintos, con todas ellas se consigue una ganancia neta de carga, y, ademas, una de las mutaciones

afecta a la fosfo-diana T254.
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Figura IV.26. Evaluacidn de la capacidad replicativa de mutantes de PPV-R en los que se emuld la fosforilacidn
constitutiva en las fosfo-dianas T254 (T254D) o T313 (T313D). (A) Cuantificacién de la acumulacion de hebra negativa
de RNA viral (-RNA) por medio de RT-qPCR. Se infiltraron hojas completas de N. benthamiana con cultivos de A.
tumefaciens que expresan los virus a ensayar. Las mezclas de agroinfiltracion también incluian un cultivo bacteriano
a partir del cual se expresaba el supresor del silenciamiento de RNA P1b del CVYV. Los valores obtenidos con cada
mutante se referenciaron a los del virus WT (al que se le asignd el valor 1). Se infiltraron 6 plantas con dos cultivos
independientes de Agrobacterium por construccion, que se analizaron agrupadas en tres replicas bioldgicas (mezclas
de dos plantas infiltradas con el mismo cultivo, y mezcla de las terceras plantas inoculadas con cada cultivo). El andlisis
de la varianza unidireccional (ANOVA) con un valor de P=0.009 y el test de Bonferroni, confirmaron que la
acumulacién de -RNA en los mutantes T254D y T313D fue similar a la del virus WT (a) y diferente de la del mutante
CIKS9L92AA (), Las lineas en la grafica representan la £DS. (B) Mutaciones identificadas en la progenie viral detectadas
por amplificacidn por IC-RT-PCR y posterior secuenciacién de la region codificadora de la CP en hojas superiores a las
inoculadas de las plantas agroinfiltradas que mostraban sintomas de infeccidn sistémica. Las muestras se recogieron
entre los 25 y los 26 dpi. Se indica el nimero de plantas en las que se detectaron cada una de las mutaciones.

Todos estos hallazgos, restriccion de la GFP derivada de los virus al area agroinfiltrada,
acumulacion local de la hebra negativa del RNA viral, e infeccién sistémica a tiempos tardios de la
infeccidon cuando aparecen mutaciones potencialmente compensatorias, apoyan la conclusién de
que emular la fosforilacién constitutiva en la regién central distal (T254 o T313) de la CP de PPV-R,
no afecta notablemente la replicacion viral, pero perturba drasticamente la capacidad del virus de

moverse a corta distancia.
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IV.4. Emular la fosforilacion permanente en diferentes residuos de la CP de PPV-R afecta la
estabilidad de la proteina y la formacidn de viriones

Para determinar si los efectos deletéreos observados durante la infeccién por PPV-R al emular la
fosforilaciéon constitutiva en las dianas de serina de la mitad N-terminal de la CP podian estar
relacionados con alteraciones en la estabilidad de la proteina, se realizaron experimentos de
incubacién in vitro de extractos crudos de plantas en los que se acumulaban diferentes formas
mutadas de la CP del PPV. En concreto, se estudiaron las CP de los mutantes 4SA y 4SD, que habian
infectado sistémicamente plantas de N. benthamiana sin introducir mutaciones secundarias. Se
prepararon en condiciones nativas extractos de hojas de N. benthamiana sistémicamente infectadas
con cada uno de estos dos mutantes (o con el virus silvestre) y se incubaron a 25°C, determinandose
por Western Blot la integridad y los niveles de la acumulacién de CP a diferentes tiempos de
incubacién. No se observaron cambios notables en los niveles de CP de los virus WT y 4SA, incluso
tras 2 horas de incubacion (Fig. IV.27A), lo que indica que impedir la fosforilacién no afecta
gravemente la estabilidad de la proteina. Por el contrario, se comprobd que la cantidad de CP del
mutante 4SD que permanecia intacta después de dos horas de incubacién era muy pequefia (Fig.
IV.27B). Este resultado sugiere que la inestabilidad de la proteina podria estar contribuyendo a los
efectos deletéreos sobre la infeccion por PPV-R observados al emular un estado de fosforilacidn
constitutiva en la mitad N-terminal de la CP.
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Figura IV.27. Ensayo de estabilidad de la CP de PPV-R del virus silvestre (WT) o de mutantes en los que se impide
(4SA) o emula (4SD) la fosforilacién en las serinas fosforilables de la mitad N-terminal de la proteina. El tejido
sistémicamente infectado procedente de plantas de N. benthamiana inoculadas mecanicamente con extracto
infectado con los distintos virus, fue recogido a los 21 dpi. Después de verificar por IC-RT-PCR y secuenciacidn que la
progenie viral no portaba mutaciones adicionales en la CP, se prepararon extractos en condiciones nativas y se
sometieron a Western Blot anti-CP inmediatamente después de la preparacién (0’ y 0’12, en el que se cargd la mitad
de la muestra) o después de incubacién a 25°C durante los tiempos indicados. La estabilidad de la CP de los mutantes
4SA y 4SD se compard con la del virus WT en (A) y (B), respectivamente. Los valores de intensidad de las bandas de
CP que se muestran debajo de cada carril fueron calculados con el programa Quantity One 1-D (Bio-Rad). La sefial de
la RuBisCO tefida con rojo Ponceau se incluye como control de carga.
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El siguiente paso fue evaluar si podria estar ocurriendo algo similar con la CP de los mutantes
T254D y T313D, en los que se emula la fosforilacidn constitutiva en las fosfo-dianas de la regidn
central distal de la proteina. Sin embargo, como se explicéd en apartados anteriores, estos virus no
son capaces de provocar infecciones sistémicas a menos que introduzcan mutaciones secundarias
en la secuencia de su CP. De ahi que en este caso se decidiera estudiar directamente en hojas
agroinfiltradas la estabilidad de la proteina. Se infiltraron completamente hojas de N. benthamiana
con cultivos bacterianos que expresaban las construcciones mutantes aT254D o aT313D, ensayando
en paralelo el clon del virus silvestre aWT como control positivo de infeccidn. En todas las mezclas
de infiltracion se incluyeron bacterias que expresaban el supresor del silenciamiento P1b. Como en
el experimento anterior, los extractos de hojas agroinfiltradas que contenian la CP de los mutantes
T254D 0 T313D se incubaron a 25°C durante 2 horas, tomandose alicuotas a distintos tiempos. Tanto
la CP del virus T313D como la de T254D resultaron ser inestables, observandose en este ultimo una
tasa de degradacién de la proteina algo mayor (Fig. IV.28). Asi pues, el efecto deletéreo sobre la
infeccidn viral que tiene el emular la fosforilacidn constitutiva en las fosfo-dianas de la region central

distal (T254 y T313) de la CP podria también estar relacionado con un aumento en la inestabilidad de

la proteina.
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Figura 1V.28. Ensayo de estabilidad de la CP de PPV-R del virus silvestre (WT) o de mutantes en los que se emuld la
fosforilacidn en alguna de las treoninas fosforilables de la regidn central distal de la CP (T254D o T313D). Se infiltraron
hojas completas de N. benthamiana con una mezcla de cultivos que expresan los virus a ensayar, junto con el supresor
del silenciamiento de RNA P1b del CVYV. El tejido inoculado se recogié a los 5 dpi, y, después de verificar por IC-RT-
PCR y posterior secuenciacidn que la progenie viral no portaba mutaciones no intencionadas, se prepararon extractos
en condiciones nativas y se sometieron a Western Blot anti-CP inmediatamente después de la extraccién (0’ y 013,
en el que se cargd la mitad de la muestra) o después de la incubacion a 25 °C durante los tiempos indicados. Los
valores de intensidad de las bandas de CP que se muestran debajo de cada carril fueron calculados con el programa
Quantity One 1-D (Bio-Rad). La seiial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (*)
Sefal que podria corresponder con un producto de degradacién de la CP.

Los resultados obtenidos al ensayar los mutantes 4SD, T254D y T313D podrian estar sugiriendo
que tanto las fosforilaciones de la mitad N-terminal como las de la regidn central distal de la CP estan

implicadas en funciones similares durante el ciclo viral.

Una vez observada la inestabilidad in vitro de la CP de los mutantes 4SD, T254D y T313D, nos
preguntamos si este defecto estaba causado por alteraciones en el ensamblaje de las particulas

virales. En primer lugar, se analizaron las particulas formadas por el mutante 4SD. Para ello, se
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emplearon extractos nativos preparados a partir de hojas de N. benthamiana sistémicamente
infectadas, en las cuales la progenie viral acumulada habia sido previamente analizada por IC-RT-PCR
y secuenciacion con el fin de asegurar la ausencia de segundas mutaciones espontdneas.
Paralelamente, como control positivo, se utilizaron extractos de proteinas procedentes de plantas
infectadas con el virus silvestre. Ambos tipos de extracto fueron analizados mediante ISEM vy
sometidos a fraccionamiento por centrifugacion en gradiente de sacarosa seguido de Western Blot

anti-CP, justo después de su preparacion (T=0) o tras incubarse a 25 °C durante 60 minutos (T=60).

La estructura de las particulas virales presentes en los extractos no incubados (T=0) del mutante
4SD detectadas por ISEM era similar a la del virus silvestre, sin embargo, en algunas rejillas
correspondientes a la muestra del mutante incubada durante una hora (T=60) se observaron
particulas estructuralmente deformes (Fig. IV.29A). Estas particulas se visualizaron en 6 de las 18
rejillas escrutadas, procedentes de 3 ensayos independientes, examindndose un minimo de 20
particulas en al menos 3 campos por cada rejilla. En el caso del virus silvestre nunca se observaron

estas particulas deformes, independientemente de si la muestra se sometia o no a incubacién antes

del andlisis.
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Figura IV.29. Analisis estructural de las particulas virales de PPV-R con mutaciones que emulan fosforilaciones
constitutivas en residuos de la mitad N-terminal de la CP (4SD). Imagenes obtenidas mediante ISEM (A) y
fraccionamiento por centrifugacién en gradiente de sacarosa seguido de Western Blot anti-CP (B) de extractos
preparados en condiciones nativas a partir de plantas de N. benthamiana infectadas con el virus silvestre o el mutante
4SD. Los extractos se prepararon a partir de tejido sistémicamente infectado, recogido a 21 dpi, después de verificar
por IC-RT-PCR y posterior secuenciacién la ausencia de mutaciones no intencionadas, y se analizaron por ISEM y
fraccionamiento en gradiente de sacarosa inmediatamente después de ser preparados (T=0) y después de incubarlos
durante 60 min a 25°C (T=60). En (A), las deformaciones observadas en algunas de las particulas virales se indican con
una cabeza de flecha roja. En los Western Blot del panel (B) se muestra lainmunoreacccidn del extracto no fraccionado
y de fracciones individuales del gradiente de sacarosa, numeradas (1-18) desde el fondo del tubo. Se han recuadrado
las fracciones donde normalmente se concentran las particulas virales (10-12) y la CP libre o ensamblada en
oligdmeros de pequeiio tamaiio (16-18). El test de Fisher realizado sobre el nimero total de particulas deformes y no
deformes encontradas a T=0 y T=60 en las muestras WT y 4SD de tres experimentos independientes (P < 0.00001)
avalo estadisticamente que estas particulas Unicamente se encuentran en la muestra del virus mutante.
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Por otra parte, los extractos se sometieron también a centrifugacion en gradiente de sacarosa.
En linea con los resultados del ISEM, aunque las muestras del virus silvestre y el mutante 4SD
tomadas a T=0 revelaban ciertas diferencias en las fracciones de la parte superior del gradiente,
en general los perfiles internos resultaron muy similares, detectdndose particulas virales
mayoritariamente en las fracciones 10-12 (Fig. IV.29B). Sin embargo, lo que resulté mas notorio
fue que mientras que el perfil de sedimentacion de las particulas del virus silvestre solo se vio
ligeramente afectado por la incubacion in vitro, el pico de los viriones 4SD del extracto
centrifugado después de una hora de incubacion (T=60) se encontrd desplazado notablemente
hacia el fondo del gradiente, revelando un incremento en el coeficiente de sedimentacion de las
particulas virales (Fig. IV.29B). En un andlisis ISEM posterior de algunas de las fracciones internas
(748 y 11) del gradiente a T=60 del mutante 4SD, Unicamente se detectaron particulas virales
similares a las del virus silvestre, lo que sugiere que las particulas deformes detectadas en el

extracto no fraccionado se “perdieron” durante el proceso de centrifugacion.

Para determinar si las CP de los mutantes T254D y T313D eran capaces de formar particulas
virales, se analizaron por centrifugacion en gradiente de sacarosay Western Blot anti-CP extractos
preparados en condiciones nativas a partir de las hojas agroinoculadas utilizadas en los ensayos
de degradacién y RT-gPCR descritos anteriormente (Fig. IV.26A y Fig. 1V.28). Para evitar
distorsiones debidas a la posible existencia de las mutaciones compensatorias detectadas en la
poblacidn viral del tejido sistémicamente infectado (Fig. IV.26B), en este analisis Unicamente se
utilizé el tejido inoculado de aquellas plantas en las que no se detectd infeccion sistémica a

tiempos tardios.

Como se esperaba, en la muestra del virus silvestre la sefial de la CP se observé en las fracciones
intermedias donde habitualmente se detectan las particulas virales (Fig. IV.30). Por el contrario, y
de forma similar al mutante deficiente en replicacidn y ensamblaje CI*®192AA ytilizado como
control negativo, no se detectaron particulas virales en los extractos infectados correspondientes
a los mutantes T254D y T313D, en los que la seial de la proteina aparecié confinada en las
fracciones superiores del gradiente. Curiosamente, en la muestra T313D se observaron bandas
débiles desplazadas hacia las fracciones intermedias, lo que podria sugerir que este mutante posee
una ligera propensiéon al ensamblaje, completamente ausente en el caso de la CP del mutante

T254D (Fig. IV.30).

Estos resultados sugieren que mimetizar la fosforilacién, tanto en la mitad N-terminal de la CP
de PPV-R como en su region central distal, perturba el ensamblaje viral; si bien el efecto es mas
drastico en el ultimo caso, lo que esta de acuerdo con el fenotipo mas severo y con el bloqueo del

movimiento de célula a célula observado en los mutantes T254D y T313D.
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Figura 1V.30. Evaluacién de la capacidad de formacidn de viriones de mutantes de PPV-R en los que se emulan
fosforilaciones constitutivas en residuos de la region central distal de la CP (T254 o T313). En el analisis se incluyeron
también el virus silvestre (WT) y un mutante deficiente en replicacidn (CIKS91.92A4) ‘como controles de formacién de
viriones positivo y negativo, respectivamente. Se infiltraron hojas completas de N. benthamiana con mezclas de
cultivos bacterianos que expresan los diferentes virus a ensayar, junto con el supresor del silenciamiento de RNA P1b
del CVYV. Se prepararon extractos en condiciones nativas a partir tejido inoculado recogido a 5 dpi, después de
verificar por IC-RT-PCR y posterior secuenciacion que la progenie viral no portaba mutaciones no intencionadas, y se
fraccionaron por centrifugacion en gradientes de sacarosa. El extracto no fraccionado y las fracciones del gradiente
(numeradas 1-11 desde el fondo del tubo) se analizaron por Western Blot anti-CP. Se han recuadrado las fracciones
donde normalmente se concentran las particulas virales (6-7) y la CP libre o ensamblada en oligdmeros de pequefio
tamafio (10-11). (*) Sefial que podria corresponder con un producto de degradacién de la CP no ensamblada.

IV.5. Las fosforilaciones en las regiones central proximal y central distal de la CP de PPV-R
pueden establecer vinculos funcionales

IV.5.1. La mutacion T254K surgida en el contexto de un mutante 4SD, no mejora la competitividad
del virus en ausencia de fosfo-emulacion en la posicién 118

El surgimiento de la mutacion T254K en la progenie viral de las plantas inoculadas con el
mutante 4SD sugiere que ésta podria desempeiar un papel importante compensando los efectos
deletéreos de las propiedades fosfo-miméticas del mutante. Sin embargo, esta compensacion
parece no ser muy efectiva, ya que cuando se inocularon plantas de N. benthamiana con el
extracto de una planta infectada con el mutante 4SD™>#, aunque la mutacién T254K se mantuvo
en las cinco plantas inoculadas, en tres de ellas el virus evolucioné anulando la fosforilacion
constitutiva en uno de los residuos inicialmente mutados (4SDP18N+T254K) (Fig, IV.8) [esta mutacidn,
D118N, ya se habia detectado en la progenie viral de plantas infectadas con el mutante original

4SD, ver Apartado 1V.1.3.4].

Para determinar si la mutacién compensatoria T254K proporciona una ventaja solo en el
contexto del mutante 4SD, y si sigue siendo ventajosa después de surgir la segunda mutacién
D118N, se llevaron a cabo experimentos de competicién. Para ello, la mutacién T254K se incorporé
a la construccion silvestre pICPPV-NK-IGFP (Fig. IV.17) y los cDNA del mutante resultante (T254K)
y del virus silvestre se inocularon manualmente en plantas de N. benthamiana. A los 9 dpi, las
plantas inoculadas con el mutante T254K desarrollaron sintomas de infeccién y expresiéon de GFP

similares a los del virus no mutado (Fig. IV.31A). Al cabo de este tiempo la acumulacién de CP
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también fue practicamente la misma en ambos virus (Fig. IV.31B). Mas tarde, a los 22 dpi, se
comprobd que la mutaciéon T254K permanecia estable en la progenie viral de las tres plantas que
se analizaron (Fig. IV.31C). Los extractos de tejido de plantas sistémicamente infectadas con el
mutante T254K y con el virus silvestre, recogido a 22 dpi, se mezclaron en proporciéon 1.1 : 1y la
mezcla se inoculd en plantas de N. benthamiana. De forma similar, otro lote de plantas de N.
benthamiana fue inoculado con una mezcla, en proporcién 1.1 : 1, de extractos de tejido
sistémicamente infectado, recogido a 21 dpi, de plantas en las que se acumulaban los virus

4SDP118N+T254K y, AGDPLISN (Fig. IV.32).

(— e S |

5 mm c WT T254K
Clon 2 Clon1 Clon 2
P1 P1 P2 P2
WT ACA A AA A AA A AA
ACA (T254)
5 mm T254K
AAA (K254)

Figura IV.31. Analisis de la infeccidon de un mutante de PPV-R en el cual se sustituy6 la fosfo-diana T254 de la CP por
un residuo de lisina (T254K). Se inocularon mecanicamente plantas de N. benthamiana con el cDNA del mutante
T254K o del virus silvestre (WT) (dos clones por virus), y las hojas superiores a las inoculadas se recogieron a los 9 dpi.
(A) Imagenes tomadas bajo el microscopio de epifluorescencia de hojas superiores a las inoculadas. Barra, 5 mm. (B)
Andlisis Western Blot anti-CP de extractos de hojas infectadas sistémicamente de plantas individuales inoculadas con
los virus indicados. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (C)
Cromatogramas que muestran la ausencia de mutaciones no intencionadas en la posicién 254 de la CP de los virus
analizados.

En el experimento de competicion entre el virus silvestre y el mutante T254K, a pesar de que la
representacion del virus silvestre en el indculo era ligeramente inferior, en tres de las cuatro
plantas inoculadas solo se detectd este virus, mientras que en la restante se detectaron
coexistiendo ambos (panel izquierdo de la Fig. IV.32). Este resultado indica que la mutacion T254K
junto con el residuo S118 silvestre no mejora la eficacia bioldgica del virus. De forma similar, en la
competicion entre los mutantes 4SDP118N+T254Ky, 4GDD1I8N o] doble mutante, a pesar de encontrarse
ligeramente sobrerrepresentado en el indculo, no fue capaz de imponerse en ninguna de las cuatro
plantas analizadas. De hecho, en una de estas plantas se encontré Unicamente el mutante 4SDP18N
(panel derecho de la Fig. IV.32). Por tanto, la mutacion T254K tampoco proporciona una ventaja
adaptativa al virus cuando la posicién 118 estd ocupada por un residuo de asparagina no

fosforilable.
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Figura 1V.32. Analisis del efecto sobre la competividad adaptativa de la mutacién T254K cuando la posicion 118 la
ocupa un aminoacido que no mimetiza una fosforilacién constitutiva. Se inocularon plantas de N. benthamiana con
mezclas de extractos de plantas infectadas con el virus silvestre y el mutante T254K (panel izquierdo) o con los
mutantes 4SDP118Ny 4SDD118N+T234K (hanel derecho) en proporcidn 1 : 1.1. La composicion de la progenie viral de las
plantas infectadas se determind analizando extractos de hojas superiores a las inoculadas por amplificacion mediante
IC-RT-PCR y secuenciacién de un fragmento de cDNA que cubria la totalidad de la regidn codificante de la CP. Los
cromatogramas muestran la secuencia de los codones mutados. El virus o los virus identificados en cada planta se
indican debajo de cada cromatograma.

IV.5.2. La inestabilidad de la CP provocada por fosfo-mimetizaciones en su mitad N-terminal,
puede compensarse parcialmente por mutaciones en la region central distal de la proteina

En el Capitulo IV.4 se mostré que la emulacidén constitutiva de fosforilaciones en la mitad N-
terminal de la CP de PPV-R (mutante 4SD) afectaba a la estabilidad de la proteina (Fig. IV.27B) y daba
lugar a la formacién de particulas anomalas (Fig. IV.29A). Para valorar si la mutacidn espontanea
presuntamente compensatoria T254K corregia estos defectos, se analizé la estabilidad de la CP del
mutante 4SD™>*Ky |as propiedades de las particulas virales que es capaz de formar. En primer lugar,
se realizé un ensayo de incubacion in vitro de extractos preparados en condiciones nativas a partir
de hojas sistémicamente infectadas de plantas de N. benthamiana inoculadas con el mutante 4SD
en cuya progenie viral permanecia el indculo 4SD no alterado y otras en las cuales aparecié la
mutaciéon adicional T254K. La cantidad de CP que se mantenia estable después de una hora de

incubacion era mayor en la muestra del mutante 4SD™>* que en la del mutante 4SD, siendo la
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diferencia mas acusada después de dos horas de incubacion (Fig. IV.33A). El hecho de que un cambio
en la regidn central distal de la CP de PPV-R sea capaz de corregir (aunque parcialmente) el defecto
originado en la mitad N-terminal, también apoya la existencia de una conexién funcional a larga

distancia entre ambas regiones de la proteina.
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Figura IV.33. Evaluacion de la capacidad de compensacion de los defectos estructurales del mutante 4SD por las
mutaciones espontdneas T254K y D118N. Se prepararon extractos en condiciones nativas a partir de tejido
sistémicamente infectado de plantas de N. benthamiana conteniendo 4SD sin mutaciones adicionales, 45D™2>% o
4SDP118N recogido a los 21 dpi. (A) Western Blot anti-CP de extractos 4SD y 4SD™2%# analizados inmediatamente
después de su preparacion (0’ y 0’12, en el que se cargé la mitad de la muestra) o después de la incubacién a 25°C
durante los tiempos indicados. Los valores de intensidad de las bandas de CP que se muestran debajo de cada carril
fueron calculados con el programa Quantity One 1-D (Bio-Rad). La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se
incluye como control de carga. (B) Imagenes obtenidas mediante ISEM de extractos 4SD, 4SD7254Ky 4SDP118Njncubados
durante una hora a 25°C (T=60). Las deformaciones observadas en algunas de las particulas virales se indican con
cabezas de flecha rojas. (C) Western Blot anti-CP de las fracciones de gradientes de sacarosa sobre los que se habian
centrifugado los mismos extractos. Las alicuotas numeradas desde el fondo (1-18) se cargaron en el gel de forma
individual o combinadas segun se indica. Se han recuadrado las fracciones que contienen la CP con mayor coeficiente
de sedimentacion (1-5) o que albergan las particulas virales (10-11) o CP libre o ensamblada en oligdmeros de
pequeiio tamafio (16-18).

A continuacién, se compard la morfologia de las particulas virales formadas y las propiedades de
sedimentacion de la CP del mutante 4SD™>* con las del mutante 4SD vy las del virus silvestre. En este
experimento se incluyeron también plantas inoculadas con el virus 4SD que habian sufrido la mutacién

D118N, que parecia tener un efecto compensatorio mas eficaz que el de la mutacidn distante T254K.
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Se prepararon extractos en condiciones nativas a partir de las diferentes plantas infectadas y se
incubaron durante 60 minutos a 25 °C. Al igual que se habia observado previamente en la muestra
4SD, las imagenes obtenidas por ISEM revelaron la presencia de particulas estructuralmente
deformes en proporcién variable en las muestras que contenian al mutante 4SDP8N (en 1 de 8
rejillas analizadas) o 4SD™>* (en 1 de 4 rejillas analizadas) (Fig. IV.33B). Sin embargo, la apariencia
del perfil de sedimentacion en gradiente de sacarosa de las particulas virales de ambos mutantes
espontaneos recordaba mas a la del virus silvestre que a la del mutante 4SD del que provenian (Fig.
IV.33C). Estos resultados constituyen otra evidencia de que mutaciones espontaneas tanto en los
residuos inicialmente mutados como en residuos alejados, pueden compensar los defectos causados
por la emulacién de fosforilaciones constitutivas en la mitad N-terminal de la CP de PPV-R, y sugieren

la existencia de algun tipo de vinculo funcional entre regiones distantes de la proteina.

IV.5.3. El modelado de la estructura del virion de PPV-R sugiere que fosfo-dianas de la CP participan
en las interacciones proteina-proteina entre monémeros

Recientemente se ha resuelto la estructura de la capsida del potyvirus WMV mediante crio-
microscopia electrénica . Dada la similitud de secuencia de la CP de los potyvirus,
la estructura del virion de WMV constituye un excelente punto de partida para llevar a cabo

extrapolaciones estructurales en otros potyvirus, incluyendo el PPV.

Los resultados presentados en el Apartado IV.5.1 sugieren la existencia de un vinculo funcional
entre dos de las fosfo-dianas de la CP de PPV-R, los residuos S118 y T254, localizados en las regiones
proximal y distal del nucleo de la proteina, respectivamente (Fig. IV.16B). Con el objetivo de obtener
informacion acerca de la distribucidn espacial de ambos residuos, se realizé un modelado del
mondmero de la CP de PPV-R basado en el modelo atdmico de la particula viral del WMV, que se

encuentra disponible en la Protein Data Bank (PDB) con el codigo de identificacion 50DV.

Como la estructura atomica de la CP del WMV carece de los primeros 59 y los ultimos 17
aminodcidos de los extremos N- y C-terminal, respectivamente, el modelado comparativo de la CP de
PPV-R se realizd utilizando un fragmento de secuencia equivalente, que se extendia desde la arginina
109 hasta la alanina 314 (Fig. IV.34). Debido a esto, los primeros 108 residuos de la regién N-terminal
de la CP de PPV-R, que albergan las dianas de O-GlcNAcilacién (gT19, gT24, gT41, gT50, gT53, gT54/58
y 8565), asi como cinco de los ocho residuos fosforilables (pS25, pT71, pS81, pS101 y pT106), quedaron
fuera del modelado del mondédmero. Afortunadamente, las dianas de fosforilacién situadas en la region
central proximal (pS118) y la regidn central distal (pT254 y pT313), con un fuerte impacto sobre la
infeccion por PPV-R, quedaron incluidas en el segmento modelado (Fig. IV.34). El modelado
comparativo del mondmero de CP de PPV-R en base al del WMV (Fig. IV.35) se valido con el método
de prediccion I-TASSER . La fidelidad de la prediccion se evalué en base a los

parametros de calidad C-score (1.77), TM-score (0.96 + 0.05) y RMSD (2.0 + 1.6 A).
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Figura IV.34. Alineamiento de las secuencias de CP del WMV y de PPV-R. Sobre fondo gris se muestran los extremos
N-y C-terminal de la proteina que no se determinaron en el modelo atémico del virién del WMV )
y que tampoco pudieron ser incluidos en el modelo comparativo obtenido para el monémero de la CP de PPV-R. Los
residuos que previamente se detectaron O-GlcNAcilados en la CP de PPV-R se
muestran en azul; mientras que las fosfo-dianas de serina o treonina anteriormente identificadas en este trabajo se
marcan en rojo. En negro se indican los residuos de la CP del WMV (N70 y R206) equivalentes a dos importantes fosfo-
dianas de la CP de PPV-R (pS118 y pT254). Los aminoacidos clave conservados en el hipotético bolsillo de uniéon a RNA
del WMV, y probablemente de PPV-R (S140-WMV/S188-PPV-R, R172-WMV/R220-PPV-R y D216-WMV/D264-PPV-R),
se sefialan con estrellas. Otros residuos de interés en la proteina del WMV vy sus equivalentes en la de PPV-R se
muestran en verde y morado, respectivamente. Las proteinas se alinearon utilizando el programa Clustal Omega
(European Bioinformatics Institute).

A continuacion, se elaboré un modelo del complejo oligomérico de PPV-R mediante la
superposicion rigida de mondémeros de CP de PPV-R sobre el modelo atémico del virién del WMV. La
distribucion espacial adoptada por los distintos monémeros de CP de PPV-R sugiere que la serina
118, que se localiza en la extensidon N-terminal, de gran flexibilidad (peor resuelta en la CP del WMV,
y por ende peor modelada en la CP de PPV-R), del nucleo central, podria estar participando en las
interacciones que ocurren en la cara externa de la particula viral; mientras que la treonina 254 lo

estaria haciendo en las que tienen lugar en la region interna del virién (Fig. IV.36).

En vista de que la estructura modelada no sugeria la existencia de una interaccidn fisica entre los
residuos fosforilables S118 y T254 que pudiera justificar el vinculo funcional entre ambos aminoacidos
propuesto en base a los resultados experimentales, se analizaron los residuos involucrados en las
interacciones proteina-proteina que estabilizan el complejo oligomérico del WMV (PDBsum,

http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-
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bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=50dv&template=interfaces.htm|&o=RESIDUE&I=55) y se

extrapolaron al virion de PPV-R en base al alienamiento de secuencia.

Figura 1V.35. Modelo in silico de la CP de PPV-R (representacion cartoon), modelo atéomico de la CP del WMV (PDB:
50DV, ) (representacion B-factor) y superposicion de ambos (OV). Imagenes generadas con el
visualizador molecular PyMOL 1.7.4 (Schrédinger). Los tres residuos claves del tedrico bolsillo de union a RNA,
conservados en ambos virus y las fosfo-dianas S118 y T254 mapeadas en la CP de PPV-R, se representan como esferas
rojas y azules, respectivamente. También se indican las regiones Nt y Ct de las proteinas modeladas. En la
representacion B-factor, las regiones de la proteina peor resueltas se representan con lineas mas gruesas coloreadas
en amarillo-rojo-naranja, mientras que los segmentos representados con lineas finas y en color azul-verde
corresponden a aquellas regiones que pudieron ser modeladas con mayor exactitud.

El programa predijo en la estructura del WMV un puente salino y 8 puentes de hidréogeno
implicados en interacciones proteina-proteina en el mismo giro de hélice (cadenas K y L); asi como
3 puentes salinos y 10 enlaces de hidréogeno entre cadenas que pertenecen a giros de hélice
distintos, pero adyacentes (2 puentes salinos y 8 puentes de hidrogeno entre las cadenas Ky S; 1
puente salino y 1 enlace de hidrégeno entre las cadenas Ky T; y 1 puente de hidrégeno entre las
cadenas K y U) (Tabla IV.7). Ademas, también se predijo la existencia de un elevado numero de
uniones de Van der Waals. Es importante destacar que 1 de los 8 puentes de hidrégeno y 5 del
total de uniones de Van der Waals que podrian tener lugar entre cadenas situadas en el mismo
giro de hélice involucraban al aminoacido N70 del WMV, justo el residuo equivalente a la fosfo-
diana S118 de PPV-R. Asi, la asparagina 70 interaccionaria con el acido aspartico 180 en el viridon
del WMV, mientras que la serina 118 del virién de PPV-R lo haria con la asparagina 228. Mas
interesante aun es el hecho de que el Gnico puente salino que interviene en la estabilizacién de las
cadenas del mismo giro de hélice en el virion del WMV involucra al residuo R206 (interaccionando
con E230). Segun las predicciones del programa, este residuo también participaria en 2 puentes
de hidréogeno y 10 uniones de Van der Waals entre cadenas del mismo giro de hélice
(interaccionando con los residuos E230 y N226); ademas formaria parte de un puente de hidrégeno
y 4 uniones de Van der Waals entre cadenas de hélices adyacentes (interaccionando con el residuo
L247). Lo que sorprende es que justamente la arginina 206 del WMV es equivalente a otro residuo
fosforilable de la CP de PPV-R, la T254, que, como se describe en los apartados anteriores, podia
mutar a lisina, aparentemente para compensar la mutacién $118D. Obviamente las interacciones
N70:D180, R206:E230, R206:N226 y R206:L.247 del WMV no podrian ocurrir entre las parejas
equivalentes de PPV-R silvestre (S118:N228, T254:E278, T254:V274 y T254:L295), pero es
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sugerente hipotetizar que éstas si podrian tener lugar cuando S118 se encuentra fosforilado o
mutado a acido aspartico, o cuando T254 se ha mutado a lisina. Otra evidencia adicional, indirecta,
que apoyaria el hipotético papel de la fosfo-diana S118 en la estabilizacidn de los viriones proviene
de la prediccion que involucra a la arginina 189 de la CP del WMV en varias uniones de Van der
Waals entre cadenas del mismo giro de hélice. Este residuo del WMV es equivalente a la arginina
237 de la CP de PPV-R, uno de los aminoacidos que se encontrd espontaneamente mutado a

glutamina como parte de la evolucién del mutante 4SD (4SDP118N+R237Q Fig |V.8 y Tabla IV.7).
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Figura IV.36. Fragmento del oligémero de PPV-R obtenido in silico mediante la superposicion rigida de los monémeros
de CP sobre el modelo del oligdmero del WMV propuesto por . La imagen obtenida con el
visualizador molecular PyMOL 1.7.4 (Schrédinger) muestra la disposicidon de tres mondmeros de CP de PPV-R situados
en el mismo giro de hélice: Cadenas J (salmdn), K (gris) y L (amarillo). En la imagen se representan las regiones Nty Ct
de cada mondmero, asi como las dianas fosforilables de la CP: S118 (esferas azules) dispuesta hacia la parte exterior
de la particula y T254 (esferas naranjas) situada hacia la regién interna del cilindro.

Aunque el residuo T265 de la CP del WMV, equivalente a la fosfo-diana T313 de la CP de PPV-
R, no parece estar involucrado en interacciones entre cadenas, la seleccién en la progenie viral del
mutante T313D de mutaciones secundarias en E235 y T254 (E235G y T254R) (Fig. 1V.26B), ambas
permitiendo una ganancia de carga neta +1, apoyaria la posible relevancia de la fosfo-diana T313
en la formacion de viriones de PPV-R, evidenciada previamente por los analisis bioquimicos (Fig.

IV.30).

En resumen, la extrapolacion de la estructura del virion de WMV a PPV-R apoya la idea de que
la fosforilacion de ciertos residuos de la CP regula interacciones entre subunidades de la proteina

involucradas activamente en el ensamblaje de las particulas virales.
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Tabla IV.7. Residuos de la CP del WMV involucrados en las interacciones CP-CP en el oligdmero de este virus, y que
ademas son equivalentes a las fosfo-dianas $118 y T254 de la CP de PPV-R o a otros residuos de interés

Cadenas
: Enlaces
[iEMEELED Tipo de ?t:lt:‘l::s)e e PPV-R/WMV WMV PPVR
(aa que interactuan)
P”e"tﬁ;a"""s 1/1 R206:£230 T254:£278
Enl de hidré 1/8 R206:N226 T254:V274
niaces fg) drogeno 1/8 R206:E230 T254:E278
K:L 1/8 D180:N70 N228:5118
(26 aa: 23 aa) 8/101 R206:N226 T254:V274
2/101 R206:E230 T254:E278
Uniones de Van der Waals 5/101 D180:N70 N228:5118
(101) 2/101 R189:P90 R237:P138
1/101 R189:Y88 R237:Y136
1/101 R189:K89 R237:5137
Puentes salinos
0/2 - -
) /
K:S Enlaces de hidrégeno
1/8 L247:R206 L295:T254
(11 aa: 14 aa) (8) /
Uniones de(gg;’ der Waals 4/53 L247:R206 1295:T254
Puentes salinos
0/1 - -
(1)
K:T Enlaces de hidrégeno /1 ) R
(12 aa: 14 aa) (1)
Uniones de Van der Waal 0/a3 . .
niones e(4‘;')’ er Waais 1/43 G145:E187 G193:E235
1/43 V146:E187 M194:E235
Puentes salinos
0/0 - -
&) /
K:U Enlaces de hidrégeno 0/1 . .
(5aa:4aa) (1)
Uniones de(\i(;r)r der Waals 0/15 ) }

En la tabla se muestran las interacciones especificas predichas in silico entre los monémeros de la CP del WMV

, que involucra los residuos R206 y N70 de esta proteina, respectivamente equivalentes a las
dianas fosforilables T254 y S118 (en rojo) mapeadas en la CP de PPV-R. Adicionalmente, sobre fondo azul, se muestran
otras interacciones que involucran residuos del WMV (R189 y E187) equivalentes a aquellos que mutaron
espontaneamente en la CP de PPV-R (R237 y E235, marcados en azul oscuro) después de mimetizar de forma
permanente la fosforilacién de las cuatro serinas fosforilables de la mitad N-terminal (mutante 4SD que evolucioné a
4SDP118N+R237Q) g de |a treonina 313 (mutante T313D que evoluciond a T313DE2356), Los residuos de PPV-R equivalentes
a aquellos del WMV que participan en las interacciones que estabilizan el oligdmero de este virus (en negrita) fueron
predichos en base al alineamiento entre las secuencias de las CP de ambos virus (Fig. IV.34). Se muestran los enlaces
tedricos en el WMV incluyendo los puentes salinos, enlaces de hidrégeno y uniones de Van der Waals que tendrian
lugar entre mondmeros de la CP situados en un mismo giro de hélice (cadena K interactuando con cadena L), y entre
mondmeros que ocupan hélices contiguas (interacciones entre cadenas K: S, K: Ty K : U). Se indica el niUmero total
de enlaces de cada tipo que estabilizarian los complejos oligoméricos del WMV (entre paréntesis), asi como el nimero
de uniones respecto al total que se predicen en el WMV y que involucrarian residuos equivalentes a las dianas $118
y T254 de la CP de PPV-R (enlaces PPV-R/WMV).

IV.6. Las modificaciones post-traduccionales de la CP del PPV pueden tener lugar fuera de un
ambiente de infeccion viral, pero la O-GlcNAcilacion depende de una estructura apropiada de
la proteina

Estudios previos del laboratorio , y otros que han sido descritos ya en esta

tesis, demuestran la importancia que tienen las MPT de la CP en la infeccién por PPV-R, regulando el
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ensamblaje de los viriones y la estabilidad de la proteina. En este capitulo se ha analizado si la
susceptibilidad de la CP a la O-GIcNAcilacidn y la fosforilacién es una propiedad intrinseca de la
proteina o si estas modificaciones solo tienen lugar asociadas a alguna etapa del ciclo viral del

patdgeno.

IV.6.1. La O-GIcNAcilacion y la fosforilacion de la CP del PPV también afectan a la proteina no
ensamblada en particulas virales completas

La mayoria de los andlisis descritos en capitulos anteriores se centraron en detectar las O-
GlcNAcilaciones y fosforilaciones en la CP del PPV cuando la proteina se encontraba ensamblada
formando viriones. Para determinar si estas MPT también afectan a la CP que se encuentra libre
y/o ensamblada en oligdmeros de menor tamafio, las particulas virales se separaron de los
agregados de CP y de la proteina libre. El tejido de N. benthamiana sistémicamente infectado con
PPV-R, recogido a 17 dpi, se homogenizé en tampon fosfato y el extracto obtenido se fracciond
por centrifugacién en gradiente de sacarosa, analizdndose las fracciones resultantes mediante
Western Blot anti-CP. Las fracciones en las que se acumulan los viriones (fracciones 6+7), y la
correspondiente a la parte superior del gradiente, donde permanece la posible CP libre y los
agregados de pequefio tamanio (fraccidn 11), se inmunoprecipitaron por separado empleando un
suero policlonal especifico de la CP del PPV (Fig. IV.37A). El sedimento se sometid a digestion con
tripsina y se analizé por MALDI-TOF. Los patrones de O-GIcNAcilacidn del péptido [1-39] de la CP
ensamblada en viriones y la libre o ensamblada en complejos de pequefio tamafio resultaron ser
similares, siendo muy parecidas las relaciones entre las intensidades de las sefiales de las formas
no modificadas, mono- y di-O-GlcNAciladas de ambas muestras (Fig. IV.37A). Aunque esta técnica
no permite diferenciar los residuos concretos que se encuentran modificados, lo mas probable es
que en ambos casos la O-GIcNAcilacidn afecte a los residuos T19 y T24, previamente mapeados en

este péptido.

Siguiendo un procedimiento similar al anterior, se analizd el tejido de N. benthamiana
sistémicamente infectado con el aislado PPV-BOR-3. Como ya se ha comentado, la CP de BOR-3
fosforilada tiene la peculiaridad de migrar en geles de SDS-PAGE como una doble banda, que se
convierte en una banda sencilla tras el tratamiento con fosfatasa. Después de fraccionar por
centrifugacidn en gradiente de sacarosa un extracto de plantas infectadas de N. benthamiana, el
analisis por Western Blot de las fracciones detectd el doblete caracteristico de la CP de PPV-BOR-
3 tanto en la muestra de la fraccién 7, donde se localizan los viriones, como en la fraccion 11,
donde se detecta la CP menos agregada (Fig. IV.37B). Este resultado indica que tampoco la
fosforilacién de la CP se restringe a las particulas virales completas, y que también esta

modificacién puede afectar a la proteina que no se encuentra en ese nivel de ensamblaje.
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Figura IV.37. Analisis de las MPT de la CP del PPV ensamblada o no en viriones. O-GlcNAcilacion de la CP de PPV-R (A)
y fosforilacion de la CP de PPV-BOR-3 (B) en distintos grados de ensamblaje. El tejido obtenido a partir de plantas de
N. benthamiana sistémicamente infectadas, recogido a los 17 dpi, se utilizd para preparar extractos en condiciones
nativas que se separaron por centrifugacion en gradiente de sacarosa. Las fracciones resultantes (numeradas 1-11
desde el fondo del tubo) junto con el extracto no centrifugado, se analizaron por Western blot anti-CP. Se han
recuadrado las fracciones donde sedimentan los viriones (6-7), asi como la fraccion superior del gradiente (11), donde
se concentra la CP libre y la ensamblada en oligomeros de pequefio tamafio. En el caso de PPV-R (A) las fracciones del
gradiente se inmunoprecipitaron con suero anti-CP y se analizaron por MALDI-TOF. Se muestran los espectros que
cubren la regidn del péptido [1-39], y en ellos, los ratios m/z asignados a los picos relevantes, asi como el nimero de
residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. Las estrellas sefialan los picos precursores N.M. que se
corresponden con el péptido triptico [1-39].

1V.6.2. La O-GlcNAcilacion de la CP del PPV no precisa de la participacion de otras proteinas virales

Con objeto de determinar si la O-GlcNAcilacion de la CP del PPV depende de alguna funcion viral,
se analizé si esta modificacion podia tener lugar cuando la proteina se expresaba a partir de diversos
mutantes y construcciones subvirales de PPV-R disponibles en el laboratorio (Fig. IV.38A). Dado que
la CP de algunas construcciones era muy inestable, y esto impedia purificar suficiente proteina para
realizar experimentos de MS provechosos, se utilizd como criterio para evaluar la presencia o
ausencia de O-GlcNAcilacién el abordaje explicado anteriormente, basado en el descenso de
movilidad electroforética de la CP O-GIcNAcilada en plantas silvestres, comparado con el que tiene

lugar cuando la proteina se expresa en plantas SEC-b2.
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Para evaluar la relevancia del movimiento viral y la replicacion en la O-GlcNAcilacién de la CP, se
emplearon mutantes basados en el pldasmido pLONG. Este plasmido incluye la secuencia codificante
de la poliproteina de PPV-R a partir de la proteina P3, flanqueada por cDNA de las secuencias 5’ y 3’
no codificantes del virus, y da lugar a un RNA viral capaz de replicarse eficientemente cuando se
expresa junto con un supresor del silenciamiento de RNA . Para que la CP
expresada a partir de pLONG se ensamble correctamente en viriones y se mantenga estable in vitro,

también es necesaria la contribucién de la proteina HCpro del mismo virus
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Figura IV.38. Andlisis de la O-GIcNAcilacién de la CP de PPV-R cuando se afectan diversas funciones virales o en
ausencia de otras proteinas del virus. Las construcciones virales y subvirales de PPV-R (dos clones por construccion)
se expresaron por agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana WT o SEC-b2, complementdndose con los plasmidos
indicados en cada caso. (A) Representacion esquematica de los vectores binarios ensayados. (B-D) Andlisis por
Western Blot anti-CP de extractos crudos obtenidos a partir de tres plantas distintas, recogidas a los 5 dpi, para
detectar posibles diferencias de movilidad electroforética de la proteina en un contexto en el que suprimio el
movimiento (B) o la replicacién viral (C), o en el que la CP se expresé en ausencia de otras proteinas virales (D). Se
indica la construccion ensayada, el tipo de planta donde se ha expresado, el clon y el volumen de extracto cargado
en el gel. La interpretacidn de las diferencias de movilidad electroforética de la proteina aparece representada con
lineas azules. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (*) Sefial que podria
corresponder con un producto de degradacién de la CP.
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El primer paso fue determinar si la O-GIcNAcilacidn de la CP estaba relacionada con el movimiento
del virus. Para ello, se agroinfiltraron plantas de N. benthamiana silvestres y SEC-b2, utilizando una
mezcla de cultivos de bacterias que portaban las construcciones pLONG-CIPP34*A que expresa la
proteina Cl con la mutacién que impide el movimiento que se menciona en el Capitulo IV.3, y pP1HC,
gue proporciona las actividades supresora del silenciamiento y facilitadora del ensamblaje propias de
la proteina viral HCpro. Como control positivo de O-GlcNAcilacidn, se utilizd el plasmido pLX-PPV, que
incluye una copia completa de cDNA del virus silvestre, suplementado en este caso con el plasmido
pP1lb, que expresa el supresor de silenciamiento P1b del CVYV. Se prepararon extractos a partir de
hojas agroinfiltradas recogidas a los 5 dpi, y la movilidad electroforética de la CP de las muestras se
evalué por Western Blot anti-CP. Los resultados revelaron que, al igual que la CP del virus silvestre, la
CP producida en ausencia de movimiento viral tenia una mayor movilidad electroforética si provenia
de plantas SEC-b2 que, si lo hacia de plantas silvestres, lo que indica que el movimiento viral no es

relevante para la O-GlcNAcilacion de la proteina (Fig. IV.38B).

Para evaluar si la CP era capaz de O-GlcNAcilarse en ausencia de replicacidn viral, se siguié un
esquema similar al anterior, analizando en este caso la movilidad electroforética de la proteina
procedente de plantas silvestres y SEC-b2 infectadas con el mutante pLONG-CI®*V®2AA cuya mutacion,
también descrita en un apartado previo, causa un defecto en la proteina Cl que impide la replicacion
del RNA viral. Los resultados indicaron que la modificacion por O-GIcNAcilaciéon de la CP es
independiente de la replicacion del virus, ya que la migracidn en SDS-PAGE de la proteina expresada en

plantas SEC-b2 fue mas rapida que la producida en las plantas silvestres (Fig. IV.38C).

Aun cuando los resultados anteriores demostraron que ni el movimiento ni la replicacién del RNA
viral eran necesarios para la O-GlcNAcilacion de la CP de PPV-R, faltaba por dilucidar si alguna proteina
del virus contribuia a que tuviera lugar esta MPT. Para resolver esta cuestion, se expresé la CP en los
dos tipos de plantas, silvestre y SEC-b2, a partir de la construccion pGFP-CP, que codifica la GFP y la CP
de PPV-R conectadas por un sitio de corte de la proteasa viral NlaPro. En este caso, la mezcla de
agroinfiltracién ademas contenia los vectores pNlaPro y pP1b, que proporcionaban, respectivamente,
la proteasa necesaria para separar la CP de la GFP y un supresor del silenciamiento de RNA. También
en este caso las movilidades electroforéticas de la CP procedente de plantas silvestres y SEC-b2 fueron
diferentes (Fig. IV.38D). Aunque no se puede descartar formalmente la participacién de Nlapro en la
O-GlIcNAcilacidn, este resultado sugiere que dicha MPT tiene lugar sin necesidad de otras proteinas
virales. Hay que destacar que en este ensayo la cantidad de CP derivada de GFP-CP acumulada en las
plantas SEC-b2 era bastante menor que la acumulada en las plantas silvestres (en el gel se cargé el
doble de cantidad de las muestras procedentes de plantas SEC-b2); ademas, la sefial correspondiente
a la CP era mas difusa y se detectaba una posible banda de degradacion. Estos datos concuerdan con
la mayor inestabilidad de la CP sin O-GIcNAcilar previamente descrita , que en este

caso seria mas acusada por la ausencia de HCpro.
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IV.6.3. La CP del PPV es capaz de fosforilarse fuera del contexto de la infeccion viral

Una vez comprobado que la O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R no depende de factores virales
adicionales, pasamos a estudiar si su segunda MPT, la fosforilacién, es dependiente o no de la
infeccidn. Por los mismos motivos explicados en el apartado anterior, también en este caso se
empled un ensayo indirecto para evaluar la modificacién de la proteina. Para ello, se aprovech¢ la
propiedad ya comentada de la CP de PPV-BOR-3 de migrar como un doblete en SDS-PAGE cuando
estd fosforilada. La secuencia codificante de esta CP se introdujo en las construcciones pLONG,
PLONG-CIPP34AA o] ONG-CI®9192A% y nGFP-CP sustituyendo a la de la CP de PPV-R, generandose las
correspondientes construcciones pLONG-BOR-3-CP, pLONG-CIPP3#4AA_BOR-3-CP, pLONG-CIKS91.92AA
BOR-3-CPy pGFP-BOR-3-CP (Fig. IV.39A).
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Figura IV.39. Analisis de la fosforilacién de la CP de PPV-BOR-3 cuando se afectan diversas funciones virales o en
ausencia del resto de proteinas del virus. Las construcciones virales y subvirales de PPV-R (dos clones por
construccion) se expresaron por agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana, complementandose con los plasmidos
indicados en cada caso. (A) Representacion esquemadtica de los vectores binarios ensayados. (B-D) Andlisis por
Western Blot anti-CP de extractos crudos obtenidos a partir de tres plantas distintas, recogidas a los 5 dpi, para
detectar si la CP de PPV-BOR-3 puede fosforilarse en un contexto en el que se suprimié el movimiento (B) o la
replicacion viral (C), o en el que la CP se expreso6 en ausencia de otras proteinas virales (D). Se indica la construccion
ensayada, el clony el volumen de extracto cargado en el gel. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye
como control de carga.
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Para determinar si la fosforilacién tiene lugar en ausencia de movimiento viral, se evalud la
aparicion de la doble banda de la CP de PPV-BOR-3 analizando mediante Western Blot los extractos
de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con la construccién pLONG-CIPP34AA-BOR-3-CP
(defectuosa en movimiento viral), suplementada con pP1HC. Como control de fosforilacién estandar
de la CP de PPV-BOR-3, se utilizé tejido agroinfiltrado con pLONG-BOR-3-CP y pP1HC, y como control
negativo de la migracion como doble banda se incluyd tejido infectado con PPV-R. La deteccién de
una seial en forma de doblete tanto en la CP derivada de pLONG-BOR-3-CP, como en la derivada de
pLONG-CIPP34*A_BOR-3-CP (Fig. IV.39B), indica que al igual que ocurria con la O-GlcNAcilacién, la

fosforilacion de la proteina puede tener lugar en ausencia de movimiento viral de célula-a-célula.

Para comprobar si existia fosforilacion en ausencia de replicacion viral se analizd el tejido
agroinfiltrado con pLONG-CI¥°192AA_.B0OR-3-CP y pP1HC. Una vez mas se observé el patrén de doble
banda (Fig. IV.39C), lo que indica que tampoco es necesario que tenga lugar la replicacién del RNA
viral para que la CP del PPV se fosforile. EIl mismo doblete se detectd cuando la CP se expreso a
partir de pGFP-BOR-3-CP, junto con la proteasa Nlapro de PPV-R y el supresor de silenciamiento
P1b del CVYV (Fig. IV.39D). Este resultado sugiere claramente que la fosforilacidn de la CP del PPV
no precisa de la colaboracidn de proteinas virales adicionales, aunque, como en el caso de la O-
GlcNAcilacion, la necesidad de utilizar Nlapro para liberar la CP en las condiciones mas parecidas
posibles a las de la infeccion viral, impide una conclusién definitiva en lo que concierne a la
proteasa. Curiosamente, debajo de la banda con mayor movilidad electroforética del doblete de
la CP expresada a partir pGFP-BOR-3-CP se apreciaba una sombra que no se detectaba cuando la
CP se producia a partir de pLONG-BOR-3-CP. No se tiene informacién acerca del significado de esta
peculiaridad de la CP expresada de manera independiente, pero podria atribuirse a la ausencia de

HCpro.

Globalmente, los resultados de este apartado, y de los dos anteriores, muestran que las MPT,
O-GlcNAcilacion y fosforilacion, de la CP pueden tener lugar con amplia independencia de la

infeccion viral.

IV.6.4. Una mutacion en un aminodcido implicado en el plegamiento y en el ensamblaje de la CP
del PPV perturba su O-GIcNAcilacion

En los apartados anteriores se comprobé que la CP del PPV podia O-GlcNAcilarse y fosforilarse sin
necesidad de estar ensamblada en particulas virales completas, ni de expresarse en el entorno de la
infeccion viral. Para comprobar si son necesarios requerimientos estructurales especificos para que la
CP sea sustrato de estas MPT, aprovechamos el hecho de que el acido aspartico de la posicién 264,
altamente conservado en posiciones equivalentes no solo en los potyvirus sino también en otros virus
con capsidas helicoidales, desempefia un papel fundamental en el plegamiento y ensamblaje de las

subunidades de la CP . Para ello, se utilizé el pldsmido pLONG-CPP?%*, que incluye
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una mutacién que da lugar a un cambio del acido aspartico 264 de la CP por lisina

Experimentos anteriores habian mostrado que la mutacién D264K causa un drastico aumento de la
inestabilidad de la CP de PPV-R in vitro. Esta situacién parece también tener lugar in vivo, ya que la
proteina se acumula en muy poca cantidad cuando se expresa en plantas y estaria de acuerdo con los
importantes defectos estructurales que se espera que produzca la mutacién . Para
evaluar el efecto de la mutacién D264K en la capacidad de O-GlcNAcilarse de la CP, se agroinfiltraron
plantas de N. benthamiana WT y SEC-b2 con los plasmidos pLONG-CPP%6*Ky pP1HC (Fig. IV.40A), y se
compararon las CP producidas en ambos casos (Fig. IV.40B). De acuerdo con los resultados
precedentes, los niveles de acumulacién de la proteina mutante eran muy bajos en ambas plantas, pero
en contraste con lo que habiamos observado con la también inestable CP silvestre expresada desde
pGFP-CP (Fig. IV.38D), la acumulacién era algo mayor en las plantas SEC-b2 que en las plantas silvestres.
No se detectaron diferencias apreciables entre las movilidades electroforéticas de la CP mutada
producida en una u otra planta, siendo ademas similares a la de la CP no mutada producida en plantas
SEC-b2, lo que sugiere que los cambios estructurales causados por la mutacion D264K interfieren con

la O-GlcNAcilacion de la proteina.
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Figura IV.40. Andlisis de la O-GlcNAcilacion y fosforilacion de la CP del PPV cuando se afecta el plegamiento de la
proteina. Las construcciones virales y subvirales de PPV-R y PPV-BOR-3 (dos clones por construccion) se expresaron
por agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana WT o SEC-b2, complementdndose con los pldasmidos indicados en
cada caso. (A) Representacidén esquematica de los vectores binarios ensayados. (B, C). Andlisis por Western Blot anti-
CP de extractos crudos obtenidos a partir de tres plantas distintas, recogidas a los 5 dpi, para detectar posibles
diferencias de movilidad electroforética de la CP de PPV-R (B) o en la fosforilacion de la CP de PPV-BOR-3 (C) cuando
el plegamiento de la proteina esta afectado. En los geles se indica el plasmido ensayado, el tipo de planta donde se
ha expresado (en el caso de B), el clon y el volumen de extracto de proteina cargado en la electroforesis. La sefial de
la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (*) La membrana de nitrocelulosa fue sobre-
expuesta para detectar la sefial de la CP.
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El efecto diferente que tenia la supresién de la actividad SEC (planta SEC-b2) sobre la
acumulacion de CP, segln se tratara de proteina silvestre expresada a partir de pGFP-CP o de
proteina mutada CPP?%%K, se confirmd realizando repetidas mediciones por Western Blot anti-CP
en varios experimentos de agroinfiltracion (Fig. IV.41). Este resultado sugiere que la actividad SEC
tiene un efecto doble. Por un lado, estabiliza la CP, pero por otro estimula la actividad celular que
la degrada; de manera que cuando la CP es incapaz de O-GlcNAcilarse (mutante D264K) su

inestabilidad disminuye en ausencia de O-GlcNAcilacién de factores celulares.
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Figura IV.41. Cuantificacion de la acumulacion de la CP de PPV-R cuando el plegamiento de la proteina estd afectado
(LONG-CPDP264) o en ausencia de otras proteinas virales (GFP-CP), en plantas de N. benthamiana WT y SEC-b2. Dos
clones de cada construccidn se expresaron por agroinfiltracién complementandose con los plasmidos que aparecen
en Fig. 111.38A vy Fig.lll.40A. Los extractos crudos, obtenidos a partir hojas agroinfiltradas recogidas a los 5 dpi, se
analizaron por Western Blot anti-CP, a partir de los cuales se hicieron mediciones densitométricas. Cada réplica
biolégica estuvo compuesta por la mezcla de 3 plantas agroinfiltradas con el mismo clon, utilizandose 2 clones
independientes por ensayo. Para las muestras LONG-CPP26%, se hicieron un total de 32 y 22 mediciones en plantas
WT y SEC-b2, respectivamente; distribuidas en 11 Western Blot distintos y utilizando el tejido de dos experimentos
independientes (4 réplicas bioldgicas/condicién). Para las muestras GFP-CP, se hicieron 14 (WT) y 8 (SEC-b2)
mediciones, en 4 andlisis Western Blot, utilizando el tejido procedente de un Unico ensayo (2 réplicas
bioldgicas/condicidn). La densitometria se hizo con el programa Image-Lab 6.01 (Bio-Rad), referenciando cada una
de las mediciones a la de la sefial de mayor intensidad. Para el andlisis estadistico se utilizé el test de Mann-Whitney.
(+) Media, () valores atipicos, (**) P <0.01, (***) P < 0.001.

Para averiguar si la CP con la mutacion D264K se puede fosforilar, se generd la construccién
correspondiente pLONG-BOR-3-CPP2%%K (Fig. IV.40A), y se agroinfiltraron con ella y pP1HC plantas
de N. benthamiana silvestres, y se analizd si aparecia la doble banda caracteristica de la CP de PPV-
BOR-3 fosforilada. El nivel de acumulacién de la CP de PPV-BOR-3 con la mutacién D264K (CPP264K-
BOR-3) también fue muy bajo, al igual que ocurria con la proteina mutante de PPV-R, lo que impidié
una interpretacién clara de los resultados (Fig. IV.40B, C). Parece evidente que la movilidad
electroforética de CPP?64K-BOR-3 es mayor que la de la CP de BOR-3 sin mutar, probablemente
debido a su falta de O-GlcNAcilacidn; pero aparentemente también contindia migrando como un

doblete, lo que indicaria que la mutacién D264K no impide a la CP de PPV-BOR-3 fosforilarse.

Globalmente, estos resultados indican que una distorsion importante de la estructura de la CP
del PPV, que le impide ensamblarse correctamente, reprime su O-GIcNAcilacion pero no su

fosforilacion.
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IV.7. Busqueda de factores virales y del huésped, distintos a SEC, que participan en la O-
GlcNAcilacién y/o fosforilacion de la CP del PPV

La CP del PPV es modificada por la enzima SEC , la OGT identificada en A.
thaliana . Como se ha visto en
los capitulos anteriores de esta tesis, la CP también puede fosforilarse. Teniendo en cuenta que
tanto la O-GlcNAcilacion como la fosforilacion son MTP reversibles, es predecible que otras
enzimas y/o factores diferentes de SEC participen en las modificaciones que sufre esta proteina.
En el caso de mamiferos, se sabe que hay una OGA gque elimina residuos O-GIcNAc; sin embargo,
a pesar de que existen numerosas glicosil hidrolasas de plantas (en A. thaliana unas 400,

), con actividad demostrada o supuesta, hasta la fecha no se ha identificado ninguna
OGA vegetal. En cuanto a la fosforilacién, como ya se ha mencionado antes, se ha descrito que la
proteina quinasa CK2 fosforila a la CP del potyvirus PVA, y se han propuesto a PKA y PKC como las
quinasas que fosforilan a otras proteinas de virus de plantas
. Sin embargo, no se sabe si estas o alguna otra de los centenares de proteina quinasas
vegetales participan en la fosforilacion de la CP del PPV. Tampoco se ha descrito ninguna fosfatasa
(se calcula que A. thaliana tiene unas 150, ) implicada en la
eliminacién de residuos fosfatos de la CP del PPV o de alguna otra proteina de virus que infectan
plantas. Para tratar de identificar factores celulares implicados en las MTP de la CP del PPV se han
seguido dos abordajes complementarios, un abordaje genético (busqueda de candidatos) y otro

bioquimico (aislamiento de complejos relacionados con SEC).

IV.7.1. Las hexosaminidasas HEXO1, HEXO2 y HEXO3 no eliminan los grupos O-GIcNAc de la CP
del PPV

La primera etapa del abordaje genético pasa por identificar mediante el uso de busquedas

bibliograficas y analisis in silico, candidatos que podrian ser la OGA vegetal.

IV.7.1.1. Identificacion de HEXO1, HEXO2 y HEXO3 como posibles candidatos de ser la OGA vegetal

Para tratar de encontrar en plantas hipotéticos ortélogos de la OGA animal, se llevd a cabo un
exhaustivo estudio bioinformatico en el genoma de A. thaliana, empleando como referencia la
secuencia de aminoacidos de la OGA humana (MGEAS5). Para encontrar en plantas proteinas
homodlogas a la OGA humana se utilizaron tres herramientas de alineamiento comparativo:
HMMER, que identifica homologias entre secuencias nucleotidicas o aminoacidicas, HHPRED, que
busca homologias entre proteinas remotas en base a su estructura/funcidon y PFAM, que identifica
familias de proteinas en base a similitudes entre dominios. Los resultados del andlisis
seleccionaron dos secuencias de A. thaliana, correspondientes a las B-N-Acetilglucosaminidasas

(B-N-hexosaminidasas) 1y 3.
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Las R-hexosaminidasas de plantas (HEXO) son un tipo de enzima que participa en el
procesamiento de las grandes cantidades de N-glicanos paucimanosidicos que contienen las
plantas, escindiendo residuos terminales de GIcNAc de N-glicanos complejos. En A. thaliana, la
familia de las HEXO esta formada por tres miembros: hexosaminidasa 1 (HEXO1), hexosaminidasa
2 (HEXO2) y hexosaminidasa 3 (HEXO3) . Trabajos del grupo de R. Strasser
(University of Natural Resources and Life Sciences, Viena) habian demostrado que las enzimas
HEXO1 y HEXO3 son las principales responsables de la produccion en plantas de N-glicanos
paucimanosidicos, y que las tres HEXO son capaces de eliminar in vitro residuos GIcNAc de sustratos

sintéticos, participando asi en el procesamiento de glicanos en A. thaliana y N. benthamiana

Teniendo en cuenta los resultados del analisis bioinformatico y la relacion de las enzimas HEXO1
y HEXO3 con las vias de maduracidn de N-glicanos, se analizé la posible actividad OGA sobre la CP

del PPV de los tres miembros de la familia HEXO.

IV.7.1.2. La infeccidn de A. thaliana por PPV-R no se ve alterada por mutaciones en los genes hexol,
hexo 2 y/o hexo 3 de la planta

Se utilizaron los mutantes de insercion de T-DNA de A. thaliana hexo1-1, hexo2-1, hexo3-1 (fondo
genético Col-0) y hexo3-2 (fondo genético Col-3), asi como los dobles mutantes hexo1-1/hexo2-1y
hexo2-1/hexo3-2, y el triple mutante hexol-1/hexo2-1/hexo3-1 ,
proporcionados por el laboratorio de R. Strasser. Aunque en todos los casos se trata de mutantes

nulos, no se describen alteraciones fenotipicas apreciables en ninguno de ellos.

Para determinar si la deficiencia en alguno de los genes candidatos alteraba la infectividad y/o
acumulacion de PPV-R, los mutantes de A. thaliana afectados en una, dos o las tres enzimas HEXO
se inocularon mediante bombardeo con el cDNA de la construccién viral pICPPV-NK-IGFP. En
paralelo, el mismo virus fue inoculado en plantas de A. thaliana silvestre. Un analisis por Western
Blot anti-CP de tejido recogido a los 21 dpi, reveldé que practicamente la totalidad de las plantas,
mutantes o silvestres, se habian infectado (Tabla IV.8), sin que se observaran diferencias apreciables
de acumulacion viral entre los distintos mutantes con respecto a las plantas silvestres (no mostrado).
Estos resultados indican que la ausencia de actividad de las enzimas HEXO1, HEXO2 o HEXO3 no

altera de manera apreciable la infeccidon por PPV en A. thaliana.

IV.7.1.3. Los niveles de O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R, de incrementarse en plantas de A. thaliana
mutadas en los genes HEXO1, HEXO2 y HEXO3, lo harian muy ligeramente

Para averiguar si las hexosaminidasas HEXO1, HEXO2 y/o HEXO3 intervienen en la hidrdlisis de
los grupos O-GlcNAc presentes en la CP del PPV, se agroinocularon con PPV-R plantas del triple

mutante de A. thaliana hexo1-1/hexo2-1/hexo3-1 (triple hexo) y plantas silvestres. A partir de tejido
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sistémicamente infectado recogido a 21 dpi, se purificaron viriones de PPV-R siguiendo el método de

modificado. Las muestras se digirieron con tripsina y los péptidos generados
se analizaron por MALDI-TOF (Fig. IV.42). La abundancia relativa de las formas no modificada, mono-
y di-O-GlcNAcilada del péptido [1-39] fue muy similar en los viriones procedentes del mutante triple
hexo y de las plantas silvestres. Este resultado indica que la ausencia de las enzimas HEXO1, HEXO2
y HEXO3 en A. thaliana no afecta a la O-GIcNAcilacidon de la CP que forma parte de los viriones de

PPV-R.

Tabla IV.8. Infectividad de PPV-R en distintos mutantes de A. thaliana afectados en uno o varios genes de
hexosaminidasas

Genotipo de A. thaliana inoculado? Infectividad*
hexo 1-1 10/10
hexo 2-1 10/10
hexo 3-1 10/10
hexo 1-1 / hexo 3-1 9/9
hexo 2-1 / hexo 3-2 6/6
hexo 1-1 / hexo 2-1 / hexo 3-1 8/9
WT 9/10

3Las plantas fueron inoculadas por bombardeo con cDNA viral

*Plantas infectadas/plantas inoculadas

El hecho de que la carencia de las HEXO no afectara a los niveles de O-GIcNAcilacidn de viriones
purificados, no excluia la posibilidad de que alguna de estas enzimas actuara fundamentalmente sobre
CP libre o intermediarios de ensamblaje. Para estudiar esta posibilidad, se inmunoprecipité el conjunto
de la CP presente en el tejido sistémicamente infectado de las plantas inoculadas por bombardeo
mencionadas en el Apartado IV.7.1.2. Nuevamente, las muestras se digirieron con tripsina y se
analizaron por MALDI-TOF (Fig. IV.42). En este caso, la abundancia relativa de la forma no modificada
del péptido [1-39] fue ligeramente inferior, y la de la forma mono-0O-GlcNAcilada ligeramente superior,
en la CP obtenida a partir del mutante triple hexo con respecto a la obtenida de plantas silvestres (36.6
% frente a 40.3 % y 41.1 % frente a 36.8 %, respectivamente). No se observaron grandes diferencias

entre las intensidades relativas de las especies di-O-GIcNAciladas de ambas muestras.

Estos resultados podrian estar sugiriendo que existe un cierto efecto de alguna o todas las enzimas
HEXO en la eliminacion de residuos O-GIcNAc de la CP cuando la proteina no se encuentra formando

particulas virales completas.
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Figura IV.42. O-GIcNAcilacidn de la CP de PPV-R, ensamblada en viriones o inmunoprecipitada, obtenida a partir de
plantas infectadas de A. thaliana silvestres y del mutante hexol-1/hexo2-1/hexo3-1 (triple HEXO). Las muestras se
obtuvieron a partir de tejido sistémicamente infectado recogido a los 21 dpi, procedente de plantas agroinfiltradas
(viriones) o bombardeadas (inmunoprecipitacion). Se muestran los espectros MALDI-TOF que cubren la region del
péptido [1-39], los ratios m/z asignados a los picos relevantes y el nimero de residuos O-GlcNAc predichos para cada
especie peptidica. En rojo se indica el porcentaje calculado para los péptidos N.M., 1-GlcNAc y 2-GIcNAc obtenido en
base a la intensidad de cada sefial mayoritaria con respecto a la suma de las intensidades de las tres especies
peptidicas. Las estrellas sefalan los picos precursores N.M. que se corresponden con el péptido triptico [1-39].

IV.7.1.4. La expresion transitoria de las proteinas HEXO1, HEXO2 y/o HEXO3 en N. benthamiana no
afecta sustancialmente a la O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R

Como un abordaje alternativo para estudiar la posible implicacién de las hexosaminidasas HEXO1,
HEXO2 y HEXO3 en la O-GIcNAcilacién de la CP de PPV-R, se analizaron los patrones de glicosilacién de

la proteina viral en un contexto en el cual las enzimas candidatas estuvieran sobre-expresadas.

Las secuencias codificantes de las tres HEXO de A. thaliana se clonaron fusionadas, o no, a una
etiqueta TAP, bajo el control del promotor 35S y en el vector pCTAPi (Fig. IV.43A). Todas las
construcciones se introdujeron en Agrobacterium para expresarlas transitoriamente mediante
agroinfiltracién. En el caso de las HEXO etiquetadas, se realizé un ensayo preliminar para verificar su
correcta expresion. En este experimento se agroinfiltraron las correspondientes construcciones junto
con el plasmido pP19 que expresa la proteina supresora del silenciamiento P19 del Tomato bushy stunt
virus (TBSV) . El anélisis por Western Blot utilizando el complejo soluble PAP que
reconoce la etiqueta TAP, realizado sobre extractos de hojas agroinfiltradas recogidas a los 5 dpi, reveld

en cada caso una seial a la altura del peso molecular tedrico de las HEXO heterdlogas de A. thaliana
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etiquetadas, aunque también se detecté la acumulacién de proteina truncada en las muestras donde

se expresd HEXO2-TAP o, en menor medida, HEXO3-TAP (Fig. IV.43B).
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Figura IV.43. Expresion transitoria en plantas de N. benthamiana de las hexosaminidasas de A thaliana, etiquetadas
(HEXOx-TAP) o sin etiquetar (HEXOx). (A) Representacion esquematica de las construcciones en las que los genes
HEXO1, HEXO2 y HEXO3 se clonaron en el vector binario pCTAPi, fusionados o no en C-terminal a una etiqueta TAP.
(B) Deteccidn de las proteinas de fusion HEXO-TAP mediante Western Blot anti-TAP. Las hojas de N. benthamiana
agroinfiltradas con cada construccidn, junto con el supresor del silenciamiento P19 del TBSV, se recogieron a los 5 dpi
para obtener los extractos proteicos analizados. Se incluyeron dos clones por construccion, excepto en el caso de
HEXO1-TAP que se utilizaron dos cultivos bacterianos del mismo clon. En la imagen se muestran las construcciones,
los clones utilizados, las plantas combinadas para el andlisis y el rango de peso molecular al que migran las tres
proteinas de fusidn. (*) Posible producto de degradacion de HEXO2-TAP.

Para determinar si la sobreexpresion ectopica y conjunta de las tres HEXO afectaba al patréon de
O-GlcNAcilaciéon de la CP de PPV-R, se siguid el mismo procedimiento descrito en el Capitulo 1V.2,
mediante el cual se comparaban las movilidades electroforéticas de la proteina producida en
plantas de N. benthamiana silvestres y SEC-b2. Para ello, ambos tipos de plantas se agroinocularon
con PPV-R, junto con las construcciones que expresaban cada una de las HEXO, con o sin etiqueta,
o GFP, incluyendo también células que expresan la proteina P19 en todas las mezclas de
infiltracién. El analisis por Western Blot anti-CP de los extractos de hojas inoculadas recogidas a 5
dpi no revelé cambios apreciables asociados a la coexpresién de las tres proteinas HEXO o HEXO-
TAP de A. thaliana que acercaran la movilidad electroforética de la CP de plantas silvestres a la de
la CP producida en plantas deficientes en SEC (Fig. IV.44). Esto sugiere que la actividad glicosidasa
de las proteinas HEXO no esta afectando el estado de O-GIcNAcilacion de la proteina CP. Hay que
destacar que en uno de los geles de este experimento la sefial correspondiente a la CP procedente
de plantas SEC-b2 se detecté como una doble banda, que también se intuia en la proteina presente
en plantas silvestres (Fig. IV.44, gel de arriba). Este doblete de CP se ha observado en algun otro

gel, y su deteccidn parece estar asociada a factores de la electroforesis aun por identificar.
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Igualmente estd por determinar si el doblete se debe a alguna MPT selectiva, como en el caso de

la doble banda caracteristica de la CP de PPV-BOR-3 fosforilada.
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Figura 1V.44. Migracién de la CP de PPV-R cuando la proteina se coexpresa simultaneamente con las hexosaminidasas
HEXO1, HEXO2 y HEXO3 de A. thaliana, fusionadas (HEXOx-TAP) o no (HEXOx) a una etiqueta TAP, en plantas de N.
benthamiana WT y SEC-b2. Las hojas se infiltraron con una mezcla de cultivos bacterianos que portaban las tres
construcciones HEXOx-TAP o HEXOX, o la de la GFP, conjuntamente con la del plasmido que expresaba el PPV-Ry otro
que contenia el supresor del silenciamiento P19 del TBSV. Se incluyeron dos clones por construccion, excepto en el
caso de HEXO1-TAP que se utilizaron dos cultivos bacterianos del mismo clon. El tejido procedente de tres plantas
distintas, se recogié a 5 dpi y a partir del mismo se obtuvieron extractos de proteinas totales que se analizaron
mediante Western Blot anti-CP. Se indica el tipo de planta agroinfiltrada, la construccién ensayada y el clon o el cultivo
utilizado. La interpretacién de las diferencias de movilidad electroforética de la CP aparece representada con lineas
azules. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga.

Para descartar la posibilidad de que la expresion conjunta de las tres HEXO estuviera diluyendo
el efecto de una Unica enzima activa, se realizé un nuevo ensayo siguiendo un esquema similar al
anterior, pero en este caso, expresando individualmente las tres enzimas etiquetadas. Tampoco en
este caso se aprecid que la co-expresiéon de alguna de las HEXO junto con el virus diera lugar a un
aumento de la movilidad electroforética de la CP producida en plantas silvestres similar al causado

por la deficiencia de O-GIcNAcilacién en las plantas SEC-b2 (Fig. IV.45).

IV.7.2. Obtencién de una versién funcional de la proteina SEC etiquetada para su utilizacién en el
aislamiento de complejos proteicos relacionados con la modificacién de la CP del PPV

Existen datos previos de que diferentes factores implicados en la modificacién coordinada de
proteinas de eucariotas por fosforilacion y O-GlcNAcilacién actuan en forma de complejos proteicos
hetero-oligoméricos . En este apartado de la tesis
nos hemos propuesto obtener una version etiquetada de la OGT SEC, el Unico factor celular conocido

implicado en la MPT de la CP del PPV, para usarla como anzuelo en el aislamiento e identificacion
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mediante técnicas de afinidad y MS de otros factores que participen en la fosforilacién y O-

GlcNAcilacion de esta proteina.
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Figura IV.45. Migracion de la CP de PPV-R cuando se coexpresa junto con alguna de las hexosaminidasas HEXO1,
HEXO2 o HEXO3 de A. thaliana fusionadas a una etiqueta TAP, en plantas de N. benthamiana WT y SEC-b2. Las hojas
se infiltraron con una mezcla de cultivos bacterianos que portaban cada una de las tres construcciones, o la de la GFP,
conjuntamente con la del plasmido que expresaba el PPV-R y otro que contenia el supresor del silenciamiento P19
del TBSV. Se incluyeron dos clones por construccion, excepto en el caso de HEXO1-TAP que se utilizaron dos cultivos
bacterianos del mismo clon. El tejido procedente de tres plantas distintas, se recogid a 5 dpi y a partir del mismo se
obtuvieron extractos de proteinas totales que se analizaron mediante Western Blot anti-CP. Se indica el tipo de planta
agroinfiltrada, la construccidon ensayada y el clon o el cultivo utilizado. La interpretacion de las diferencias de
movilidad electroforética de la CP aparece representada con lineas azules. La sefial de la RuBisCO tefida con rojo
Ponceau se incluye como control de carga.

IV.7.2.1. La expresion transitoria del gen SEC, fusionado o no a una etiqueta TAP, es capaz de
restablecer la O-GIcNAcilacion de la CP de PPV-R in vivo en plantas de N. benthamiana SEC-b2

El cDNA correspondiente al gen SEC de A. thaliana se clond fusionado a la etiqueta TAP en el
vector binario de expresion en plantas pCTAPi, al igual que se habia hecho con los de las
hexosaminidasas. Para generar una variante control sin etiquetar, se obtuvo una construccion que
incluia un coddn de parada entre el final de la secuencia codificante del gen SECy el comienzo de la

de la etiqueta TAP (Fig. IV.46A).

Para verificar la actividad de la proteina SEC heterdloga, se agroinocularon plantas de N.
benthamiana silvestre y SEC-b2 con PPV-R junto con las construcciones que expresaban las dos
versiones de SEC (libre o etiquetada con TAP) o GFP, como control. En todos los casos las mezclas de

agroinfiltracién incluyeron un pldsmido que expresa el supresor de silenciamiento P19 del TBSV. Un
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primer anadlisis mediante Western Blot con reactivo PAP sobre extractos de hojas agroinoculadas
recogidas a los 5 dpi, permitié detectar una sefial a la altura de la proteina etiquetada, tanto en las
plantas silvestres como en las SEC-b2 infiltradas con la construccién SEC-TAP (Fig. IV.46B). La
acumulacién de la proteina SEC-TAP parecia considerablemente superior en las plantas silvestres. No
se han investigado las causas de esta diferencia, aunque podria deberse a que el transgén que silencia
al gen SEC enddgeno en las plantas SEC-b2 también afecte a la expresion del gen SEC heterdlogo

expresado transitoriamente, a pesar de la presencia del supresor de silenciamiento P19.

A continuaciodn, la CP presente en los extractos de las hojas agroinoculadas se inmunoprecipitd
con un suero policlonal que reconoce especificamente esta proteina y, los inmunoprecipitados se
analizaron por SDS-PAGE (Fig. IV.46C). No se observaron grandes diferencias en cuanto a la cantidad
de proteina inmunoprecipitada recuperada a partir de las distintas condiciones. La disminucién de la
movilidad electroforética de la CP producida en plantas SEC-b2 en las que se expresé el gen SEC
heterdlogo, etiquetado o sin etiquetar, con respecto a la detectada en las plantas SEC-b2 donde se
expreso el control GFP, indicéd que la enzima SEC heterdloga era funcional y capaz de restaurar la O-

GlcNAcilacion de la proteina en las plantas SEC-b2, deficientes en la proteina SEC enddgena.
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Figura IV.46. Expresion transitoria en plantas de N. benthamiana WT y SEC-b2 del gen SEC de A. thaliana. (A)
Representacidon esquematica de las construcciones en las que el gen SEC se cloné en el vector binario pCTAPi,
fusionado (SEC-TAP) o no (SEC) en C-terminal a una etiqueta TAP. (B) Deteccion de la proteina de fusion SEC-TAP
mediante Western Blot anti-TAP. Las hojas agroinfiltradas con cada construccidn, junto con un clon infeccioso del PPV
y el supresor del silenciamiento P19 del TBSV, se recogieron a los 5 dpi para obtener los extractos proteicos analizados.
La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como control de carga. (*) Posible producto de degradacién
de SEC-TAP. (C) Tincidn con azul de Coomassie de la CP inmunoprecipitada a partir del tejido agroinfiltrado. La
interpretacién de las diferencias de movilidad electroforética de la proteina aparece representada con lineas azules.
En las imagenes se indica el tipo de planta agroinfiltrada, la construccidn ensayada, el clon utilizado, el peso molecular
al que migra la proteina de fusidn y la concentracidn estimada de la CP inmunoprecipitada (en el caso de (C)).
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Los diferentes inmunoprecipitados de la CP se digirieron con tripsina, y los péptidos generados se
analizaron por MALDI-TOF (Fig. IV.47). El porcentaje de péptido [1-39] no modificado respecto al
total de variantes de este péptido producido en plantas de N. benthamiana silvestre donde el virus
se co-expresd con las proteinas SEC o SEC-TAP (22.3 % y 20.0 %, respectivamente) fue
aproximadamente dos veces inferior al obtenido en las plantas donde el virus se co-expreso con la
GFP control (42 %). En concordancia con este dato, el porcentaje de la forma di-O-GlcNAcilada del
péptido [1-39] de la CP co-expresada con SEC o SEC-TAP en las mismas plantas (29.0 % y 36.1 %,
respectivamente) fue mas de 1.5 veces mayor que el obtenido cuando la CP fue coexpresada con el
control GFP (17.8 %). Este resultado sugiere claramente que la expresién transitoria del gen SEC
heterdlogo, independientemente de si su producto esta o no etiquetado, estimula la O-GIcNAcilacidn
de la CP, y también indica que es posible sobrepasar el umbral de O-GlcNAcilacion de la proteina sin

afectar notablemente la infeccion viral.

El resultado del analisis de la O-GIcNAcilacién de la CP producida en las plantas deficientes en la
enzima SEC enddgena es alin mas concluyente en cuanto a la actividad de la proteina SEC heterdloga
expresada de forma transitoria. Como se esperaba, el porcentaje de la forma no modificada del
péptido [1-39] de la CP co-expresada con el control GFP fue del 100 %. Por el contrario, en la misma
linea del descenso de movilidad electroforética observado en el SDS-PAGE observado (Fig. IV.46C),
la co-expresion de la CP con SEC o SEC-TAP restablecia los niveles de O-GlcNAcilacion del péptido [1-
39] de manera sustancial (37.5 % de forma mono-O-GlcNAcilada y 26.9 % de forma di-O-GIcNAcilada
para la co-expresién con SEC, y 37.3 % de forma mono-O-GlcNAcilada y 28.1 % de forma di-O-
GlcNAcilada para la co-expresion con SEC-TAP) (Fig. IV.47).

En su conjunto estos resultados ponen de manifiesto la funcionalidad del gen SEC heterdlogo de
A. thaliana en N. benthamiana en el contexto de la infeccion viral y la ausencia de distorsiones

causadas por la etiqueta TAP fusionada al extremo carboxilo de la enzima.

IV.7.2.2. Generacidn de plantas transgénicas de A. thaliana en fondo silvestre y sec-2 que expresan
de forma estable el gen SEC fusionado a una etiqueta

El mutante sec-2 de A. thaliana (fondo genético Col-0) se caracteriza por la pérdida de funcién de
la enzima SEC, al tener insertado un T-DNA en el intrén que separa los dos exones que codifican la
region catalitica de la proteina . Este mutante no presenta alteraciones
fenotipicas apreciables y su infeccién por el PPV, aunque cursa con cierto
retraso respecto a la del virus silvestre, produce una acumulacién suficiente para poder purificar

viriones susceptibles de ser analizados por MS

Con objeto de obtener plantas que expresaran la enzima SEC etiquetada de manera constitutiva,
que pudieran ser utilizadas en el aislamiento de complejos proteicos funcionales sin tener que

competir con la enzima SEC libre enddgena, se transformaron plantas de A. thaliana sec-2 con la
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construcciéon SEC-TAP empleada en el ensayo de expresién transitoria descrito en el apartado
anterior. También se transformaron con la misma construccidn plantas de A. thaliana silvestres, en
este caso para evaluar el posible efecto de un exceso de O-GlcNAcilacién de la CP en la infeccidn por
el PPV. Para la transformacién, se sumergieron tallos florales de cada tipo de planta en dos cultivos
independientes de Agrobacterium portadores de la construccion SEC-TAP. Las semillas de estas
plantas (semillas FO) en cuyo DNA gendmico se habian insertado una o varias copias del transgén, se
seleccionaron germinandolas in vitro en un medio que contenia el herbicida BASTA, cuya accidn se
neutraliza por el producto del gen BAR incluido en el T-DNA del plasmido pCTAPiI, que albergaba la
secuencia codificante de la proteina de fusién SEC-TAP (Fig. IV.48A).
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Figura IV.47. O-GIcNAcilacién de la CP de PPV-R cuando la proteina se coexpresa con la proteina SEC fusionada (SEC-
TAP) o no (SEC) a una etiqueta TAP, en plantas de N. benthamiana WT o SEC-b2. Las hojas se infiltraron con una
mezcla de cultivos bacterianos que portaban las construcciones SEC-TAP o SEC, o la de la GFP, conjuntamente con la
del plasmido que expresaba el PPV-R y otro que contenia el supresor del silenciamiento P19 del TBSV. El tejido se
recogié a los 5 dpi y a partir del mismo la CP fue inmunoprecipitada y analizada mediante MALDI-TOF. Se muestran
los espectros que cubren la regidn del péptido [1-39], los ratios m/z asignados a los picos relevantes y el nimero de
residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. En rojo se indica el porcentaje calculado para los péptidos
N.M., 1-GIcNAc y 2-GlcNAc obtenido en base a la intensidad de cada sefial mayoritaria con respecto a la suma de las
intensidades de las tres especies peptidicas. Las estrellas sefialan los picos precursores N.M. que se corresponden con
el péptido triptico [1-39].
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En algunas de las plantas FO de ambos fondos genéticos resistentes a BASTA se verificé la
integracién del transgén en su genoma mediante amplificacién por PCR de parte de la regidn
catalitica de la enzima SEC (datos no mostrados). Para determinar si el transgén se expresaba
adecuadamente, inmediatamente después de que las plantas FO se trasplantaran a tierra, se analizé
la presencia de la proteina de fusion SEC-TAP mediante Western Blot, utilizando el reactivo PAP (Fig.
IV.48B). La cantidad de proteina SEC-TAP detectada resultd ser muy variable entre las distintas
plantas transformadas. Aungue los niveles mas altos parecian corresponder a plantas con el fondo
genético silvestre (e]. plantas 5.8 y 6.9), también habia plantas con este fondo genético con niveles
mas bajos (en algunos casos practicamente indetectables) muy inferiores al de algunas plantas con

fondo genético sec-2 (ej. plantas 5.7 y 6.18 frente a plantas 9.2 y 10.6).
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Figura IV.48. Generacidn de plantas transgénicas de A. thaliana WT o sec-2, que expresan la proteina SEC fusionada
a una etiqueta TAP. (A) Esquema de la generacién de plantas transgénicas WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP mediante
inmersion floral en cultivos de A. tumefaciens que contenian la construcciéon SEC-TAP. Algunas de las plantas
seleccionadas in vitro fueron genotipadas, fenotipadas y posteriormente propagadas. (B) Deteccién de la proteina de
fusién SEC-TAP mediante Western Blot anti-TAP. El analisis se realiz6 en extractos de proteinas totales obtenidos a
partir del tejido foliar de diversas plantas FO (x.x). La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye como
control de carga.

Para el analisis posterior se escogieron plantas FO de los dos fondos genéticos (5.7, 5.8, 5.12, 5.18,
5.24,6.9, 6,14, 6.18 y 6.20, fondo silvestre y 9.2, 9.4, 9.6, 9.11, 9.15, 10.6, 10.9 y 10.10, fondo sec-2,
Fig. IV.48B), que se autofecundaron y sus semillas se germinaron en medio selectivo. Las plantas F1
resultantes, resistentes a BASTA, se trasplantaron a tierra y cuatro de ellas se destinaron a evaluar
su susceptibilidad a la infecciéon por PPV-R. Las plantas F1 se agroinocularon con bacterias que

expresan al plasmido pSN-PPV y los extractos de tejido sistémicamente infectado, recogido a 17 dpi,
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se analizaron mediante Western Blot con reactivo PAP para detectar la acumulaciéon de la proteina
SEC etiquetada y con suero anti-CP para verificar el éxito de la infeccidén y estimar la acumulacién

viral (Fig. IV.49).
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Figura 1V.49. Evaluacién de la expresion de la proteina SEC fusionada a una etiqueta TAP en la generacién F1 de
plantas transgénicas de A. thaliana WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP infectadas con PPV-R. Las plantas F1 (x.x.x) se
agroinocularon con PPV-R y los extractos nativos de las hojas superiores a las inoculadas, colectadas a 17 dpi, se
utilizaron para detectar la proteina de fusidon por Western Blot anti-TAP. A continuacidn, la misma membrana se
incubd con un anticuerpo anti-CP para detectar la CP del virus. La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se
incluye como control de carga.
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El primer resultado que llama la atencidn es que los niveles de acumulaciéon de SEC-TAP en las
plantas F1 no siempre se correspondian con los detectados en sus progenitoras FO (comparar las Fig.
IV.48 y Fig. IV.49). Por ejemplo, el andlisis de las plantas FO mostré que la linea 6.18 exhibia un nivel
de acumulacién de SEC-TAP notablemente inferior al de las lineas 6.14 y 6.20; sin embargo, aunque
la planta 6.18.2 seguia mostrando esta acumulacion limitada, los niveles de SEC-TAP de las otras tres
plantas F1 descendientes de la linea 6.18 fueron mas elevados que los de la mayoria de plantas
descendientes de 6.14 y 6.20. Igualmente, este era el caso de las plantas descendientes de 9.6, una
planta FO con acumulacion de SEC-TAP no muy alta, entre las que 9.6.1 mostraba un nivel de
acumulacién muy bajo, mientras que los de sus tres hermanas se encontraban en el rango superior.
Pero el caso mds extremo era el de las plantas descendientes de la linea 9.4, que mostraron niveles

de SEC-TAP extremadamente bajos, que contrastaban con los altos niveles de la planta FO.

Llama también la atencién las diferencias en cuanto a la infectividad y los niveles de acumulacién
del PPV en las distintas plantas F1 (Fig. IV.49). En particular, hay dos lineas, 5.24 y 9.4, en las que solo
una de sus plantas F1 resulté infectada, exhibiendo ademds niveles de acumulacién viral muy bajos.
Sin embargo, el hecho de que la expresion de SEC-TAP sea muy alta en las plantas 5.24.x y muy baja
en las 9.4.x, junto con la existencia de plantas no infectadas en otras lineas tanto con niveles de SEC-
TAP altos como bajos, impide concluir si existe o no una asociacion entre la expresién de SEC y la
susceptibilidad a la infeccidn por PPV. No obstante, es importante destacar que, de forma general,
en este experimento la eficiencia de infeccidn fue baja, ya que de 8 plantas de A. thaliana silvestre
que se inocularon como control solo 3 resultaron infectadas. Asi pues, no podemos descartar una
posible contribucidn de la sobreexpresién de SEC-TAP a la eficiente infeccidén de algunas de las lineas

transgénicas.

El objetivo principal de este experimento, sin embargo, era dilucidar si la expresion transgénica
de SEC etiquetado era capaz de facilitar la O-GIcNAcilacién de la CP del PPV. Para esto se eligieron
las 4 plantas F1 descendientes de la linea 6.14 y las 4 descendientes de la linea 9.2, como
representantes de la sobreexpresiéon de SEC-TAP en fondo silvestre y sec-2, respectivamente. Estas
lineas se seleccionaron debido a sus altos niveles de acumulacién tanto de SEC-TAP como de CP viral
(Fig. IV.49). La CP del tejido sistémicamente infectado de estas plantas se inmunoprecipité como se
ha descrito en el apartado anterior. En paralelo, como control de O-GIcNAcilacidn estandar, se
inmunoprecipité en las mismas condiciones la CP presente en una cantidad de tejido equivalente
procedente de una de las plantas de A. thaliana silvestre infectadas que mostraba un mayor nivel de

acumulacién viral.

El andlisis por SDS-PAGE de los inmunoprecipitados revelé una cantidad muy superior de CP en
las dos muestras de plantas transgénicas (WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP) que en la de la planta

silvestre (Fig. IV.50A), sugiriendo que la sobreexpresion de la enzima con actividad OGT, tuviera o no
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un efecto significativo sobre la infectividad del PPV en A. thaliana, podria incrementar su
acumulacion. Los tres inmunoprecipitados se digirieron con tripsina y se analizaron por MALDI-TOF.
La abundancia relativa de la forma no modificada del péptido [1-39] fue casi dos veces inferior en las
plantas transgénicas que expresaban la proteina SEC-TAP en fondo silvestre o sec-2 (21.9 %y 23.6 %,
respectivamente), que en las plantas silvestres (40.3 %) (Fig. IV.50B). En concordancia con este dato,
las formas di-O-GIcNAciladas del péptido [1-39] estaban mas representadas en las plantas que
expresaban la enzima SEC-TAP que, en las plantas silvestres, aunque en este caso las diferencias no
eran tan acusadas (29.8 %y 27.4 % en plantas WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP, respectivamente, y 22.9

% en plantas silvestres).
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Figura IV.50. Evaluacion de la funcionalidad de la proteina SEC fusionada a una etiqueta TAP en la generacién F1 de
plantas transgénicas de A. thaliana WT-SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP infectadas con PPV-R. (A) Deteccion de la CP
inmunoprecipitada a partir de muestras procedentes de 4 plantas descendientes de las lineas FO 6.14 (WT-SEC-TAP)
y 9.2 (sec-2-SEC-TAP), cargadas en un gel SDS-PAGE y tefiidas con azul de Coomassie. Como control de O-GlcNAcilacién
estandar de la CP, se utilizé una planta de A. thaliana silvestre (WT) infectada. Se indica la concentracidn estimada de
la CP (ng/uL). (B) O-GlcNAcilacion de la CP de PPV-R inmunoprecipitada. Se muestran los espectros MALDI-TOF que
cubren la region del péptido [1-39] de la CP y en ellos, los ratios m/z asignados a los picos relevantes, asi como el
numero de residuos O-GIcNAc predichos para cada especie peptidica. En rojo se indica el porcentaje calculado para
los péptidos N.M., 1-GIcNAc y 2-GIcNAc obtenido en base a la intensidad de cada sefial mayoritaria con respecto a la
suma de las intensidades de las tres especies peptidicas. Las estrellas sefialan los picos precursores N.M. que se
corresponden con el péptido triptico [1-39].

Estos resultados indican que la expresion transgénica de la proteina de fusién SEC-TAP no solo
restablece la O-GIcNAcilacion de la CP en un fondo genético sec-2, sino que, tanto en este fondo

como en uno silvestre, incrementa la O-GIcNAcilacidn por encima del nivel observado en la infecciéon
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de plantas silvestres por PPV. Ademas, estos datos proporcionan una primera indicaciéon de que al
igual que la ausencia de O-GIcNAcilacién de CP entorpece la infeccidn , Suaumento

podria facilitarla.

Los estudios previos del laboratorio habian demostrado que la menor eficiencia de la infeccién
por PPV, derivada de la falta de O-GIcNAcilacién de su CP, estaba asociada con una mayor
inestabilidad de esta proteina in vitro . Para determinar si la restitucion de O-
GlcNAcilacion era capaz de revertir el fenotipo de inestabilidad de la CP en plantas sec-2, los extractos
nativos procedentes de plantas sec-2 y sec-2-SEC-TAP infectadas con PPV-R se sometieron a ensayos
de incubacién in vitro. Para ello, se prepararon extractos en condiciones nativas de hojas
sistémicamente infectadas de A. thaliana sec-2 y de plantas transgénicas que expresan SEC-TAP en
un fondo sec-2 (F1 de la linea 9.2). Los extractos se incubaron a 25°C y se analizé por Western Blot
anti-CP la estabilidad y acumulacién de la CP a los tiempos indicados. La acumulacién de la CP
procedente de plantas sec-2 descendié drasticamente al cabo de las 2 horas de incubacion, llegando
a desaparecer casi totalmente a las 4 horas, mientras que en las plantas sec-2-SEC-TAP permanecié

practicamente inalterable incluso después de 4 horas de incubacién (Fig. IV.51A). Este resultado

confirma que el restablecimiento de la O-GlcNAcilacidon en plantas sec-2 restituye la estabilidad de la

CP in vitro.
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Figura IV.51. Ensayo de la estabilidad de la CP de PPV-R en el contexto de plantas transgénicas de A. thaliana WT-
SEC-TAP y sec-2-SEC-TAP. Plantas transgénicas que expresaban eficientemente el transgen SEC-TAP fueron
agroinfiltradas con un cultivo de Agrobacterium que expresaba el PPV-R. El tejido sistémicamente infectado, recogido
a los 17 dpi, fue utilizado para preparar extractos nativos de proteinas totales en tampdn fosfato que fueron
analizados por Western Blot anti-CP, inmediatamente después de la extraccidn (0’ y 0’1/,, en el que se cargd la mitad
de la muestra) o después de la incubacién a 25°C durante los tiempos indicados. (A) Estabilidad de la CP en ausencia
de O-GlcNAcilacion por SEC (sec-2) y cuando se restaura la funcion de esta enzima (sec-2-SEC-TAP). (B) Estabilidad de
la CP en presencia de la enzima enddgena (WT) y cuando ademas se esta expresando la proteina SEC etiquetada (WT-
SEC-TAP). Los valores relativos de intensidad de las bandas de CP que se muestran debajo de cada carril fueron
calculados con el programa Quantity One 1-D (Bio-Rad). La sefial de la RuBisCO tefiida con rojo Ponceau se incluye
como control de carga.
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Aprovechando que nuestros analisis de MALDI-TOF muestran que la expresidn transgénica de
SEC-TAP da lugar a un aumento de la O-GlcNAcilacidn de la CP con respecto a los niveles basales
observados en la infeccidn de plantas silvestres (Fig. IV.50B), nos planteamos testar si, de la misma
manera que la ausencia de O-GIcNAcilacidn en plantas sec-2 estd asociada con una mayor
inestabilidad de la CP in vitro, el aumento en los niveles de O-GIcNAcilacidn podria tener el efecto
contrario, dotando a la proteina de una mayor estabilidad. Para abordar esta cuestién, como en el
experimento anterior, se prepararon extractos de hojas sistémicamente infectadas a partir de
plantas de A. thaliana silvestre y de plantas transgénicas que expresan SEC-TAP en este mismo fondo
(F1 de linea 6.14). Los extractos se incubaron a 25°C, tomandose alicuotas a diferentes tiempos para
estimar la estabilidad y la acumulacién de la CP mediante Western blot. Una alta proporcién de CP
se mantenia estable después de 4 horas de incubacién en ambos extractos, y, aunque la sensibilidad
del experimento no permite sacar conclusiones cuantitativas rigurosas, no parece que la hiper-O-
GlcNAcilaciéon en las plantas WT-SEC-TAP contribuya a estabilizar la CP del PPV, lo que sugiere que
existe un nivel umbral a partir del cual una mayor O-GIcNAcilacidn de la CP no supone una mayor
proteccion de la proteina (Fig. IV.51B). Estos datos apuntan a que, aunque un aumento global de la
O-GlcNAcilacion podria estar facilitando la infeccidon por PPV, esto no se deberia a una menor tasa

de degradacion de la CP.
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V. DISCUSION

La O-GlIcNAcilacidn y la fosforilacién son dos de las MPT mas comunes y ampliamente estudiadas
en las proteinas de los organismos eucariotas
, ¥ los analisis de MS de los ultimos afios indican que ambas modificaciones son
comparables en términos de dinamismo e impacto en las funciones de las proteinas
. La O-GIcNAcilacidn y la fosforilacion comparten las dianas de serina y treonina, y es habitual
que estén involucradas en la regulacion de los mismos procesos
Todas estas caracteristicas comunes hacen que estas MPT puedan afectarse la una a la otra mediante
distintos mecanismos de cross-talk, tanto a nivel del sustrato modificado como al de las propias

enzimas que catalizan las reacciones quimicas

La interaccion dindmica entre estas MPT ha sido extensamente estudiada en animales durante

las ultimas décadas, lo que ha dado lugar a multiples revisiones sobre el tema

. Aunque en los ultimos afios se han comenzado a identificar en plantas
algunas proteinas que pueden ser modificadas por O-GlcNAcilacidn, solo conozco unos pocos

estudios que demuestran que el cross-talk con la fosforilacién también puede tener lugar en plantas

En el caso de los virus que infectan animales se conocen multiples ejemplos de proteinas
fosforiladas, y cada vez se descubren mas casos de proteinas que pueden ser O-GIcNAciladas. Sin
embargo, el cross-talk entre ambas MPT ha sido muy poco estudiado, siendo el caso del antigeno T
del SV40 el mds conocido . Por su parte, aunque en los virus que infectan plantas
se han realizado comparativamente menos estudios, se han identificado varias proteinas que pueden
ser fosforiladas y ninguna que pueda ser O-GIcNAcilada, con la excepcién de la CP del Potyvirus PPV
que es modificada por O-GlcNAcilaciéon y fosforilacion

. La modificacién de la CP del PPV por ambas MPT hace de
esta proteina un excelente modelo para estudiar cdmo la O-GlcNAcilacién y la fosforilacién pueden

afectar al ciclo viral.

V.1. La fosforilacion de la CP del PPV es mucho mas compleja de lo que se pensaba

Las posiciones O-GlcNAciladas previamente mapeadas in vivo en la CP de viriones de PPV-R (T19,
T24,T41,T50,T53, T54/T58 y S65, ) no coinciden
con ninguno de los sitios que hemos encontrado fosforilados en este aislado (Fig. IV.1, Fig. V.16,
Tabla IV.1, Tabla IV.2 y Anexo 5). Aunque las fosfo-dianas S25, T71, S81, S101 y T106 de la CP de

PPV-R (al igual que los residuos O-GlcNAcilados) se encuentran localizadas en lo que se puede
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considerar la region N-terminal de la CP de los Potyvirus, en base a la estructura de los viriones del
WMV determinada por crio-microscopia electrénica , también se han detectado
aminodcidos fosforilables distribuidos en distintas localizaciones de la regién central (5118, T254 y
T313) (Fig. IV.1y Fig. IV.16). Esto indica que, a diferencia de las O-GIcNAcilaciones, las fosforilaciones
no se encuentran restringidas a una region concreta de la CP, siendo su distribucién mas bien
heterogénea. Es importante destacar que, aunque las dianas de fosforilacion y O-GlcNAcilacion no
coinciden en la CP de PPV-R, si se ha detectado un cierto solape y coexistencia de ambas MPT en la
region N-terminal, al igual que ocurre en otras proteinas de plantas
Concretamente, uno de los residuos fosforilados (S25) se situa al lado de la T24 O-GlcNAcilable.
Hemos encontrado especies del péptido que va del aminoacido 1 al 39 ([1-39]) simultdneamente
fosforiladas en la S25 y O-GIcNAciladas en la T24 (Tabla IV.1 y Tabla IV.2), lo que demuestra que
estas dos MPT no se bloquean competitivamente entre si cuando se encuentran en estos residuos.
Sin embargo, esto no implica necesariamente que la fosforilacion y la O-GIcNAcilacién en la CP del
PPV sean independientes. De hecho, el aumento de fosforilacion en la S25 en las plantas transgénicas
deficientes en O-GIcNAcilacién (SEC-b2) infectadas (Fig. IV.4 y Tabla IV.3) indica que existe un cross-
talk negativo entre ambas MPT que pueden coexistir sobre aminodacidos distintos. Hay dos evidencias
adicionales que apoyan este cross-talk. La primera es el aumento en los niveles de O-GlcNAcilacién
detectados en el péptido [1-39] de la CP del mutante 4SA, en el que se ha abolido la fosforilacién en
las dianas S25, S81, S101 y S118, comparados con los de la CP del virus silvestre (Fig. IV.14). La
segunda proviene de un articulo previamente publicado por nuestro laboratorio, en el que se
también observé un aumento en la O-GlcNAcilacion del péptido mencionado en un mutante en el
que se impidio la fosforilacion de la S25 (mutante S25A) con respecto al virus no mutado

. No hemos encontrado evidencias de que ninguno de los otros tres residuos de serina
detectados fosforilados en la CP de PPV-R (581, S101 y S118) esté influenciado por el estado de O-
GlcNAcilacién de la proteina (Fig. IV.5 y Tabla IV.2). Por otra parte, en el experimento iTRAQ llevado
a cabo no fuimos capaces de detectar las fosforilaciones en los residuos T71, T106, T254 y T313 que
fueron identificados fosforilados mas tarde y después de analisis exhaustivos (Fig. IV.16A, Anexo 5y
Anexo 6), por lo que no podemos descartar que exista un cross-talk no detectado entre alguna de

de las fosforilaciones que tienen lugar en las treoninas y la O-GlcNAcilacién.

Aungque el cross-talk detectado entre la fosforilacion de la S25 y la O-GIcNAcilacidn global en la
CP de PPV-R podria ser importante para la infeccion, la aparicidén en la naturaleza del mutante NAT
en el que se pierden las dianas gT19, gT24 y pS25 en huéspedes herbaceos sin que presente fuertes
efectos en la eficacia bioldgica del patogeno y el hecho de que la
diana S25 fosforilable no se conserve en todas las cepas del PPV (Fig. IV.21 y Anexo 7), sugieren que
esta interrelacion no es imprescindible. Sin embargo, es importante destacar que los aislados de la

cepa Rec (en los que no se mantiene la $25) estan muy poco adaptados al melocotonero

158



, que es precisamente donde este cross-talk podria ser mds relevante, ya que la mutacion
NAT reduce la eficacia biolégica del PPV en este huésped natural . Estos datos
podrian estar sugiriendo que, aunque mantener el cross-talk entre ambas MPT en la regiéon N-
terminal de la CP puede ser importante para el PPV, los residuos entre los que se establece la

interrelacién podrian ser distintos dependiendo del huésped o la cepa del patégeno.

La conservacion de la fosforilacidn y la O-GlcNAcilacidn en la CP de al menos tres cepas distintas
del PPV (Fig. IV.24 y Anexo 6), y el mantenimiento parcial de las dianas modificadas en distintas
cepas del virus y en la proteina otenida a partir de distintos huéspedes (Fig. IV.20, Fig. IV.21, Anexo
6 y Anexo 7), ponen de manifiesto que ambas MPT de la proteina podrian ser importantes en la
interaccion planta-patégeno. El mapeo de las fosforilaciones en distintos huéspedes y cepas del PPV
(Fig. IV.22 y Anexo 6), y el alineamiento de las CP de diferentes cepas del virus (Anexo 7), han
revelado que las dianas de fosforilacién en la regién N-terminal presentan distinto grado de
conservacion. Los datos sugieren que hay dianas fosforilables que son especificas de cada aislado,
como es el caso de la S62 en la CP de PPV-BOR-3, que ya fue predicha por y que
presumiblemente es la responsable del fenotipo tipico de doble banda de la CP de este aislado en
geles SDS-PAGE. Estos resultados concuerdan con la alta variabilidad de secuencia que presenta la
region N-terminal de la CP de los Potyvirus y sugieren, que
lo esencial para el virus es que tenga lugar la fosforilacién en esta regidn, pero no necesariamente
en unos residuos concretos. Esta idea también esta avalada por distintos resultados obtenidos con
el mutante 4SA mencionado arriba. En primer lugar, en la CP de este mutante se detecté con mayor
facilidad la fosforilacién T71 en comparacién con el resto de fosforilaciones denominadas
“esporadicas” y, ademas en este mutante también fue donde se identifico la diana T106, que no fue
detectada en ningun otro virus analizado (Fig. IV.16A, Anexo 5 y Anexo 6). Este posible aumento de
fosforilaciéon en la T71, sumado al surgimiento de una nueva diana fosforilable en la posiciéon 106
cuando se impide la fosforilacidn en las serinas de la mitad amino de la CP de PPV-R, sugiere que el
virus estaria tratando de compensar el estado de “hipofosforilaciéon” irreversible en esta region de la
proteina. No podemos descartar sin embargo, que el mapeo de las fosforilaciones en las T71 y T106
en la CP del mutante 4SA se deba principalmente a particularidades de la digestién, recuperacién y
posterior deteccion de los péptidos fosforilados por MS; o incluso, que las mutaciones de los residuos
de serina fosforilables por alanina hayan afectado directamente a la fosforilaciéon de las T71 y T106
debido a cambios conformacionales en la proteina que hayan desencadenado que la CP sea ahora
reconocida por otras quinasas, al igual que se ha propuesto para la proteina nsP3 del alfavirus Semliki
Forest virus (SFV) . Sin embargo, esto ultimo parece improbable debido a que
un analisis realizado con el programa NetPhos 3.1 de la CP del mutante 4SA y la del virus PPV-R
silvestre no predice que haya un cambio en las quinasas que pueden fosforilar las treoninas 71 y 106.

Ademas, la T71 también se detectd fosforilada en la CP de los viriones de PPV-R obtenidos a partir
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de A. thaliana, lo que indica que la fosforilacidn de este residuo no depende de la presencia de las

mutaciones del mutante 4SA.

Los analisis de MS realizados no nos han permitido mapear las posiciones donde la O-GlcNAcilacién
de la CP de PPV-R tiene lugar en el huésped natural del virus (P. persica) y tampoco en otras cepas del
virus (C y Rec) distintas a D en N. benthamiana. Sin embargo, los analisis cualitativos por MALDI-TOF
(Fig. IV.20) y Western Blot (Fig. IV.24) han confirmado que la O-GlcNAcilacién de la CP también tiene
lugar en los viriones obtenidos a partir del huésped natural y en distintas cepas del virus; y que, ademas,
esta modificacidn se produce por la OGT SEC en las tres cepas analizadas. Estos resultados, unidos al
hecho de que las dianas de O-GlcNAcilacién en la CP de PPV-R no se conserven completamente en las
distintas cepas del virus (Fig. IV.21 y Anexo 7), sugieren que, al igual que ocurre con la fosforilacion en
la mitad amino de la proteina, podria existir cierta variabilidad en las dianas O-GlcNAcilables. En este
punto nos parece importante destacar que al comparar el patron de O-GlcNAcilacion de la CP de
viriones producidos en P. persica frente al de aquellos procedentes de N. benthamina, encontramos
que la intensidad del pico del péptido [1-39] no modificado por O-GlcNAcilacién en las muestras
procedentes del huésped lefioso fue considerablemente inferior al que se obtuvo en los viriones
purificados desde el huésped herbaceo (Fig. IV.20). Este resultado, que sugiere que la O-GlcNAcilacion
podria ser mas importante para la infeccidon del huésped natural que para la del experimental,
concuerda perfectamente con el descenso de fitness causado por la mutacion NAT en P. persica

. Sin embargo, esta idea contrasta con resultados obtenidos previamente en el
laboratorio en los que se observd que sustituciones de las treoninas O-GlcNAcilables de la CP por
alaninas no causaban en P. persica un efecto sobre la infeccidon del PPV mayor al que pudiera producirse
en los huéspedes herbaceos analizados . Esta aparente
contradiccién podria explicarse de dos formas. La primera es que el aumento de los niveles de O-
GlcNAcilacién detectado por MALDI-TOF en los viriones obtenidos de P. persica se deba a que la CP del
virus multiplicado en este huésped pueda ser modificada en un ndmero mayor de dianas O-
GlcNAcilables en el péptido [1-39] que la del virus producido en N. benthamiana. Sin embargo, ésta no
parece ser la hipdtesis mas probable, ya que en el péptido [1-39] Unicamente se encuentran otras dos
dianas tedricamente O-GlcNAcilables, la S16 y la S25, esta ultima se detectdé (aunque de forma
ambigua) fosforilada en P. persica. La segunda explicacién es que, como se ha visto, la O-GlcNAcilacién
esta fuertemente influenciada por el estado metabdlico de la célula y protege contra distintos tipos de
estrés

. Por tanto, es posible que las condiciones celulares y ambientales propias
del huésped lefioso repercutan en un aumento de O-GlcNAcilacion en la CP del PPV con respecto a la
que tiene lugar en los huéspedes herbaceos, sin que esto tenga que ver necesariamente con una mayor
relevancia de esta modificacién en el huésped natural. Podria ser interesante comparar los niveles de

O-GlIcNAcilacién de la CP de los viriones obtenidos a partir de plantas de P. persica y N. benthamiana
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sometidas a distintos tipos de estreses durante su crecimiento (ciclo luz/oscuridad, temperatura,
concentraciéon de azlcares). Por ultimo, es importante no perder de vista que la construccidn
utilizada para comparar los niveles de O-GlcNAcilacién en la CP de los viriones procedentes de P.
persica y N. benthamiana fue pSN-PPV-5'BD, que expresa una quimera viral que infecta
eficientemente plantas de Prunus, pero que lo hace con baja eficiencia en especies herbaceas

. Aunque los valores relativos de los niveles de O-GlcNAcilacién de la CP de los
viriones procedentes de N. benthamiana calculados a partir de los anélisis MALDI-TOF en este ensayo
(Fig. IV.20) son similares a los que encontramos habitualmente en viriones purificados a partir de
plantas de esta especie infectadas con el virus PPV-R (Fig. IV.14), bien adaptado a huéspedes
herbdaceos, no podemos descartar que las diferencias observadas entre P. persica y N. benthamiana

se deban principalmente al tipo de construccidn viral empleada.

Nuestros resultados de MS han mostrado que los residuos $S118 y T254, localizados en la region
central conservada de la CP y conservados ellos mismos en los 98 aislados del PPV analizados (Anexo
7), son los Unicos residuos que se han detectado fosforilados en la proteina purificada a partir de todos
los huéspedes y en todas las cepas del PPV estudiadas (Anexo 5 y Anexo 6); por lo que la modificacion
de ambos aminodcidos parece ser especialmente importante. Ambas fosfo-dianas se diferenciaron sin
embargo en su frecuencia de aparicion, detectandose fosforilada la S118 practicamente el cien por cien
de las veces (Tabla IV.1, Tabla IV.2, Anexo 5 y Anexo 6), mientras que la T254 se detect6 fosforilada
esporadicamente (Anexo 5 y Anexo 6). Solo en una de las tres cepas analizadas (C, aislado PPV-SwCM)
se detectd adicionalmente la fosforilacién de un residuo situado al final de la region central de la CP, la
T306, equivalente a la T304 en PPV-R (Fig. IV.22A y Anexo 6). Esta treonina se localiza precisamente en
un motivo CK2 conservado en muchos potyvirus y es andloga a una de las dos treoninas que se
fosforilan por la protein quinasa CK2 en la CP del potyvirus PVA

. Concretamente, se ha visto que la fosforilacion de la T243 de la CP del PVA (equivalente a la
fosfo-treonina 306 de la CP de PPV-SwCM) desempefia un papel fundamental en el control de la
transicién entre traduccién y replicacion, debido a que esta MPT regula la afinidad de la CP por el RNA
viral . Aunque la CP de PPV-SwWCM puede
fosforilarse en la T306, la relevancia funcional de esta modificacidn parece ser menor que en el caso
del PVA. Las mutaciones que afectan a la T306 de la CP de PPV-SwCM causaron un leve enlentecimiento
en la progresion de la infeccién, menor acumulacion viral (Fig. IV.23A) y/o aparicion de mutaciones
espontaneas en distintas regiones de la proteina (Fig. IV.23B); sin embargo, en ninglin caso provocaron
el drastico efecto en la replicacion viral observado con los mutantes en el sitio CK2 de la CP del PVA

. Estos resultados sugieren que la fosforilacién del motivo CK2
no es esencial en todos los potyvirus. De hecho, hay pruebas adicionales que apoyan esta hipétesis. Un
analisis mas exhaustivo que los descritos en y respecto a la

conservacion del motivo CK2 entre distintas CP potyvirales, revela que en el 17 % de las secuencias
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analizadas procedentes de 112 especies virales del género Potyvirus no se conserva este motivo (Fig.

V.1).
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Peanut mottle virus

dienteala

T304 de la CP de PPV-R se marca en rojo. La numeracion de los aminodcidos hace referencia a la secuencia de la CP

izaciéon correspon

Tomato necrotic stunt virus
Pepper mottle virus
de PPV-R. Las proteinas se alinearon utilizando el programa Clustal Omega (European Bioinformatics Institute).

Potato virus
Tobacco mosqueado virus

Wild potato mosaic virus

Peru tomato mosaic virus
Potato virus V

Bidens mottle virus

Figura V.1. Alineamiento de secuencias de la CP de 112 potyvirus en el que aparece recuadrado un motivo CK2 de

fosforilacion (verde). La conservacién de los residuos diana (treonina o serina) en la local
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Ademas, la T304 del motivo CK2 de la CP de PPV-R no se ha detectado fosforilada en ninguno de
los multiples andlisis de MS realizados, y tampoco se ha observado que la mutacién de este residuo
afecte apreciablemente a la infeccién viral (Fig. IV.19). Por tanto, parece que hay casos en los que,
aunque se conserve una diana fosforilable en este motivo CK2, su presencia no es relevante para la
infeccidn. Es importante tener en cuenta que la fosforilacién de la CP en el PVA y en el PPV presenta
caracteristicas bastante diferentes: i) la modificacién de la CP del PVA no afecta a la proteina
ensamblada en viriones, al contrario de lo que ocurre en PPV en el que las fosforilaciones tienen
lugar tanto en la CP que se encuentra formando parte de las particulas virales como en la CP libre y
los intermediarios de ensamblaje (Fig. IV.37B); ii) las fosforilaciones en |la CP del PVA estan confinadas
en dos residuos adyacentes situados en el motivo CK2 cerca del extremo C-terminal, mientras que
las del PPV se sitian en multiples regiones de la proteina; y iii) al contrario de lo que ocurre con el

PVA, en la CP del PPV la fosforilacion coexiste con su O-GlcNAcilacion.

En el caso de la region central distal, inicamente se ha detectado fosforilado el residuo T313 en
la CP de PPV-R multiplicado en N. benthamiana y se ha identificado de forma esporddica (Anexo 5).
Los péptidos que contienen este residuo en general han sido pobremente detectados, por lo que no
se han podido obtener datos en cuanto a su presencia en otras cepas del virus y en las infecciones
en otros huéspedes. Sin embargo, el hecho de que este residuo se encuentre conservado en la
totalidad de aislados del PPV analizados (Anexo 7), sugiere que su fosforilacion podria ser relevante

en el virus (como se discutird mas adelante).

Debido a la alta inestabilidad que presenta la CP expresada a partir de algunas de las
construcciones utilizadas )
para determinar la posible asociacion de las MPT de la CP del PPV con las distintas etapas del ciclo
viral, fue necesario utilizar analisis de Western Blot de diferencias de movilidad electroforética como
método alternativo a la MS. Esto hace que todas las conclusiones obtenidas sean limitadas. En el
caso de la fosforilacion, inicamente pudimos obtener datos sobre qué ocurria con la modificacion
del residuo S62, ya que la fosforilacidn de este aminoacido en la CP del aislado PPV-BOR-3 genera un
patrén electroforético de doble banda caracteristico . Por tanto, por el momento
desconocemos qué ocurre con el resto de fosforilaciones que se distribuyen en las distintas regiones
de la CP. Por su parte, en el caso de la O-GlcNAcilacion, en la mayor parte de los experimentos ni
siquiera pudimos obtener informacién acerca de la modificacién de residuos concretos, de manera
que los datos reflejan fundamentalmente el estado general de O-GlcNAcilacion. Aln con estas
limitaciones, los analisis cualitativos realizados nos han permitido concluir que las MPT de la CP del
PPV pueden tener lugar incluso fuera del contexto de la infeccién viral (Fig. IV.38 y Fig. IV.39), aunque
parece ser necesario un estado conformacional apropiado de la CP para que se produzca su O-
GlcNAcilacién. Llegamos a esta conclusion tras utilizar el mutante D264K de la CP (Fig. 1V.40). Hace

unos afios se sugirid que un aspartato equivalente al D264 del PPV, situado en un dominio
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especialmente conservado en la CP de los potyvirus, participaba en un puente salino que tendria
lugar entre las hélices a de la proteina y seria esencial para la unién entre monémeros
. Aunque esta hipdtesis no pudo ser confirmada, mas tarde, la relevancia de este aspartato
para la oligomerizacién de la proteina se confirmé plenamente
. Recientemente, la determinacién de la estructura tridimensional de
la particula viral del WMV demostré inambiguamente la participacion del
aminodacido D216 de la CP del WMV, el residuo equivalente al D264 de la CP del PPV, en un bolsillo
de union al RNA del virus. Sin embargo, el hecho de que la CP del potyvirus Johnsongrass mosaic
virus (JGMV) mutada en su aspartato equivalente expresada en E. coli sea incapaz de
autoensamblarse en ausencia del RNA viral y que mutar el residuo
correspondiente del TEV tampoco afecte la unién CP-RNA in vitro , sugiere
que la relevancia de D264 en la formacién de particulas virales juega un papel en interacciones

proteina-proteina independiente del que desempena en la estabilizacion del RNA en la particula viral.

El hecho de que las MPT de la CP del PPV puedan tener lugar con independencia de la infeccién
sugiere que esta proteina tiene propiedades intrinsecas que la hacen susceptible constitutivamente
a maquinarias celulares de fosforilacion (atn por determinar) y O-GlcNAcilacién (mediada por SEC).
Sin embargo, que las modificaciones tengan lugar sin necesidad de infeccidon viral no excluye la
posibilidad de que éstas estén reguladas durante la infeccidn, al mismo tiempo que las MPT pueden
a su vez estar regulando la infeccidn. Es interesante destacar que a diferencia de la O-GlcNAcilacién,
la fosforilacion de la S62 en la CP de PPV-BOR-3 no parece verse afectada por el estado
conformacional de la proteina (Fig. IV.40C); y sin embargo, este residuo fosforilable se sitla
relativamente cerca de algunas de las dianas de O-GlcNAcilacién identificadas en la CP de PPV-R que
se localizan expuestas en la superficie del virion . Es decir,
que, aunque ambas MPT parecen estar proximas espacialmente en la proteina, cuando la proteina
esta mal estructurada Unicamente podria tener lugar la fosforilacién. El hecho de que a pesar de
conocerse multitud de sitios O-GlcNAcilados no haya sido posible establecerse una secuencia
consenso que prediga residuos susceptibles de ser modificados por glicosilacidén, sugiere que
elementos de estructura secundaria, terciaria o cuaternaria son relevantes para el reconocimiento
de la maquinaria de O-GIcNAcilacidn, lo que estd de acuerdo con la restriccion estructural observada

en la O-GlcNAcilacion de la CP del PPV.

V.2. Algunas MPT de la CP del PPV parecen regular la estabilidad de la proteina y la formacion
de las particulas virales

La cantidad de evidencias acumuladas durante los uUltimos afios, indica que la fosforilacién de la
CP de virus ssRNA+ desempeiia diferentes papeles reguladores en el desarrollo de la infeccién viral

. Con frecuencia, la adicion de la carga negativa del residuo de fosfato altera la
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actividad de unién al RNA. Se ha sugerido que esto facilita la activacion de la traduccién del RNA
encapsulado del potexvirus PVX y que contribuye a regular el tiempo de
expresion de los diferentes fragmentos gendmicos del bromovirus BMV

También se ha demostrado que la modulacién por fosforilacién de la actividad de unién a RNA de
la CP del BaMV, otro potexvirus, regula el movimiento viral de célula-a-célula

El movimiento sistémico del necrovirus BBSV también parece depender de la fosforilacion de la CP
viral, sin embargo, en este caso la MPT estd implicada en la morfogénesis y la estabilidad de las

particulas virales con muy poco efecto (si alguno) en la actividad de unién al RNA.

La fosforilaciéon de la CP puede ser también relevante para la replicacion viral. Esto se ha

descrito para diferentes virus animales
y se ha estudiado en profundidad para la CP del potyvirus PVA

. En este ultimo caso, se ha sugerido que la CP no fosforilada se une al RNA viral y

detiene su traduccidn. A continuacién, la fosforilacién de la CP por la protein quinasa CK2

promueve su ubiquitinacién y degradacion por el proteasoma, lo que facilita el ensamblaje del

complejo de replicacidn. El requerimiento de CP no fosforilada y fosforilada justifica los drasticos

efectos perjudiciales sobre la replicacién del RNA que causan tanto las mutaciones que impiden la

fosforilacién como las que la mimetizan . Esto contrasta

con la fosforilacién de la CP del PPV, un potyvirus como PVA, para la que la emulacién de

fosforilacidn constitutiva tiene efectos mucho mas drasticos que su abolicién (Fig. IV.7, Fig. IV.9,

Fig. IV.10, Fig. V.11 y Fig. IV.18).

Impedir la fosforilacidén en las serinas fosforilables localizadas en la regién N-terminal o sus
proximidades (S25, S81, S101 y S118) por mutaciones a alanina mostré un efecto minimo en la
infeccion, solo detectado por un descenso de fitness del cuadruple mutante en experimentos de
competiciéon (Fig. IV.12). No se ha visto que la mutacién T254A cause un efecto apreciable en la
infeccion (Fig. IV.18A, B), pero al no haberse realizado experimentos de competicién, no podemos
descartar que también en este caso el defecto en fosforilacidn repercuta en una cierta disminucion
de fitness. El efecto deletéreo mas acusado observado al abolir la fosforilacién en T313 en
comparacion con el resto de fosfo-residuos (Fig. IV.18C, D) podria ser debido a que es
especialmente importante disponer de un grupo fosfato en la posicién 313 en algin momento del
ciclo viral, pero también es posible que cualquier cambio de aminoacido en la posiciéon 313
perturbe la infeccidn viral en mayor o menor medida. Esto puede deberse a la necesidad de una
treonina en esa posicion o a que los nucledtidos que la codifican se sitian en una regidn cis activa
del RNA viral necesaria para que adquiera un plegamiento adecuado durante la replicacién viral

. Ambas ideas pueden verse avaladas por la evidencia de que la

mutacién T313N también resulta parcialmente deletérea para el virus (Fig. IV.18C, D).
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En contraste con las anteriores, las mutaciones de serina/treonina a acido aspartico que emulan
la fosforilacién permanente en los residuos diana causan efectos drdasticos en el proceso infectivo del
PPV. En nuestros experimentos analizamos por separado el efecto de mimetizar las fosforilaciones
de la CP de PPV-R localizadas en la regidon N-terminal y sus proximidades (S25D, S81D, S101D y
$118D), y las situadas en la regidn central mas proximas al extremo C-terminal (T254D y T313D) (Fig.
IV.16B). Aunque las fosfo-mimetizaciones en las dianas 25, 81 y 101 parecen contribuir a la baja
eficiencia de la infeccién del mutante 4SD (Fig. IV.13), la fosfo-emulacidon en 118 es la mas
importante. Las mutaciones potencialmente adaptativas en la progenie del mutante 4SD afectaron
en muchos casos a la posicién 118, pero nunca a 25, 81 o 101 (Fig. IV.8). De hecho, mientras que las
mutaciones puntuales S25D, S81D y S101D resultaron estables, el acido aspartico producto de la
mutacién S118D rdpidamente evoluciond a asparagina. Estos datos indican que existe un efecto
distintivo de imitar la fosforilacién en la posicién 118 con respecto al resto de dianas de la mitad
amino de la CP. Ni en el mutante S118D ni en el 4SD se produjo una reversién a la serina original en
118, probablemente porque esta reversion conlleva dos cambios de nucleétidos (Anexo 4); sin
embargo, si se observo en esta posicidon un cambio a asparagina tanto en el mutante simple S118D
como en el virus 4SD, detectdndose también en este Gltimo un cambio a glicina en 118. Esto indica
que existen diversos aminoacidos (serina, alanina, glicina y asparagina) que pueden ocupar la
posicién 118, y que podria ser la carga negativa emulando a la fosforilacidn (aspartato) la responsable
de afectar la funcidn de la CP. Se ha visto que la carga neta total de la regidon N-terminal de las CP
potyvirales afecta a la infectividad del virus . No obstante, el hecho de que las
mutaciones puntuales S25D, S81D y S101D no tengan un fuerte efecto en la capacidad de infectar
del virus (Fig. IV.13A, B) sugiere que los defectos producidos por la mutacion S118D no son
simplemente el resultado de un aumento en la carga neta de la proteina. De hecho, algunas de las
mutaciones potencialmente adaptativas introducidas en el mutante 4SD no afectaron a la carga neta
global de la CP (Fig. IV.8). Una de ellas, la P67S, introdujo un sitio fosforilable muy cerca de la diana
de fosforilacion especifica de PPV-BOR-3 (S62) (Fig. IV.22B), lo que sugiere que aun con los efectos
deletéreos causados por emular permanentemente la fosforilacién en el brazo N-terminal, el virus
necesita disponer de una diana fosforilable reversible en esta regidén. Otras tres mutaciones
espontaneas encontradas en la progenie del mutante 4SD que no afectaron al residuo D118 (R237Q,
T254K e Y266F), se localizan en una zona acotada de la regién central de la CP. Estos cambios
distantes, que en la mayoria de los casos también aparecieron en combinacion con la mutacion
D118N (Fig. IV.8), parecen poder compensar el efecto de emular la fosforilacién en la mitad amino
de la CP, lo que sugiere que regiones muy distantes en la proteina podrian estar interaccionando a
nivel de estructura y/o funcién. Es importante destacar que la idea de la interaccién a nivel
estructural estd de acuerdo con la prediccién hecha por , enlaque se propone

que las regiones N- y C-terminal de la CP interaccionan en los viriones potyvirales. Sin embargo, en
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la estructura tridimensional de alta resolucion de la particula viral del WMV determinada por
, las regiones N- y C-terminal que han podido ser resueltas no se situan préximas (ver

mas adelante).

En este punto es importante comentar una particularidad de la fosforilacién en el residuo S118
que no se ha observado en el resto de dianas fosforilables de la CP del PPV. Los analisis de MS
realizados en los viriones de distintas cepas del virus, purificados a partir de diferentes huéspedes,
han mostrado que la fosfo-diana S118 se detecta practicamente siempre fosforilada en las especies
de péptidos que la contienen (Tabla IV.1, Tabla IV.2, Anexo 5 y Anexo 6). Este resultado contrasta
bastante con el hecho de que la mutacion que emula la fosforilacion (S118D) tenga un efecto mucho
mas drastico que la que la impide. Una posible explicacidon de esta paradoja es que la mutacién a
acido aspartico no reproduce exactamente la fosforilacién del residuo de serina, lo que justificaria
las anomalias estructurales observadas en los viriones del mutante 4SD (Fig. IV.29A vy Fig. IV.33B).
Por otro lado, también existe la posibilidad de que la fosforilacion en la S118 contribuya a la
estabilizacion de los viriones (o ayude a su desensamblaje cuando es necesario empezar una nueva
ronda de infeccidn), pero que este residuo no fosforilado sea necesario para la funcion dptima de la
CP no ensamblada, probablemente en etapas tempranas de la infeccién. Tampoco no podemos
descartar la posibilidad comentada en el apartado de Resultados, de que la no deteccién de la S118
sin fosforilar en los experimentos de MS se deba a que la modificacion en esta posicion interfiera con
el corte por las proteasas Lys-Cy tripsina en la K116 (Fig. IV.6), lo que conlleva la aparicién del péptido
triptico parcial [112-121], el que detectamos fosforilado. La ausencia de fosforilaciéon en este
aminodcido repercutiria en la generacion de un péptido mas corto [117-121] que muy
probablemente no seria convincentemente identificado por MS. La fosfo-diana S118 también
presenta otra caracteristica distintiva con respecto al resto de las fosfo-serinas de la mitad amino de
la CP. A diferencia de éstas, la fosfo-diana S118 se localiza en una regién de la CP muy conservada
entre los distintos potyvirus , fuera del brazo N-terminal
intrinsecamente desordenado de la proteina

, Y, como ya se ha mencionado, se conserva en todas las

cepas analizadas del PPV (Anexo 7).

El residuo T254 parece estar estrechamente relacionado funcionalmente con la S118. Los
resultados de esta tesis muestran que tanto la mutacion D118N como la T254K, seleccionadas
espontaneamente en la progenie del mutante 4SD (Fig. IV.8), son capaces de reestablecer
parcialmente (Fig. IV.33) los efectos deletéreos de la fosfo-emulacidon en 118 relacionados con la
inestabilidad in vitro de la CP (Fig. IV.27B y Fig. IV.33A) y la modificacién del perfil de sedimentacién
en gradientes de sacarosa (Fig. IV.29B y Fig. IV.33C). Pensamos que la mayor tasa de degradacién de
la CP cuando se emula la fosforilacion en la mitad amino (mutante 4SD) tendria dos origenes: la fosfo-

emulacién en las posiciones 25, 81 y 101, que afectaria a la susceptibilidad intrinseca de la CP a la
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degradacién proteolitica (se discutird mas adelante), y la fosfo-emulacién en 118 que causaria
inestabilidad en la CP como efecto secundario de alterar la estructura de los viriones. El mutante
4SD™>* resulta mas estable que el 4SD porque la mutacién T254K compensa parcialmente los defectos
en la estructura del virién generados por la fosfo-emulacidn permanente en 118, como se puede
comprobar por el perfil de sedimentacidn de sus viriones en gradiente de sacarosa (Fig. IV.33C). En
cualquier caso, no parece hacerlo con mucha eficiencia, ya que el virus contintiia evolucionando y muta
adicionalmente el residuo D118 a asparagina (surgiendo el mutante 4SDP18N+T254K Fig |V.8). De
cualquier forma, ninguna de las dos mutaciones compensatorias corrige por completo los defectos del
virus 4SD, como evidencia el que la microscopia electrénica siga mostrando viriones de morfologia
anomala (Fig. IV.33B). Es importante destacar que, aunque la K254 es funcional en un virus silvestre
(Fig. IV.31), la T254 es preferible en ausencia de fosfo-emulacién constitutiva en 118 (Fig. IV.32), lo que

apoya la relevancia funcional de la fosforilacidn reversible en la T254.

La relacidn funcional entre la S118 y la T254 se ve apoyada por las conclusiones obtenidas al
extrapolar al PPV la estructura de alta resolucidn de la particula viral del WMV ya mencionada (Fig.
IV.36). Los resultados sugieren que, aunque las dianas fosforilables S118 y T254 no se localizan
proximas en la conformacién de la proteina, ambos residuos parecen estar involucrados en
interacciones que regulan la estabilidad de la capsida del PPV. Concretamente, los analisis
presentados en esta tesis indican que la T254 de la CP de PPV-R (equivalente a R206 en WMV) podria
estar jugando un papel clave en las interacciones que tienen lugar entre mondmeros del mismo giro
de hélice, a la vez que intervendria en las interacciones entre mondémeros de distintos giros de hélice
(Tabla IV.7). Es importante destacar que el Unico puente salino que se establece entre subunidades
de CP del mismo giro de hélice en la particula del WMV (R206:E230) no podria tener lugar en los
viriones de PPV-R, debido a que la T254 no puede establecer este tipo de enlace con el E278 (el
residuo de PPV-R equivalente al E230 del WMV). Sin embargo, la introduccion de una carga positiva
sustituyendo a T254 (mutacidén T254K) si podria permitir la formacion de un puente salino (Fig. V.2),
estabilizando posiblemente la estructura del oligdmero. Por otro lado, la S118 de la CP de PPV-R
(equivalente a la N70 en WMV) también podria tener cierta contribucion en la estabilizacion de las
interacciones inter-monoméricas en el mismo giro de hélice. En el caso del WMV, estas interacciones
involucrarian a los residuos D180:N70; mientras que en el PPV-R, la pareja equivalente N228:5118,
no contendria ningln aminodacido negativamente cargado, a no ser que la S118 se encontrase
fosforilada. La interpretaciéon de estos datos sugiere que mientras que la fosforilacién de la T254
tendria un efecto desestabilizador al propiciar la repulsidon reversible entre pT254:E278 (que se
verifica en el mutante T254D, el cual no puede formar viriones, Fig. IV.30), la fosforilacion de la S118
tendria un efecto estabilizador al permitir la formacion de la interaccién pS118:N228 (emulando a
N70:D180 en el WMV). Esta hipdtesis encajaria con los datos de MS obtenidos de los viriones de PPV-

R analizados in vivo, en los que se ha observado que a diferencia de la fosfo-diana T254, donde la
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fosforilacion se detecta de forma esporadica, el residuo S118 casi siempre se ha detectado
fosforilado (Tabla IV.2, Anexo 5 y Anexo 6). El efecto deletéreo de mimetizar la fosforilacion
constitutiva en la posicion 118 podria justificarse, como he discutido antes, por diferencias
estructurales entre una serina fosforilada y un aspartato. Estas diferencias podrian dar cuenta

también de la formacidn de particulas morfolégicamente deformes (Fig. IV.29A y Fig. IV.33B).

A B C
WMV (R206:E230) PPV silvestre (T254:E278) PPV 4SD"254¢ (K254:E278)

Figura V.2. Puente salino predicho en el modelo atémico del oligdmero del WMV de , entre los
residuos R206 de la Cadena K (gris) y E230 de la Cadena L (rosa), que estabiliza las interfaces entre monémeros de CP
del mismo giro de hélice (A). Este puente salino no podria establecerse entre los residuos homodlogos, T254 de la
cadena K (gris) y E278 de la cadena L (salmdn), en el oligdmero de PPV-R silvestre (B). La fosfo-emulacion en las serinas
25, 81,101y 118 (mutante 4SD) de la CP de PPV-R promueve la aparicion de la mutacidén espontanea T254K (mutante
4SD™254K) o que hipotéticamente permitiria la formacion de un puente salino entre los residuos K254:E278 (C). Se
muestran vistas ampliadas con el visualizador molecular PyMOL 1.7.4 (Schrédinger), incluyendo los residuos que se
encuentran o no interactuando (representacion stick) y las distancias menores de 4 A que tedricamente permitirian
la formacién de puentes salinos.

El caso de la diana fosforilable T313 es ligeramente distinto al de los dos fosfo-residuos
comentados anteriormente. Aunque los datos obtenidos del modelo del viriéon de PPV-R no indican
que la fosfo-diana T313 préxima a la regién C-terminal de la CP esté directamente involucrada en la
interaccion entre subunidades, la aparicién de mutaciones espontaneas (T254R y E235G) cuando se
emula la fosforilacion constitutiva en 313 (Fig. IV.26B) en aminoacidos que si parecen estar
implicados en estas interacciones (Tabla IV.7), sugiere que esta fosfo-diana también podria
intervenir en la formacién de particulas. Sin embargo, no tenemos una explicacién sencilla para la
aparente contradiccién entre la estabilizacién de la particula cuando se introduce la mutaciéon T254R
en el mutante T313D (T313D™%*R, generacidn tedrica del puente salino R254:E278) y la estabilizacién
de la particula al introducir la mutacién E235G (mutante T313DE%3%6, anulacién de la unién de Van

der Waals E235:G193).

A diferencia de los virus helicoidales rigidos, como los tobamovirus, en los que el oligdmero se
estabiliza mediante interacciones electrostaticas que involucran a la regiéon central de la CP, en los
virus helicoidales flexuosos (como los pertenecientes a los géneros Potexvirus y Potyvirus) se ha
observado que la formacién de las particulas virales depende principalmente de interacciones

hidrofébicas en las que participan las regiones amino y carboxilo del nucleo central de la proteina
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. Concretamente, en el caso de la particula viral del WMV, los brazos N- y C-terminales
de la estructura resuelta median la polimerizacion de las subunidades de CP en el viridn y facilitan
un cierto movimiento entre subunidades, lo que explica la naturaleza flexuosa de las particulas

. Cada brazo N-terminal sirve de puente con la subunidad adyacente y mediante
un giro de 90° alcanza una segunda subunidad en el siguiente giro de hélice. De esta forma, el brazo
N-terminal de la CP del WMV actla de soporte doble, lateral y longitudinal, para facilitar la
elongacion helicoidal. Las capsidas virales deben ser capaces de conseguir una conformacién que sea
lo suficientemente firme para proporcionar una proteccion estable al genoma, pero que no
comprometa la liberacién del contenido genético en una nueva célula. Este conflicto provoca que los
virus, en particular los helicoidales flexuosos, hayan evolucionado para producir viriones
relativamente robustos, pero conformacionalmente dindmicos y metaestables . Esto
puede explicar porqué las fosforilaciones de las dianas T254 y T313 aparecen solo de manera
esporadica en los viriones de PPV-R o porqué una mutacion tedricamente estabilizadora como la
T254K Unicamente es ventajosa en un contexto en el que la estructura de la proteina puede haberse

relajado al emularse una fosforilacion constitutiva en otra region de la CP (Fig. IV.32).

El nivel de precisién del modelado in silico de la CP de PPV-R basado en la estructura del virién
del WMV no permite una caracterizacidn exacta del efecto de la fosforilacidon en las interacciones
intra- e inter-moleculares de las subunidades de CP en la particula viral. Sin embargo, como he
discutido antes, identifica ala S118, la T254 y la T313 como residuos probablemente involucrados en
interacciones que contribuyen a mantener la estructura del viridén, las cuales podrian verse
moduladas por la fosforilacién. Estos datos, junto con los fenotipos de las mutaciones que impiden
o que emulan fosforilaciones en esos residuos, apuntan a un escenario en el que mientras que
particulas del PPV no fosforiladas son funcionales, cierta inestabilidad causada por la fosforilacion de
aminodcidos implicados en el mantenimiento de la estructura del virién facilita la desencapsidacion
del RNA gendmico (necesaria para comenzar una nueva ronda de infeccidon). En este contexto, el
defecto en movimiento viral de los mutantes T254D y T313D (Fig. IV.25) parece ser secundario a su
incapacidad de formar particulas virales (Fig. 1V.30). Este resultado estd de acuerdo con
publicaciones anteriores que muestran que mutaciones en la regidn central de la CP de los potyvirus
impiden el ensamblaje de las particulas y, como consecuencia, la propagacion de célula a célula, sin
afectar a la replicacion del RNA viral ,

lo que demuestra que la CP es necesaria durante el movimiento viral.

La implicacion de los fosfo-residuos de la regidn central de la CP del PPV en la formacion de los
viriones y en el movimiento viral de célula-a-célula, en vez de en la replicacion (Fig. IV.26A) como
ocurre en el PVA , evidencia que las fosforilaciones en las CP potyvirales pueden
jugar distintos papeles durante la infeccidn. El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la

region central de la CP de 41 virus del género Potyvirus revela que Unicamente la diana T313 se
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conserva mayoritariamente (Anexo 8). El fosfo-residuo T254 solo se conserva en aproximadamente
la mitad de las CP analizadas, mientras que la fosfo-diana S118 es muy minoritaria entre los Potyvirus.
Tampoco encontramos covariacién en los residuos que ocupan las posiciones equivalentes a 118 y
228 de la CP de PPV-R (70 y 188 en la del WMV) en otros potyvirus, para mantener parejas D:N o S:N.
Por otro lado, la conservacion de los residuos mencionados en las distintas cepas del PPV es total
(Anexo 7). Parece, por tanto, que la fosforilaciéon de los residuos adecuados es una importante
contribucion a la infeccion del PPV, pero podria ser solo una de las multiples estrategias que los
potyvirus han encontrado para solucionar el problema de necesitar una capsida robusta, pero capaz

de desensamblarse con facilidad cuando es necesario.

Aungue no hemos estudiado el efecto de mutar las tres serinas fosforilables situadas en la region
N-terminal de la CP de PPV-R (525, S81 y S101) sin alterar también la diana S118, parece claro que
los fosfo-residuos de N-terminal son menos relevantes en el ciclo viral. Es comun que las actividades
de las proteinas multifuncionales estén reguladas diferencialmente por distintos sitios de
fosforilacién . De hecho, se conoce que los residuos fosforilables que tienen
funciones reguladoras similares suelen estar agrupados en secuencia y espacio, y esta tendencia a la
agrupacion es mas pronunciada para los sitios pT/pS . Por otro lado, hay estudios
que han correlacionado las regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) de las proteinas eucariotas
y las MPT, de forma que los sitios modificables se localizan predominantemente en IDR facilmente
accesibles y flexibles . En las proteinas de plantas, se ha
encontrado una relacién directa entre la preferencia de la localizacidn en las regiones desordenadas
de sitios predichos de fosforilacién y O-glicosilacion . En el caso de la CP de
PPV-R, las dianas fosforilables S25, S81 y S101, al igual que las dianas O-GIcNAcilables, se localizan

en la protusién N-terminal de la proteina (Fig. IV.1B y Fig. IV.16B) que esta intrinsecamente

desordenada . Esta region estd muy poco conservada
entre los potyvirus, y su equivalente en la CP del WMV no pudo ser resuelta ,
pero se sabe que estd expuesta hacia el exterior de la particula potyviral . Por

tanto, no creemos que la fosforilacion en esta regidn contribuya a modular la estabilidad de las
particulas virales. Mas bien, contemplamos una situacidn en la que la actuacién dindmica conjunta
de fosforilacion y O-GlcNAcilacidon de la region N-terminal de la CP del PPV afecta a su susceptibilidad
a la maquinaria proteolitica celular, probablemente por el sistema ubiquitina-proteasoma. Esto
contribuiria a un ajuste fino de la estabilidad de la proteina que permitiria proporcionar la cantidad

de CP adecuada en cada fase de la infeccion viral.

Esta hipdtesis concuerda plenamente con el resultado observado con la RNA polimerasa 66K del
timovirus TYMV, para la que impedir la fosforilacién de dos fosfo-dianas localizadas en su region N-
terminal (T64 y S80) no afecta visiblemente la infeccidn, mientras que emular su fosforilacién reduce

notablemente los niveles de 66K . Estas fosfo-dianas se localizan dentro de un
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dominio PEST conservado en las RNA polimerasas de los timovirus , por lo que
los autores propusieron que la fosforilacion de T64 y S80 actua regulando los niveles de acumulacidn
de 66K mediante la activacidn de estos dominios PEST por ubiquitinacién, lo cual se verificé aflos mas
tarde . Los motivos cortos que median en el reconocimiento dependiente de
fosforilacion por una ubiquitina E3 ligasa se conocen actualmente como fosfodegrones

, que en muchas ocasiones
estan compuestos por prolina, glutdmico, serina y treonina (los denominados motivos PEST)

. Estos fosfodegrones sirven de sefal para que
una proteina determinada sea ubiquitinada y posteriormente degradada por el proteasoma. De
hecho, se ha visto que en ciertas ocasiones, los fosfodegrones estdn compuestos por multiples sitios
de fosforilacién, y que la combinacién de estas dianas en una misma proteina puede aumentar su

inestabilidad

Ademas de la proteina 66K del TYMV, se conocen otras proteinas virales en las que la fosforilacién
estd relacionada con el reconocimiento de fosfodegrones por la ubiquitina, como son el antigeno T
del SV40 , la NS5B del HBV , la E2 del BPV

o la p44 del CaMV . En el caso de la CP de PPV-R, el programa
Epestfind no predice motivos PEST en la proximidad de los residuos fosforilables, y tampoco los
hemos encontrado en las CP de otros potyvirus. Sin embargo, la regién amino de la CP de PPV-R esta
enriquecida en aminoacidos de prolina, serina y treonina (Fig. IV.6), una caracteristica tipica de los
motivos PEST . Ademas, no es estrictamente
necesario que los residuos fosforilables de la regién N-terminal de la CP sean fosfodegrones, ya que
también puede ocurrir que la exposicion de degrones se induzca por cambios conformacionales
causados por la fosforilacion, de manera que el grupo fosfato por si mismo no contribuya al
reconocimiento del degrén . Lo que si se ha observado es que la CP del potyvirus PVA,
ademads de ser diana de fosforilacién, también es diana de degradacion por el sistema ubiquitina-

proteasoma, el cual limita la cantidad de la proteina disponible durante el ciclo viral
. Se ha visto que las dianas de O-GIcNAcilacidon

en las proteinas en muchas ocasiones también se sitlan cerca de motivos PEST

y que esta
modificacién habitualmente protege a las proteinas de la degradacion actuando en el sistema

ubiquitina-proteasoma a distintos niveles

El cross-talk negativo entre la fosforilacion de la S25 y la O-GIcNAcilacion global mostrado por el
experimento de iTRAQ (Fig. IV.4 y Tabla IV.2) apoya la idea de que las fosforilaciones y O-
GlcNAcilaciones en la regién N-terminal intrinsecamente desordenada de la CP de PPV-R podrian
contribuir a la regulacién de la estabilidad de la proteina realizando actividades contrapuestas. No

tenemos evidencia experimental inequivoca de que la fosforilacién de la S25, la S81 y la S101
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aumente la susceptibilidad a la degradacidn proteolitica de la CP, ya que a la mayor inestabilidad in
vitro de la CP del mutante 4SD comparada con la proteina silvestre (Fig. IV.27B) parece contribuir
fuertemente el efecto desestabilizador en la particula viral de la mutacién S118D, que se ve
parcialmente compensada por la mutacién T254K (Fig. IV.33). Si que se ha comprobado el efecto
estabilizador de la O-GIcNAcilacidn, tanto por la mayor susceptibilidad a la degradacion de la CP de
un mutante del PPV en el que se impidio su O-GlcNAcilacion mediante una séptuple mutacion de
treoninas del extremo amino de la proteina , como por la demostracién de que la
ausencia de O-GlcNAcilacion en las plantas deficientes en la OGT SEC reduce la estabilidad de la CP

del PPV ( y Fig. IV.51A).

En cualquier caso, los resultados de esta tesis apuntan a funciones independientes para las
fosforilaciones en la region N-terminal y en la S118, la T254 y la T313 de la CP del PPV. Funciones
duales para la fosforilacion de una misma proteina viral, pueden no ser excepcionales. Un caso bien
estudiado en plantas es la mencionada proteina 66K del TYMV, que ademas de la fosforilacion de los
residuos T64 y S80 que regula los niveles de acumulacién de la proteina, sufre una modificacién en
la S326 que modula la actividad de la proteina en la sintesis del RNA viral
Aunando todas las evidencias presentadas en esta tesis, y teniendo en cuenta las limitaciones que
supone trabajar con mutantes en los no podemos discernir con seguridad entre un efecto causado
por la fosfo-emulacién o por el cambio de aminodcido en si mismo, proponemos que la fosforilacidn
de la CP del PPV lleva a cabo dos funciones durante el ciclo viral, las dos distintas a la propuesta para
la fosforilacidn de la CP del PVA. Las fosforilaciones y las O-GIcNAcilaciones situadas en la regidn N-
terminal de la CP regulan los niveles de proteina mediante su susceptibilidad a la degradacion
(probablemente mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma), mientras que las fosforilaciones
localizadas en el nucleo central de la CP modulan el ensamblaje viral. Podemos proponer un modelo
de trabajo hipotético muy simplificado en el que a tiempos tempranos de la infeccidn la fosforilacién
de la CP en su extremo N-terminal facilita su degradacion y la fosforilacién en los residuos de T254 y
T313 limitaria la formacién de particulas virales, contribuyendo ambos efectos a mantener al RNA
viral accesible a las factorias de traduccion y replicacién (Fig. V.3). En etapas posteriores, conforme
aumenta la acumulacién de CP la maquinaria de fosforilacién se iria saturando. El descenso de
fosforilacion en el extremo amino de la CP haria mas significativo el efecto estabilizador de la O-
GlcNAcilacién, lo que proporcionaria mas proteina disponible para la encapsidacion del RNA. A su
vez, la mayor acumulacién de proteina con la T254 y la T313 no fosforiladas ayudaria a la formacion
de particulas virales funcionales. Teniendo en cuenta el papel que se ha descrito para HCpro en la
formacién de viriones estables , el aumento de esta proteina en etapas avanzadas
de la infeccién también contribuiria al salto de traduccién/replicacién a encapsulacién como principal

destino del RNA viral. La fosforilacién residual de la T254 y la T313 en la CP de los viriones daria lugar
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a la conformacién dindmica metaestable de las particulas que permitiria que éstas liberasen su

genoma en nuevas células.

.—l 1t Traduccién 1 Traduccién 1 Traduccién
1 Replicacion — 11 Replicacion 1 Replicacion
X f Ensamblaje Ensamblaje Viriones/VR infectan
Desensamblaje de /AN sshia+ r’ r 11 nuevas células

viriones/VR /\/\/\/\ sRNA+ Ay
RNA+ (((S)

/AN sshas = (e
ssRNA+ (S8

/AN ssrias LA Seads
>

}
— S
/AN ssrias eB ) \ @@%(?

€] VA<1<1
N2
1 [RNAlibre/RNAencapsidado] { [RNAlibre/RNAencapsidado] 44 [RNAlibre/RNAencapsidado]
t [CPiibre/CPensambladal ‘ [CPlibre/CPensamblada] u [CPlibre/CPensamblada]
% ro. ¥ o } ro.
} osclnac 4 oGlcNAc 4 o-GleNAc
} estabiiad o 4 Estabilided CP 4 estabitidad cP

Figura V.3. Representacidon esquematica de la participacion de las MPT de la CP, fosforilaciéon (elipses rojas) y O-
GlcNAcilacién (hexagonos azules), en las diferentes etapas de la infeccion del PPV. Tras entrar en la célula, los viriones
y/o las vesiculas de replicacién (VR) liberan el genoma al citoplasma, dando comienzo la traduccidon y la replicacién
del virus. La CP resultante de la traduccién a tiempos tempranos de la infeccién es O-GIcNAcilada y mayoritariamente
fosforilada por la maquinaria celular, lo que facilita la degradacion de la proteina y limita la formacidn de viriones
estructuralmente estables, permitiendo que el RNA viral sigua siendo accessible a los complejos de traduccion y
replicacion. A tiempos mas tardios de la infeccidn, la gran acumulacién de CP satura a la maquinaria de fosforilacion
celular de forma que el efecto estabilizador de la O-GlcNAcilacidn unido a la baja fosforilacion de la CP permite que
la proteina estable disponible comience a ensamblarse formando viriones. El mantenimiento residual de monémeros
fosforilados en las particulas virales conlleva a que los viriones se encuentren en un estado conformacional dinamico
y metaestable, lo cual les permitird desensamblarse mds facilmente en las nuevas células infectadas.

He dejado fuera de este modelo a propdsito a la importante fosforilacién de la S118. Si los
resultados de MS (S118 mayoritariamente fosforilada, Tabla IV.1, Tabla IV.2, Anexo 5 y Anexo 6)
reflejan el estado real de la particula viral, o bien la diana S118 es tan buen sustrato de la maquinaria
de fosforilacién que se sigue modificando con gran eficiencia incluso cuando la fosforilacion del resto
de las dianas se ve muy restringida, o bien la fosforilaciéon de la S118 ayuda fuertemente a la CP a
incorporase a la particula viral. Sin embargo, el escaso efecto en la infeccidn viral de la mutacidn

S118A, nos hace ser cautelosos en estas especulaciones.

V.3. Las hexosaminidasas HEXO1, HEXO2 y HEXO3 no estan implicadas en el ciclo de la O-
GlcNAcilacion de la CP del PPV

Como hemos visto hasta ahora la CP del PPV es modificada por dos MPT reversibles, la

fosforilacién y la O-GlcNAcilacién, pero de las cuatro enzimas que se supone que deben controlar
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estas dos modificaciones, Unicamente se conoce una, SEC, la OGT encargada de la glicosilaciéon
. Aunque en mamiferos las enzimas involucradas en afiadir o eliminar el grupo O-GIcNAc
de las proteinas (OGT y OGA, respectivamente) estan bien caracterizadas
, en plantas Unicamente se ha identificado la OGT SEC
. Mediante anélisis in silico y revisidn de bibliografia
elegimos las R-hexosaminidasas denominadas HEXO1, HEXO2 y HEXO3
como candidatas de ser la OGA de la CP del PPV. Sin embargo, las mutaciones en A. thaliana que
impiden la produccién de estas tres hexosaminidasas (mutante triple HEXO) no afectaron a la
infectividad del PPV (Tabla IV.8). Este podria ser el resultado esperable, aunque alguna de las HEXO
fuera la OGA, si la O-GlcNAcilacién continua de la CP no tuviera un efecto muy grave en la infeccién
viral. Sin embargo, hemos visto que el aumento de O-GlcNAcilacién de la CP en las plantas
transgénicas de A. thaliana que expresan un gen SEC etiquetado (Fig. IV.50) podria facilitar la
infeccién del virus (Fig. IV.49 y Fig. IV.50). Por otro lado, los resultados MALDI-TOF de la CP
inmunoprecipitada a partir del mutante triple HEXO parecian sugerir que podia existir un ligero
aumento en el patrén de O-GlcNAcilacion de la CP en sus distintos estados de agregacion con
respecto a la CP procedente de plantas silvestres (Fig. IV.42). Sin embargo, los experimentos
posteriores en los que se expresaron transitoriamente en N. benthamiana las hexosaminidasas por
agroinfiltracion no detectaron ninguna disminuciéon de la O-GIcNAcilacién de la CP que pudiera
sugerir actividad OGA (Fig. IV.44 y Fig. IV.45). Esta posible contradiccion podria explicarse de dos
formas. La primera es que efectivamente ninguna de las tres HEXO sea la OGA de plantas, y las ligeras
diferencias que se encontraron en la CP inmunoprecipitada a partir de plantas de A. thaliana WT y
triple HEXO se deban Unicamente a variaciones propias de la técnica de MS, o a las condiciones en
las que las plantas infectadas crecieron. Esta teoria es bastante probable ya que Unicamente se
analizé una réplica bioldgica de la CP inmunoprecipitada de ambas condiciones. La segunda opcidn
es que las construcciones HEXO expresadas en N. benthamiana (Fig. IV.43) no sean funcionales, y
por ello, aunque alguna de estas enzimas sea la hipotética OGA, no hayamos sido capaces de ver
ningun efecto en el patrén de O-GlcNAcilacidn de la CP. Para poder descartar esta Ultima opcidn seria
necesario realizar un experimento en el que verificdsemos en nuestras construcciones la
funcionalidad de las HEXO sobre su sustrato celular conocido, los N-glicanos complejos
. Ademas, en este experimento utilizariamos como
control positivo de desglicosilacion de los N-glicanos complejos y de la CP del PPV una R-
hexosaminidasa de judia sable , la cual se ha descrito que es capaz de catalizar la
hidrélisis de los grupos O-GIcNAc de la CP del PPV in vitro y que tiene unas

propiedades enzimaticas similares a las de HEXO1 y HEXO3

Por el momento, en plantas no se ha detectado ninguna hipotética OGA contraparte de SEC. El

hecho de que en mamiferos el ciclo de la O-GlcNAcilacidn sea un proceso enzimatico reversible lleva
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a pensar que en plantas podria estar ocurriendo algo similar. Sin embargo, las rutas de glicanos no
son idénticas en ambos tipos de organismos , por lo que no podemos descartar que
en plantas la eliminacién de los residuos O-GlIcNAc no sea catalizada por ninguna OGA, sino que tenga

lugar por hidrdlisis pasiva no enzimatica.

V.4. La proteina SEC etiquetada expresada en plantas transgénicas podra utilizarse en la
busqueda de enzimas que participan en la MPT de la CP del PPV

En animales hay multitud de estudios en los que se ha visto que las enzimas OGT y OGA forman

complejos activos holoenzimaticos con otras proteinas, incluidas fosfatasas y quinasas

De hecho, la modulacién de la especificidad de sustrato de la OGT (y previsiblemente la OGA) por
proteinas accesorias parece uno de los principales mecanismos para regular la adicién de grupos O-
GlcNAc a sustratos concretos

. Teniendo en cuenta estos estudios, hemos obtenido lineas transgénicas de A. thaliana
que expresan una version de SEC fusionada a una etiqueta TAP (Fig. IV.50B), con el objetivo futuro
de utilizarlas para identificar factores que interaccionan con esta enzima in vivo y participan en la

modificacion de la CP del PPV.

La recuperacion del patrén de O-GlcNAcilacidn de la CP del PPV y de su estabilidad in vitro en
plantas transgénicas de A. thaliana deficientes en SEC en las que se expresa el transgén SEC-TAP (sec-
2-SEC-TAP) demuestra que la etiqueta TAP fusionada al extremo C-terminal de SEC no altera su
actividad OGT, ni tampoco el reconocimiento de la CP del PPV como su diana (Fig. IV.50B y Fig.
IV.51A). Este resultado era el esperable, ya que es el extremo N-terminal de la OGT el que lleva a
cabo el reconocimiento del sustrato a través de las TPR , Y nos permite
suponer que esta proteina SEC etiquetada va a poder realizar las mismas interacciones funcionales
con otras proteinas que la enzima SEC silvestre. Las plantas sec-2-SEC-TAP son especialmente
importantes, porque toda la enzima SEC presente en las células va a estar etiquetada, lo que deberia
traducirse en un mayor rendimiento en la captacion de interactores de SEC con respecto a las plantas

transgénicas con fondo silvestre (WT-SEC-TAP).

Por otro lado, aunque no hemos evaluado en términos absolutos el nivel de expresién del
transgén SEC-TAP, el aumento de O-GlcNAcilacion observado en la CP de plantas que expresan el
transgén con respecto a la condicidn silvestre, tanto en plantas de N. benthamiana que lo expresan
transitoriamente por agroinfiltracion como en las plantas de A. thaliana transgénicas WT-SEC-TAP
(Fig. IV.47 y Fig. IV.50B), sugiere que se estaria produciendo en los dos casos una sobre-expresion
de SEC. Hay que destacar que la produccién de la proteina SEC-TAP no fue la misma en todas las
lineas transgénicas y podia variar entre diferentes generaciones (Fig. IV.48B y Fig. 1V.49), sin que

hayamos analizado los factores implicados en estas diferencias.
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Hemos realizado algunos intentos preliminares para analizar el efecto de la sobre-expresion de
SEC en la eficiencia de la infeccidn por PPV, pero la baja eficiencia de la inoculacién en estos
experimentos no ha permitido alcanzar resultados concluyentes. La mayor concentracién de la CP
inmunoprecipitada a partir de las plantas transgénicas sobre-expresoras de SEC, tanto WT-SEC-TAP
como sec-2-SEC-TAP, respecto a la obtenida de plantas silvestres (Fig. IV.50A) parece sugerir que el
aumento de O-GlIcNAcilacidon podria estimular la infeccidn, pero no encontramos una correlacion
clara entre la acumulacién de SEC-TAP y la infectividad o la acumulacion de CP en las distintas plantas
transgénicas (Fig. IV.49). Teniendo en cuenta la disparidad de los datos, seria conveniente realizar
experimentos en condiciones de inoculacién éptima, en los que se comparasen la infectividad viral y
la acumulacién de la CP en plantas que sobre-expresan SEC y en plantas silvestres a distintos tiempos
de lainfeccidn, ya que los efectos mayores de la ausencia de SEC en la infeccién del PPV en A. thaliana

(mutante sec-2) se visualizan a tiempos tempranos

Nuestros resultados no mostraron que el aumento en la O-GlcNAcilacidn de la CP conllevara un
incremento apreciable en la estabilidad de la proteina (Fig. IV.51B). Este resultado podria justificarse
si a un posible aumento de la estabilidad de la proteina causado por la mayor O-GlcNAcilacidon se
juntara el que algun factor del huésped, no identificado, implicado en la degradacién de la CP pudiera
estar siendo activado por O-GlcNAcilacidn. Esta es la argumentacién empleada por
para explicar que la estabilidad de un mutante no O-GlcNAcilable (por tener modificadas sus dianas
de O-GlcNAcilacion) fuera mayor en plantas de A. thaliana sec-2 que en plantas silvestres, a pesar de
que la CP del virus silvestre era mas estable en las plantas silvestres. También podria explicar la mayor
acumulacion de la CP del mutante D264K (que no es susceptible a O-GlcNAcilacién en plantas
silvestres) en plantas de N. benthamiana deficientes en SEC (SEC-b2) que en plantas WT, cuando la
CP del virus no mutado (O-GIcNAcilable) es mas inestable en las plantas SEC-b2 (Fig. IV.40B vy Fig.
IV.41). En los ultimos afios se han encontrado numerosas evidencias que demuestran que la O-
GlcNAcilacion regula la mono y poliubiquitinacién y el funcionamiento del proteasoma

. De hecho, entre los interactores de la OGT de mamiferos se encuentran proteinas
involucradas en la ubiquitinacién, como precursores de ubiquitina, ubiquitina E3 ligasas o
deubiquitinasas . Teniendo en cuenta las evidencias presentadas
arriba, proponemos que la O-GlcNAcilacion podria estar regulando la estabilidad de la CP del PPV
mediante dos mecanismos contrapuestos: O-GlcNAcilando directamente la region N-terminal de la
proteina aumentando asi su estabilidad (como se ha discutido durante la tesis) y modificando alguna

de las proteinas del sistema ubiquitina-proteasoma, incrementando la tasa de degradacién de la CP.
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VI. CONCLUSIONES

1. Lafosforilacién de la CP del PPV es muy compleja, afectando a residuos localizados a lo largo de

toda la proteina.

2. Aunque las dianas de fosforilacién de la regién N-terminal de la CP del PPV no coinciden con las
dianas de O-GlcNAcilacion, esta segunda modificacidon post-traduccional parece condicionar la

fosforilacion de, al menos, la fosfo-diana mas cercana al extremo N-terminal de la proteina.

3. Lasdianasde lafosforilacién y su funcién en la infeccidon no estan conservadas entre los diferentes

potyvirus.

4. Las modificaciones post-traduccionales de la CP del PPV pueden tener lugar fuera del contexto
de la infeccidn viral, aunque un estado conformacional apropiado de la CP parece necesario para

su O-GIcNAcilacion.

5. Lafosforilacion de la CP del PPV podria tener dos funciones independientes: una acoplada a la O-
GlcNAcilacion del extremo amino de la proteina implicada en la regulacion de su susceptibilidad
a la degradacion, y una segunda afectando al nicleo de la proteina que participaria en el

ensamblaje correcto de las particulas virales.

6. Las hexosaminidasas HEXO1, HEXO2 y HEXO3 no desempefian un papel importante en la hidrdlisis
de los grupos O-GIcNAcilo de la CP del PPV.

7. La proteina SEC etiquetada con una marca TAP retiene su actividad O-GlcNAcil transferasa sobre
la CP del PPV tanto cuando se expresa transitoriamente por agroinfiltracién como
constitutivamente en plantas transgénicas. Esta proteina SEC etiquetada podria utilizarse para
identificar factores adicionales celulares implicados en la dindmica de O-GIcNAcilacién y

fosforilacién de la CP durante la infeccion del virus.
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Anexo 1. Plasmidos disponibles en el laboratorio

Nombre Vector Antibidtico Hospedador Referencia
PICPPV-NKIGRP | pGGSSS Amp erbsceo e s o 00
pICPPV-5'BD-GFP pGG5S6 Amp Lefioso Salvador et al., 2008
pLX-PPV pBBR1 Kan Herbaceo Pasin et al., 2017
pSN-PPV pSN-ccdB Kan Herbaceo Pasin et al., 2014
pSN-PPV-5'BD pSN-ccdB Kan Herbaceo y lefioso Pasin & Garcia, datos no publicados
PPPV-CIK9L924A pBIN19 Kan Herbéceo Gallo & Garcia, datos no publicados
pPPV-C|PP34AA pBIN19 Kan Herbaceo Gallo & Garcia, datos no publicados
pLONG pBIN19 Kan Herbaceo Lucini, 2004
PLONG-C|Ks91,92AA pBIN19 Kan Herbaceo Gallo et al., 2018
PLONG-CIPP34AA pBIN19 Kan Herbaceo Gallo & Garcia, datos no publicados
pLONG-CPP264K pBIN19 Kan Herbaceo Gallo et al., 2018
CP-SWCM-R pGG5S6 Amp Herbaceo Calvo, Martinez-Turifo, et al., 2014
 memcemomms
Nombre Vector Antibiético Referencia
pGFP pPTN289 Esp Martinez-Turifio & Garcia, datos no publicados
pP19 pBIN61 Kan Voinnet et al., 2003
pP1lb pMDC32 Kan Rodamilans et al., 2013
pP1HC pMDC32 Kan Valliet al., 2014
pRFP pGWB761 Esp Tanaka et al., 2011
pNIaPro pMDC32 Kan Maliogka et al., 2012
pGFP-CP pBIN19 Kan Gallo et al., 2018
pDONR pDONR207 Gen Invitrogen
pCTAPi pPTN289 Esp Rohila et al., 2004
pUC-CPB3 80-116 puUC18 Amp Loera & Garcia, datos no publicados
pUC18 M13mp18 Amp Norrander et al., 1983
pUC19 M13mp19 Amp Norrander et al., 1983
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Anexo 2. Plasmidos construidos especificamente para esta tesis

Plasmidos infecciosos

Nombre Vector Antibiético Hospedador Experimento
pICPPV-NK-IGFP-4SA pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-5'BD-GFP-4SA pGG5S6 Amp Lefioso
pICPPV-NK-IGFP-4SD pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-5’BD-GFP-4SD pGG5S6 Amp Lefioso
pICPPV-NK-IGFP-525D PGG5S6 Amp Herbéceo Andlisis del efecto de
mutar dianas
. fosforilables de la CP de
pICPPV-NK-IGFP-S81D pGG5S6 Amp Herbaceo PPV-R sobre su ciclo
pICPPV-NK-IGFP-5101D PGG5S6 Amp Herbéceo infeccioso
pICPPV-NK-IGFP-S118D pGG5S6 Amp Herbaceo
plCPPV-5'BD-GFP-5118D pGG5S6 Amp Lefioso
pICPPV-NK-IGFP-T254A pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-NK-IGFP-T254D pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-NK-IGFP-T254T* pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-NK-IGFP-T254K pGG5S6 Amp Herbaceo
pICPPV-NK-IGFP-T313A pGG5S6 Amp Herbaceo Analisis del efecto de
mutar dianas
pICPPV-NK-IGFP-T313D pGG5S6 Amp Herbaceo fosforilables de la CP de
PPV-R sobre su ciclo
pICPPV-NK-IGFP-T313N pGG5S6 Amp Herbaceo infeccioso
pLX-PPV-T254D pBBR1 Kan Herbaceo
pLX-PPV-T313D pBBR1 Kan Herbaceo
pICPPV-NK-IGFP-T304A pGG5S6 Amp Herbaceo Andlisis del efecto de
, mutar la Thr del motivo
pICPPV-NK-IGFP-T304D pGG5S6 Amp Herbaceo CK2 de la CP de PPV-R
b iclo infecci
pICPPV-NK-IGFP-T304N PGG5S6 Amp Herbaceo Sobre suciclo inteccioso
CP-SwCM-R-T306A pGG5S6 Amp Herbaceo Andlisis del efecto de
mutar la Thr fosforilable
CP-SwCM-R-T306D pGG5S6 Amp Herbaceo del motivo CK2 de la CP
de PPV-SWCM sobre su
CP-SWCM-R-T306N pGG5S6 Amp Herbaceo ciclo infeccioso
plCPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP pGG5S6 Amp Herbdceo
- - - e D264K .
pICPPV-NK-IGFP-BOR-3-CP pGG5S6 Amp Herbaceo Estudio del efecto sobre
. la fosforilacion de la CP
pLONG-BOR-3-CP pBIN19 Kan Herbaceo de PPV-BOR-3 cuando
PLONG-CIKS919244_BOR-3-CP pBIN19 Kan Herbéceo distintas etapas del ciclo
viral se encuentran
fectad
pPLONG-CIP344_BOR-3-CP PBIN19 Kan Herbéceo atectadas
pLONG-BOR-3-CPP264K pBIN19 Kan Herbdceo
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Plasmidos no infecciosos

Nombre Vector Antibiético Experimento
on | e ot s ot e e
pUC19-HEXO1 pUC19 Amp
pUC19-HEXO1GW puUC19 Amp
pUC19-HEXO1-STOPGW pUC19 Amp
pDONR-HEXO1 pDONR207 Gen
pDONR-HEXO1-STOP pDONR207 Gen
pCTAPi-HEXO1 pPTN289 Esp
pCTAPi-HEXO1-STOP pPTN289 Esp
pUC19-HEXO2 pUC19 Amp
PDONR-HEXO2 PDONR207 Gen cimin os residocs 0GeAclo e 3 Ch e PV
pDONR-HEXO2-STOP pDONR207 Gen
pCTAPi-HEXO2 pPTN289 Esp
pCTAPi-HEXO2-STOP pPTN289 Esp
pUC19-HEXO3 pUC19 Amp
pDONR-HEXO3 pDONR207 Gen
pDONR-HEXO3-STOP pDONR207 Gen
pCTAPI-HEXO3 pPTN289 Esp
pCTAPi-HEXO3-STOP pPTN289 Esp
pUC18-SEC puUC18 Amp
pUC18-SEC-STOP puUC18 Amp
pCTAPi-SEC pPTN289 Esp
pCTAPI-SEC-STOP pPTN289 Esp
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Anexo 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Mutagénesis dirigida®

Nombre Secuencia 5’ ---2 3’
$25D-rev GTATTGGATCAGTTGCTGC

S81D-rev GTTGCTAGGGTCTGCATCCTC
$101D-rev GTTCCAACGTCTCCTGCATCG
$118D-rev CCTTTGGCAGATCTAGTTTCG

SM27-F-mut-Ala

GAATTCAGCGCAACCTGGCAGACTACAGCCTCGCC

SM27-R-mut-Ala

CTGGCGAGGCTGTAGTCTGCCAGGTTGCGCTGAATTC

SM28-F-mut-Asp

GAATTCAGCGCAACCTGGATGACTACAGCCTCGCCAG

SM28-R-mut-Asp

CTGGCGAGGCTGTAGTCATCCAGGTTGCGCTGAATTC

SM29-F-mut-Thr*

GAATTCAGCGCAACCTGACCGACTACAGCCTCGCCAG

SM29-R-mut-Thr*

CTGGCGAGGCTGTAGTCGGTCAGGTTGCGCTGAATTC

SM35-F-mut-Ala

TGGATGGAAACGTCGGAGCACAAGAAGAGGACACAGAG

SM35-R-mut-Ala

CTCTGTGTCCTCTTCTTGTGCTCCGACGTTTCCATCCA

SM36-F-mut-Asp

TGGATGGAAACGTCGGAGATCAAGAAGAGGACACAGAG

SM36-R-mut-Asp

CTCTGTGTCCTCTTCTTGATCTCCGACGTTTCCATCCA

SM37-F-mut-Asn

TGGATGGAAACGTCGGAAAUCAAGAAGAGGACACAGAG

SM37-R-mut-Asn

CTCTGTGTCCTCTTCTTGATTTCCGACGTTTCCATCCA

SM38-F-mut-Ala

CACAGAGAGACACGCCGCTGGTGATGTTAATCGCA

SM38-R-mut-Ala

TGCGATTAACATCACCAGCGGCGTGTCTCTCTGTG

SM39-F-mut-Asp

CACAGAGAGACACGACGCTGGTGATGTTAATCGCA

SM39-R-mut-Asp

TGCGATTAACATCACCAGCGTCGTGTCTCTCTGTG

SM40-F-mut-Asn

CACAGAGAGACACAACGCTGGTGATGTTAATCGCA

SMA40-R-mut-Asn

TGCGATTAACATCACCAGCGTTGTGTCTCTCTGTG

SM50-F-mut-Lys

GAATTCAGCGCAACCTGAAAGACTACAGCCTCGCC

SM50-R-mut-Lys

TGGCGAGGCTGTAGTCTTTCAGGTTGCGCTGAATTC

SM56-F-mut-T306A

TGGATGGAAACGTCGGAGCACAAGAAGAGGACACAGAG

SM56-R-mut-T306A

CTCTGTGTCCTCTTCTTGTGCTCCGACGTTTCCATCCA

SM57-F-mut-T306D

TGGATGGAAACGTCGGAGATCAAGAAGAGGACACAGAG

SM57-R-mut-T306D

CTCTGTGTCCTCTTCTTGATCTCCGACGTTTCCATCCA

SM58-F-mut-T306N

TGGATGGAAACGTCGGAAATCAAGAAGAGGACACAGAG

SM58-R-mut-T306N

CTCTGTGTCCTCTTCTTGATTTCCGACGTTTCCATCCA

SM69-BOR3-CP-Lys-F

TCGCCAGATACGCCTTTAAGTTTTACGAAATGACTT

SM69-BOR3-CP-Lys-R

AAGTCATTTCGTAAAACTTAAAGGCGTATCTGGCGA

Clonajes y/o identificaciéon de plasmidos y progenie viral del PPV
Nombre Secuencia 5’ ---2> 3’
SM13-GFP CTACCTGAGCACCCAG
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TTACCTGTCCACAC

SM13-IGFP
2429 GTCTCTTGCACAAGAACTAT
55 CTATGCACCAAACC
80 TTGGGTTCTTGAACAAGC
SM30-F-ext AGTCCTGCACAGGTTGACTTGTCAAACAC
SM30-R-ext CGATTTAGGTGACACTATAGAATACAAGCTTCTAG
SM59-F-ext GTTTGATCCCATATTCACTCCAGCAACAAC

SM60-F-BOR-3-Kpnl

TTGGTACCAACGTTGTTGTGCACCAAGCTGATGAAAAGGAGGACGATGA

SM61-R-OV-BOR-3

TAGAGTTTATGATAGATACCGAGACCACTACACTCC

SM62-R-TNOS-Xbal

CAAGCTTCTAGAGATCTAGTAACATAGATGACA

GTACAGTCCTGCACAAGTTGATTT

SM70-F
Genotipado de mutantes de A.thaliana
Nombre Secuencia 5’ ---2 3’
CTGGCCATGCGGAATCGTG

SM34-Hexo 1-F

SM34-Hexo 1-R

AGTGGAAAAGCTCAAATGGGAATA

SM35-Hexo 2-F

TATTAAGGCCATGAGTGCAAACAAAC

SM35-Hexo 2-R

CCCTAGAAACCCGCCGTGACC

SM36-Hexo 3-1-F

AAAATGAGAGGTAGCGGAGCAAAGAT

SM36-Hexo 3-1-R

TCGGTAGAGGAGGAGATGATGACG

SM37-Hexo 3-2-F

GTCTGCAACACCGCGAATAGCCC

SM37-Hexo 3-2-R

GAATCACTGAGCGAGACAAGAACCTG

NS4R

AAACCAAGACAAAATCCAGATCCTCATCA

GSP33

ACACTTCGCCTGATATGTTCACTCTTC)

Clonaje de genes de A.thaliana en vectores GW y/o secuenciacién de pldsmidos

Nombre Secuencia 5’ ---2 3’
sM3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCATGATCTCGTCCAAAAACGGAGCTGCCATGATCTCCCGACCTGT
C
o GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATCTGTCATGTGGGAATTCTAGGTCGTTTTCCAACACCTTGA
AGTGTTGTGGC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCTGTCATGTGGGAATTCTAGGTCGTTTTCCAACACCTTGAAGT
SM5
GTTGTGGC
smM8 ATGATCTCGTCCAAARACG
SM9 TTATCTGTCATGTGGGAATTC
SM10 TCTGTCATGTGGGAATTCTAG

SM41-F-HEXO1

ATGTCAACGAATCTTCTTCGTC

SM41-R-HEXO1

CTGAGCATAGCAAGAGCCAGGTC

SM42-F-bis-GW-HEXO1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCATGTCAACGAATCTTCTTCGTCTTATTCTCCTATTCATCAC

SM42-R-bis-GW-HEXO1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGAGCATAGCAAGAGCCAGGTCCCAAG

SM42-R-bis-GW-stop-HEXO1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACTGAGCATAGCAAGAGCCAGGTCCCAAGG

SM43-F-HEXO2

ATGCTAACTCTTTCCAAGTTTC

SM43-R-HEXO2

TTGATCTTGAAGAGCACCATGG
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SM44-F-GW-HEXO2

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCATGCTAACTCTTTCCAAGTTTC

SM44-R-GW-HEXO2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTGATCTTGAAGAGCACCATGG

SM44-R-GW-stop-HEXO2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTGATCTTGAAGAGCACCATGG

SM45-F-HEXO3

ATGAGAGGTAGCGGAGCAAAGATC

SM45-R-HEXO3

CTGAGCGAGACAAGAACCTGGTTC

SM46-F-GW-HEXO3

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCATGAGAGGTAGCGGAGCAAAGATCGCCGGCGTTTTGCCGTTG

SM46-R-GW-HEXO3

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTGAGCGAGACAAGAACCTGGTTC

SM46-R-GW-stop-HEXO3

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACTGAGCGAGACAAGAACCTGGTTCAAAAGGCACAACTCGT

SM53-H1-secu-F

GGAAAGGAGCTTATTCGAGATG

SM53-H1-secu-R

GAAATCACATCGAATGTAAAG

SM54-H2-secu-F

CCTGGTCATACAGGATCATG

SM54-H2-secu-R

GATTAACGATATCTTGTATGACG

SM55-H3-secu-F

CTTACTCTTCCTCTCAGCGATAC

SM55-H3-secu-R

GAATGTGAAGTCACTGCTCAC

M13-F GTAAAACGACGGCCAG
M13-R CAGGAAACAGCTA
attL1-F CTACAAACTCTTCCTGTTAGTTAG
attl2-R ATGGCTCATAACACCCCTTG
Generacion de cDNA y qPCRb
Nombre Secuencia 5’ ---2 3’
Q29-F GCAACACCTCTACAATGTGATAACCGACTGATGCAGGAACTGGAGCAAGC
Q30-F CTCTACAATGTGATAACCGACTGATG
Q31-R CGCCGTCTTTTGGGATGAA

9Los codones mutadores aparecen subrayados y en negrita

bLa etiqueta no viral introducida se muestra en negrita y el final de la cola del oligo aparece subrayado
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Anexo 4. Mutaciones artificiales/espontaneas en la CP del PPV que se han generado/encontrado en esta tesis

25D GAT 3
S25D (en 4SD) GAC AGC 2

S25A (en 4SA) Gee 2

s81D GAC 3

S81D (en 4SD) GAT TCA 3

S81A (en 4SA) GCA 1

101D GAC 3

101D (en 45D) GAT TCA 3

S101A (en 4SA) GCA 1

118D GAT 2

PPV-R 118D (en 45D) GAT TCcT 2
S118A (en 45A) GCT 1

T254A GCA 1

T254D GAT ACA 3

T254T* ACC 1

T254K AAA 1

T304A GCA 1

T304D GAT ACA 3

T304N AAT 2

T313A Gee 1

313D GAC ACC 2

T313N AAC 1

T306A GCA 1

PPV-SWCM T306D GAT ACA 3
T306N AAT 2

PPV-BOR-3 D264K AAG GAT 2
P67S T ccT 1

D118G GGT AT 1

D118N AAT 1

E235G GGA GAA 1

R237Q CAA CGA 1

PPV-R D254l ATT AT 2
D254N AAT 1

T254K AAA 1

T254R AGA ACA 1

Y266F TIC TAC 1

N301K AAA AAC 1

1775 ATT AGT 1

N88D AAT GAT 1

L121F cTC TTC 1

AT AL28T Gee ACC 1
T273K ACA AAA 1

A306T GCA ACA 1

3os nucledtidos mutados artificialmente se marcan en rojo y blos mutados espontaneamente en azul
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T313

T254

N228

S118

NDRHHIREES ..

Algerian watermelon mosaic virus
Platycodon mild mottle virus

wild melon vein banding virus
Hubei poty-Llike virus 1

Pokeweed Mosaic Virus
wild tomato mosaic virus
Daphne virus Y

Zucchini shoestring virus
Papaya ringspot virus
Papaya ringspot virus
Lily yellow mosaic virus
Dasheen mosaic virus

Plum pox virus

:..HKéMHnF-E

Pecan mosaic-associated virus
Johnsongrass mosaic potyvirus
Moroccan watermelon mosaic virus
Potato virus A

Banana bract mosaic virus

Lettuce mosaic virus
Pleione flower breaking virus

Ccucurbit vein banding virus
Tobacco vein mottling virus
Sudan watermelon mosaic virus
Potato yellow blotch virus
Potato Virus Y

Zucchini yellow mosaic virus
Pea seed-borne mosaic virus
Keunjorong mosaic virus

Turnip mosaic virus
Tobacco etch virus

Paris mosaic necrosis virus

Sunflower ring blotch virus
Watermelon mosaic virus

Bidens mosaic virus
Bean common mosaic virus
Peanut stripe virus
Soybean mosaic virus
Telfairia mosaic virus

Gomphocarpus mosaic virus
Saffron latent virus

Beet mosaic virus

Anexo 8. Alineamiento de secuencias de la region central de la CP provenientes de 41 virus del género Potyvirus. En rojo se indican los fosfo-residuos encontrados en la region central de la

CP de PPV-R (5118, T254 y T313) y en negro se marca el residuo N228, homdlogo a D180 en la CP de WMV, el cual parece ser importante en las interacciones entre los monémeros de CP.

integrado en el programa DNASTAR (https://www.dnastar.com,

Las proteinas fueron alineadas utilizando el método MUSCLE
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