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Resumen

Tomato chlorosis virus (ToCV) pertenece al géner@rinivirus dentro de la
familia Closteroviridae donde se engloban los virus de RNA de cadena sencilla y
polaridad positiva de mayor tamafio y complejidad entre los virus de RNA de plantas.
ToCV posee un genoma bipartito, donde el RNA1 codifica las proteinas implicadas en
replicacion viral y el RNA2 las implicadas en encapsidacion, movimiento y transmision.
Aunque ambos RNAs son necesarios para obtener una infeccion productiva en planta, el
RNAL1 puede replicarse independientemente. Por su parte, el RNA2 es completamente
dependiente de las proteinas codificadas en el RNA1 para su replicacion. Como ha sido
descrito para otros miembros de esta familia, ToCV codifica en su genoma hasta tres
proteinas con actividad supresora del silenciamiento por RNA. Asi, mientras que en el
RNA2 esta funcion se lleva a cabo por las proteinas estructurales CP y CPm, en el
RNAL esta actividad es realizada por una proteina que parece especificamente dedicada
a ello, la proteina p22. Esta proteina esta codificada en el extremo 3" del RNA1 de
ToCV y ha sido descrita como una de las proteinas cuya actividad supresora del
silenciamiento por RNA es de las mas duraderas a lo largo del tiempo en ensayos de
expresion transitoria en planta (Cafizargsal., 2008). En este trabajo nos hemos
centrado en el estudio de la proteina p22, donde la finalidad ultima ha sido conocer el
modo en que, por su mediacion, ToCV es capaz de hacer frente a una respuesta
defensiva de la planta basada en el silenciamiento por RNA, estando interesados en

conocer también el papel de p22 cuando se expresa a partir de virus heterdlogos.

Para todo ello, y dado que en este grupo de virus la region del genoma donde se
localiza p22 tiene implicaciones evolutivas, en primer lugar hemos realizado un estudio
de la variabilidad genética de la region del RNA1 que codifica p22 en aislados de ToCV
de tomate y pimiento. Los resultados obtenidos han mostrado que se trata de una region
muy conservada, en donde la poca variabilidad existente se concentra en la region
carboxilo terminal de la proteina. Aunque altamente conservadas, el analisis
filogenético mostré una clara separacion de las secuencias de p22 en dos grupos
denominados tipo | y tipo Il. Ensayos de supresion de silenciamiento realizados con
proteinas p22 pertenecientes a cada uno de estos grupos, mostraron que ambas proteinas
poseian una actividad supresora de silenciamiento duradera a lo largo del tiempo.
Parece, por tanto, que la presencia de un supresor de silenciamiento con actividad

supresora de larga duracion es una caracteristica conservada entre los aislados de ToCV.

11



Resumen

Una vez confirmado que codificar una proteina con actividad supresora de larga
duracién parece ser importante para las poblaciones de ToCV, el siguiente objetivo
consistié en conocer el posible mecanismo de accion responsable de la misma. Asi, la
realizacion de ensayos de unidrvitro mostré que p22 une preferentemente RNAs de
doble hebra (dsRNAs) de tamafio largo, interfiriendo con la accién de corte de Dicer,
inhibiéndose de este modo la generacion de RNAs pequefios (SRNAs). La actuacion de
p22 en este punto temprano de la cascada de silenciamiento, podria ser una de las
razones de esta actividad supresora de larga duracion, ya que se bloguearia desde un
primer momento la generacion de sRNAs. Estos resuliadaso se correlacionaron
con los obtenidos en ensayos de supresion de silenciamiento inducidos por

construcciones en horquilla in planta.

Una vez conocido uno de los posibles mecanismos de accion de p22 cuando ésta
se encontraba aislada de su contexto viral, el siguiente objetivo consistié en conocer
como p22 podia mediar frente a una respuesta defensiva de la planta basada en el
silenciamiento por RNA durante el ciclo de infeccién viral. Ya que, entre los
componentes de la cascada de silenciamiento, RDR6 juega un papel fundamental en
defensa antiviral, se comenz6 estudiando si RDR6 tenia algun papel en defensa frente a
ToCV. El incremento notable en los niveles de acumulacion de ToCV observado en
plantas deNicotiana benthamiana defectivas para la expresion de RDR6 (plantas
RDRG6i), comparado con los de plantas silvestres, indicaba la importancia de este factor
en la defensa de la planta frente a la infeccién viral. Para conocer si durante el proceso
de infeccion viral, p22 tenia algun papel frente a este componente de la cascada de
silenciamiento, se credé un mutante de delecion de p22 de ToCV ApR2Y Asi, en
primer lugar se pasé a estudiar el papel de p22 durante el ciclo de infeccion viral en
ensayos a nivel local. Curiosamente, los resultados mostraron que la ausencia de p22,
ademas de no afectar a la replicacion del RNA1, estaba asociada con la desregulacion
del ratio de cadenas positivas y negativas del virus, aumentando estas ultimas, no
teniendo RDR6 ningun efecto apreciable a este nivel. En el caso deApagZ\eél
incremento en cadenas negativas correspondientes al RNA1, que resulta en un aumento
de los niveles de acumulacion de cadenas positivas a partir de las cuales las proteinas
requeridas para la replicacion podrian traducirse, no se correlacioné con un incremento
en los niveles de acumulacion del RNA2. Por otra parte, a nivel sistémico se observo
gue aunque el mutante To@p22 tenia reducida la capacidad de infectar platdas
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benthamiana silvestres, esta capacidad era rescatada en plantas RDR6i, lo que indicaba

la existencia de una conexion entre p22 y RDR6.

Por dltimo, y ya que las proteinas supresoras de silenciamiento estan
frecuentemente asociadas a interacciones de tipo sinérgico, el ultimo objetivo de esta
tesis consistio en estudiar el efecto de la expresion heterdloga de p22 a partir de los
virus Tobacco rattle virus (TRV) y Potato virus X (PVX). Los resultados mostraron
gue, aunque se produjo un fuerte sinergismo en sintomas que conducia a la muerte de la
planta cuando p22 se expresaba a partir de ambos virus, sélo en el caso de TRV, éste iba
acompafado de un aumento en los niveles de acumulacién viral. La expresion
heteréloga de p22 no era capaz, sin embargo, de complementar a mutantes de virus

defectivos en la expresion de proteinas con actividad supresora del silenciamiento.
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Tomato chlososis virus (ToCV; genusCrinivirus) is a member of the complex
family Closteroviridae, in which the largest RNA genomes among plant viruses are
found. ToCV has a bipartite single stranded, positive-sense RNA genome with RNA1-
encoding proteins involved in viral replication and RNA2-encoding proteins involved in
encapsidation, movement, and host transmission. Although both RNAs are required for
the effective infection of plants, RNA1 can replicate independently, whereas RNA2
depends on RNA1 for its replication. Similar to other members of the family
Closteroviridae, ToCV adopts the strategy of encoding multiple RNA silencing
suppressors. Thus, while ToCV RNA2 has delegated its suppressor function to the
structural proteins CP and CPm, RNA1 encodes a dedicated suppressor protein at its 3"-
proximal end, p22, which exhibits no apparent homology to any other reported protein.
It has been shown that p22 suppresses very efficiently local RNA silencing induced
either by sense RNA or by dsRNA, having one of the longest lasting local suppression
activities when assayed Micotiana benthamiana plants. Thus, the p22 protein is the
focus of our work, where the final goal is to know how ToCV, by mediation of this
protein, confront a plant defense response based on RNA silencing, also being
interested in knowing the effect of the expression of ToCV p22 from heterologous

viruses.

First of all, since the 3"-end of RNA1 in bipartite crinivirus where the p22
silencing suppressor of ToCV is located, has evolutionary implications, we have
undertaken a study to evaluate the genetic diversity of this gene in ToCV isolates
collected in Spain from tomato and sweet pepper. These results have shown that the p22
amino acid sequences are highly conserved having few variable positions mainly
located at the C-terminal part of the protein. Although highly conserved, phylogenetic
analyses of the p22 amino acid sequences clearly showed two separated groups, called
type | and type Il. Comparison of the silencing suppression activities of both ToCV p22
protein types showed a similar lasting local suppression activity. Thus, our findings
provide experimental evidence that the presence of a “strong” silencing suppressor at
the 3"-end of the RNA1, is an important and conserved feature for ToCV isolates.

Once confirmed that the presence of a “strong” silencing suppressor is important
for ToCV populations, the next objective consisted in knowing its mechanism of action.
Thus, by performingn vitro binding assays we showed that p22 very efficiently binds

long dsRNA molecules preventing their cleavage into sRNAs by RNase Il Dicer
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homologue. The blocking of the silencing process at early steps by hindering the
generation of sSRNAs could be one of the reasons of the long lasting silencing
suppression activity observed. The efficient ability of p22 to suppress RNA silencing,
triggered by hairpin transcripts transiently expressgqaanta, supports the relationship
between its ability to bind dsRNA vitro and its ability to inhibit RNA silencingn

ViVO.

After knowing the p22 mechanism of action when isolated form the viral
context, the next objective was to determine how ToCV, by mediation of p22,
counteracted a plant defense response based on RNA silencing. Among the RNA
silencing components, RDR6 has a relevant role in virus defense. Therefore, we started
studying if RDR6 played an antiviral role in plant defense against ToCV. The
significant increase in ToCV RNA accumulation levels in plants where RDR6 was
constitutively silenced (RDRG6i plants) compared with wild type plants, showed that this
was the case. To know if during the viral infection process, p22 had a role counteracting
this component of the RNA silencing pathway, we created a p22-deficient ToCV
infectious mutant clone (ToCAp22). First of all, we studied the p22 role durihg t
viral infection cycle in local assays. These results showed that although p22 does not
appear to be necessary for local RNA1 replication, it may influence the equilibrium
between the positive and negative strands of the virus during the infection process. In
the case of ToC¥p22, the increased accumulation of negative stravidsh might
result in increased accumulation of positive strands from which the replication
associated proteins are translated, did not correlate with increased RNA2 accumulation.
On the other hand, the finding that To®)22 systemic accumulation was impaired in
wild type N. benthamiana but not in NbRDRG6i plants suggests a role for p22 in
counteracting an RDR6-mediated antiviral response of the plant during systemic

infection.

Finally, since suppression of RNA silencing and the ability to induce a
synergistic response are closely associated, we analyzed the effect of the expressing p22
from the heterologous virus@®bacco rattle virus (TRV) andPotato virus X (PVX).

These results showed that although a drastic disease synergism leading to plant death
was observed when ToCV p22 was expressed from both viruses, only in the case of

TRV this was linked to an increase in the viral accumulation levels. The heterologous
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expression of ToCV p22, however, could not complement suppressor defective mutant

viruses.
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Introduccion

1. Los virus de plantas

1.1. Caracteristicas generales

Los virus son pardsitos obligados intracelulares con una limitada capacidad
codificadora que dependen del huésped para su supervivencia. Basicamente estan
compuestos de una o mas moléculas de acido nucleico protegidas por una cubierta
proteica, la capsida, que a su vez puede tener una envoltura adicional lipoproteica. Para
poder completar su ciclo de vida, los virus de plantas deben ser capaces de replicarse,
moverse de célula a célula y a larga distancia, y ser capaces de evadir una respuesta
defensiva por parte de su huésped (Maula., 2002). La infeccion viral, en general,
induce un complejo patrén de cambios moleculares en la planta que altera el
funcionamiento celular normal, pudiendo resultar en anormalidades del desarrollo
(Pallas y Garcia, 2011; Garcia y Pallas, 2015). Asi, la presencia viral puede ir asociada
al desarrollo de sintomas de enfermedad (Figura 1), y ocasionar una disminucion en el

rendimiento y la calidad de los cultivos.

Figura 1: Sintomas causados por distintos tipos de vi¢A¥. Cucumber green mottle mosaic virus
(CGMMV; género Tobamovirus, familia Virgaviridae), (B) Tomato torrado virus (ToTV; género
Torradovirus, familia Secoviridae), (C) y (D) Tomato spotted wilt virus (TSWV; géneroTospovirus,
familia Bunyaviridae).

Los genomas de los virus de plantas estan constituidos por una o mas moléculas
de DNA o RNA de cadena sencilla (ss) o doble (ds) de polaridad positiva (+) o negativa
(-), aunque la mayoria de ellos poseen RNA de cadena sencilla y polaridad positiva. La
gran diversidad de virus ha llevado al establecimiento de un sistema universal de
clasificacion y, en la actualidad, el “Comité Internacional de Taxonomia de Virus”
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) reconoce un total de 21
familias y 108 géneros de virus de plantas (Kieigal., 2012) (Figura 2). Entre los
criterios para su clasificacion destacan el tipo de acido nucleico, la organizacion
gendmica y estrategia de replicacion, la forma y tamafio del viridn, las propiedades
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antigénicas y las propiedades bioldgicas como la categoria taxondmica del huésped, la

patogenicidad y el modo de transmision.

Figura 2: Taxonomia de los virus que infectan a plantas (adaptado de Virus Taxonomy: Ninth Report of
the International Committee on Taxonomy of Viruses) (kKéhd., 2012).
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1.2. Ciclo infeccioso de los virus de plantas

De modo general, el ciclo infeccioso de los virus de plantas constaria de las

siguientes etapas:

Entrada del virus en la célula huésped

El virus inicia su ciclo infeccioso a partir de la entrada en la célula vegetal que se
produce de forma pasiva a través de heridas o, en la mayoria de los casos, a traves de
vectores bioldgicos como insectos, nematodos y hongos (Gray y Gildow, 2003). Los
insectos pertenecientes al orddemiptera, como afidos y moscas blancas, transmiten
el mayor niumero de especies de virus de plantas (Ng y Falk, 2006; Hogenalout
2008). Aunque menos frecuente, los virus que no disponen de un vector para su
transmision, pueden ser transmitidos por polen y semillas (Miller y Whitham, 2013). En
condiciones experimentales es frecuente que los virus puedan ser transmitidos por

inoculacién mecanica y por injerto (Hull, 2002).

Desencapsidacion y traduccion de proteinas virales

Una vez en el interior de la célula se produce el desensamblaje de la cubierta
proteica. Mientras los virus de RNA permanecen en el citoplasma, donde utilizan la
maquinaria proteica, los virus de DNA entran en el nucleo donde se generan RNAs
mensajeros (MRNA) virales por la mediacion de RNAs polimerasas del huésped
(Saxena y Lomonossoff, 2014). La reducida capacidad para expresar proteinas que los
genomas de los virus presentan, ha hecho que hayan desarrollado estrategias eficientes
de expresion de sus genes, que les confieren ventajas con respecto a los genes celulares.
Entre estas estrategias encontramos: a) la organizaciéon multipartita del genoma, b) la
sintesis de RNAs subgenomicos (subgenomic RNAs, sgRNAs), c) el procesamiento
proteolitico de poliproteinas, d) el solapamiento de pautas abiertas de lectura (open
reading frames, ORFs), o la sintesis de proteinas de mayor tamafio bien e) obviando
codones de parada (“read-through”) o d) mediante el desplazamiento de la pauta de
lectura (frameshift).

Replicacién viral

En los virus de ssRNA (+) donde el RNA viral actia directamente como mRNA,
se traduce la RNA polimerasa dependiente de RNA (RNA dependent RNA polymerase,
RdRp) viral. Esta proteina sintetizara hebras de polaridad negativa complementarias al

RNA viral que servirdn de molde para la sintesis de nuevos ssRNA (+). En los virus de
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RNA de cadena sencilla y polaridad negativa [sSRNA(-)], se sintetiza en primer lugar la
hebra de polaridad positiva mediante la RdRp encapsidada en el propio virién, que
servira como mRNA para la traduccion de las proteinas virales, y como molde para la
sintesis de nuevas cadenas negativas que constituiran el genoma de la progenie. En el
caso de los virus de RNA de doble cadena (double-stranded RNA, dsRNA) la RdRp,
también encapsidada, llevara a cabo la sintesis de los mMRNA de las proteinas virales y
de los dsRNAs. En el caso de los virus de DNA de cadena sencilla (single-stranded
DNA, ssDNA) la replicacién tiene lugar en el nucleo, mediada por la DNA polimerasa
dependiente de DNA del huésped (DNA-dependent DNA polymerase, DdDp). En el
caso de los virus de DNA de doble hebra (double-stranded DNA, dsDNA), se generan
nuevos genomas de dsDNA a partir del mRNA viral mediante retrotranscripcion
mediada por una DNA polimerasa dependiente de RNA (RNA-dependent DNA
polymerase, RdDp) viral.

Encapsidacion de nuevas particulas virales
Las subunidades de proteinas de cubierta (coat proteins, CP) codificadas por el
genoma viral reconocen las moléculas de DNA o RNA viraly se ensamblan formando

nuevas particulas virales que contienen y/o protegen el genoma del virus.

Movimiento y dispersién viral

El virus se propaga dentro de la planta mediante un movimiento a corta distancia
0 célula a célula a través de los plasmodesmos, y un movimiento a larga distancia o
sistémico a través del tejido vascular. El movimiento célula a célula estd mediado por
proteinas virales de movimiento que actuan modificando el tamafio del plasmodesmo
(Niehl y Heinlein, 2011). En el movimiento a larga distancia se produce normalmente a
través de los tubos cribosos del floema que se alcanzan tras un pase sucesivo a través
de los haces vasculares, las células del parénquima vascular y las células acompafiantes.
Una vez transportado a zonas distales de la planta, el virus debe ser capaz de salir de los
elementos cribosos para iniciar nuevos focos de infeccion y asi propagarse por toda la
planta (Hipperet al., 2013) (Figura 3). La dispersién a otras plantas se producira a
través de vectores bioldgicos, polen o material de propagacién vegetativa, o por el
contacto fisico entre plantas.
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Figura 3: Movimiento viral célula a célula y a larga distancia a través de los tejidos vegetales (adaptado
de Hipperet al., 2013).

1.3. Mecanismos de defensa antiviral en plantas

Frente a las infecciones virales, las plantas se defienden estableciendo varias
lineas de resistencia que se pueden clasificar en: resistencia dominante, resistencia
recesiva, resistencia basada en el silenciamiento por RNA y resistencia mediada por

hormonas (Nicaise, 2014).

Resistencia dominante. La mayoria de los genes de resistencia dominante (genes
R) identificados en las interacciones virus-planta pertenecen a la clase NBS-LRR
(nucleotide binding site-leucine rich repeat class), que reconocen de manera especifica
un factor de avirulenciaayr) del virus, a través del establecimiento de la llamada
interaccion “gen a gen”. Aunque inicialmente se habia sugerido una interaccion directa
entre los productos génicagr y R, actualmente se considera como mas probable que el
reconocimiento se produzca segun el modelo de la “hip6tesis de guardia” (Sthosaar
al., 2005). Tras el reconocimiento especif@o-R, se inicia una cascada de sefiales de
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transduccion a nivel local (Loebenstein, 2009; Garal., 2010) mediante la cual la
planta puede limitar la multiplicacion y dispersion del patdgeno. Esta respuesta suele
estar asociada a un tipo de muerte celular programada, denominada respuesta
hipersensible (hipersensitive response, HR) (Hammond-Kosack y Jones, 1997).
Estudios recientes indican que el proceso de resistencia y la activacion de una HR son
rutas fisioldgicas distintas, aunque ambas pueden trabajar juntas (Bendahmlane

1999; Baiet al., 2012). Los geneR también pueden inducir otro tipo de resistencia
denominada resistencia sistémica adquirida (systemic acquired resistance, SAR), que a
diferencia de la HR, proporciona una resistencia que se transmite a tejidos distales no
infectados y es efectiva frente a posteriores ataques del patégeno y a varios patdgenos al
mismo tiempo (Carr et gl 2010).

Resistencia recesiva. Aproximadamente la mitad de los 200 genes de resistencia
conocidos que tienen como diana los virus de plantas, se heredan de forma recesiva
(Diaz-Pendoret al., 2004), lo que sugiere que esta forma de resistencia es mas comun
frente a virus que frente a otros patdgenos de plantas. La resistencia recesiva puede ser
el resultado de la ausencia de un factor del huésped necesario para que el virus complete
su ciclo de vida. Un gran niamero de los genes de resistencia recesiva clonados codifican
factores de iniciacion de la traduccion. Entre ellos, el factor de iniciacion de la
traduccion 4E (elF4E) es de especial interés en el caso de virus de la familia
Potyviridae, aunque mutaciones de genes de este grupo también confiere resistencia
frente a otros grupos de virus (Robaglia y Caranta, 2006).

Resistencia basada en el silenciamiento por RNAste mecanismo de defensa se
induce por la presencia de moléculas de doble hebra, activandose una cascada de
procesos enzimaticos que tiene como consecuencia la inhibicion o supresion de
moléculas de acidos nucleicos a través de interacciones especificas. Para contrarrestar
este mecanismo de defensa los virus codifican en su genoma proteinas supresoras del
silenciamiento (Voinnet, 2005). En los siguientes apartados explicaremos mas en detalle

este proceso.

Resistencia mediada por hormonas. Las hormonas vegetales juegan un papel
importante en la regulacion de la red de sefalizacion implicada en la defensa de la
planta. Como hemos visto, durante la activacion de la resistencia mediada pdR,genes
las respuestas celulares iniciadas en el sitio de infeccion son emitidas a tejidos distales
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no infectados de la planta, dando como resultado una respuesta o estado reducido de
susceptibilidad que puede permanecer de manera eficiente durante varias semanas (Fu y
Dong, 2013) o SAR. No esta claro como la SAR se mantiene durante tanto tiempo, pero
parecen fundamentales modificaciones epigenéticas como la metilacion del DNA y la
remodelacion de la cromatina, para mantener esta sefial (Spoel y Dong, 2012). Ademas,
durante una infeccién viral, esta resistencia a las enfermedades a lo largo del tiempo y
de amplio espectro requiere la acumulacion enddégena de acido salicilico (salicilic acid,
SA), lo que resulta en la reprogramacion de una bateria de genes que codifican proteinas
relacionadas con la patogenicidad (Tsadal., 2008; Yiet al., 2014). La sefial emitida

desde el foco de infeccion para proteger los tejidos no infectados contra la invasion del
virus, podria circular como un heterocomplejo, donde el metil-SA se uniria a derivados
de lipidos y proteinas transportadoras de lipidos, moviéndose a través del floema al
resto de la planta. El acido jasmonico (jasmonic acid, JA) esta también fuertemente
implicado en defensa de la planta frente a virus. Asi, la respuesta HR iniciada en las
interaccionesvr-R resulta en una modulacién de SA y JA. Aungue el SA actlia como

un regulador positivo de la resistencia de la planta frente a virus, el papel del JA es
controvertido y aun no se ha aclarado completamente. Por ejemplo, el JA, parece ser un
regulador negativo de la resistencia a nivel localol@cco mosaic virus (TMV) en

plantas de tabaco (Ola al., 2013), pero es esencial para la resistencia sistémica a
TMV en plantas deNicotiana benthamiana (Zhu et al., 2014). Es probable que el
equilibrio entre JA y SA juegue un papel clave en la determinacion del grado de
resistencia de manera similar a lo observado en patosistemas que implican a patégenos
no virales de planta (Thalest al., 2012). Curiosamente, los virus de plantas han
evolucionado interviniendo en rutas hormonales, a menudo aprovechandose de las
interacciones antagonicas entre las rutas del SA y JA (Kazan y Lyons, 2014). Aunque,
su funcién en las interacciones virus-planta sigue siendo poco comprendida, estudios
recientes indican que otras hormonas vegetales pueden modular los mecanismos de
resistencia antiviral, especialmente el acido abscisico (&ran 2013; Alazenet al.,

2014; Seoet al., 2014), el etileno (Fischer y Droge-Laser, 2004; Leval., 2007;
Zhanget al., 2009; Chen et a) 2013) y los brasinosteroides (Ali et ,a2014).
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2. Silenciamiento por RNA

2.1. Aspectos generales y breve historia

El silenciamiento por RNA es un sistema de regulacion mediado por RNAs
pequefios que causan la inhibicion o supresién de moléculas de acidos nucleicos a través
de interacciones especificas. Este proceso esta altamente conservado en organismos
eucariotas, donde ademas de en plantas esta presente en hongos y animales (Wang y
Metzlaff, 2005).

Este fenbmeno fue descubierto en plantas transgénicas de petunia, donde la
introduccién de una copia fordnea de un gen enddgeno que se gqueria sobreexpresar
resultd en la co-supresion de ambos, el transgén y el gen endogeno éN\apoli99o0;
van der Krolet al., 1990). Posteriormente en diferentes sistemas virales se demostro
qgue, en contra del modelo propuesto, no era necesaria la expresion de proteinas virales
para obtener resistencia frente a virus sino que era suficiente con una secuencia viral no
traducible (Lindboet al., 1992; van der Viugét al., 1992). La observacion de que un
transgén GUS silenciado podia prevenir la acumulacion virBbtao virus X (PVX)
portador de una secuencia GUS, indicaba que se trataba de un mecanismo de defensa
antiviral especifico de secuencia (Engléstal., 1996). Otra evidencia que indicaba que
se trataba de un mecanismo general de respuesta de la planta frente a la infeccion viral,
fue el hallazgo de que en planta no so6lo se encontrara resistencia frente a un virus
inoculado inicialmente, sino también frente a otros virus que portaran secuencias
homologas (Ratcliffet al., 1997). La prueba inequivoca que explicaba la extrema
especificidad de secuencia del proceso de silenciamiento por RNA fue el hallazgo de
que en plantas que contenian un transgén silenciado, se acumularan RNAs pequefios de
aproximadamente 24 nt de tamafio con secuencias idénticas a la del transgén (Hamilton
y Baulcombe, 1999). El posterior descubrimiento de que los genomas virales
codificaban proteinas supresoras de silenciamiento, capaces de bloquear o interferir con
este proceso de silenciamiento por RNA, confirmo su implicacion en defensa antiviral
(Anandalakshmi et a] 1998; Brigneti et al, 1998; Kasschau y Carrington, 1998).
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2.2. Mecanismos moleculares del silenciamiento por RNA en plantas

En plantas, el silenciamiento por RNA engloba una serie de procesos que pueden
actuar a nivel transcripcional (transcriptional gene silencing, TGS) o0 post-
transcripcional (post- transcriptional gene silencing, PTGS). Ambos procesos tienen en
comun el reconocimiento especifico de secuencias de DNA o RNA por pequefas
moléculas de RNA. Este mecanismo esta implicado en procesos, tales como el
mantenimiento de la integridad del genoma, la regulacion de procesos del desarrollo y/o
la defensa frente a acidos nucleicos invasores, tales como transgenes, transposones y
virus (Voinnet, 2001; Vaucheret, 2006; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009).

El silenciamiento por RNA se induce por la presencia de moléculas de dsRNA
gue podrian derivar de la replicacién viral, de repeticiones invertidas, de la transcripcion
convergente de transgenes y transposones, de locis enddégenos con una alta estructura
secundaria, o bien generarse por la accion de RNAs polimerasas dependientes de RNA
(RDR) a partir de ssRNA. Estas moléculas son procesadas por RNasas de tipo Il
denominadas en planta DCLs (Dicer-like), en pequefios RNAs (small RNAs, sRNAs) de
doble hebra de entre 19 y 25 nt que presentan 2 o 3 nt protuberantes en el extremo 3" de
ambas cadenas (Elbastaral., 2001). DCL requiere de la accion de DRB (dsRNA
binding protein), para que el procesamiento del dsRNA se produzca de un modo preciso
y eficiente (Hiraguret al., 2005; Eamenet al., 2012 a, b). La metilacion de los SRNAs
generados mediada por la metil transferasa HEN1 (Betudkt 2003), los protege de la
degradacion. Una de las hebras del sRNA es incorporada a un complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA induced-silencing complex, RISC) que
contiene, entre otros componentes, una endonucleasa llamada Argonauta (AGO). Una
vez ensamblado, en el caso del PTGS, este complejo es guiado por el SRNA hasta un
MRNA diana de secuencia complementaria al que se une induciendo la inhibicion de su
traduccion o su degradacion. En el TGS, este complejo es guiado hasta un DNA de
secuencia complementaria al que se une, induciendo su metilacion y bloqueando su
transcripcion. Existe un proceso de amplificacion de la sefial de silenciamiento mediado
por RNAs polimerasas dependientes de RNA (RDR), que resulta en la generacién de

nuevas moléculas de dsRNA que son procesadas en sRNAs secundarios (Figura 4).
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Figura 4: Ruta del silenciamiento por RNA en plantas. La molécula de dsRNA es reconocida y procesada
por DCL, generando duplex de sRNAs que seran metilados por la accion de HEN1. Una de las hebras del
sRNA es incorporada en el complejo RISC cuyo componente principal es AGO, llevandose a cabo a
continuacion la degradacion de los RNAs diana. Las RNA polimerasas dependientes de RNA (RDR)
generan nuevas moléculas de dsRNA que serdn nuevamente procesados por DCL, dando lugar a la
formacion de sRNAs secundarios.

En plantas, existen tres rutas basicas del silenciamiento por RNA: i) la ruta de los
microRNA (miRNA), ii) la ruta de degradacion mediada por pequefios RNAs
interferentes (small interfering RNAs, siRNAS), vy iii) la ruta de metilacion del DNA
mediada por RNA (RNA-directed DNA methylation, RdDM). En la ruta de los
MiRNAs, la transcripcion de los genes MIR da lugar a un miRNA primario, que forma
una estructura secundaria parcialmente plegada, que es procesada por DCL1, una de las
cuatro proteinas DCL ddévrabidopsis thaliana, para dar lugar a una estructura
precursora tipo horquilla de la que seran escindidos los duplex de miRNA de 21 a 24 nt
(Kim et al., 2005). Otros factores, como la proteina en dedo de zinc SERRATE vy las
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proteinas de union a dsRNA DRB1 o HYL1, también estan implicadas en la biogénesis
de los miRNAs. Los miRNAs juegan un papel critico en el control del desarrollo de la
planta, reprimiendo o controlando la expresion de genes reguladores tales como los
factores de transcripcion. Los miRNAs de planta tienen principalmente como diana las
regiones codificantes de los mMRNAs y, aunque funcionan predominantemente mediante
la accién de corte del RNA, se ha visto que también pueden actuar mediante represion
traduccional (Brodersed al., 2008). En la ruta de degradacion mediada por siRNAs,
dsRNAs de tamafo largo enddgenos o exdgenos, o0 estructuras en horquilla son
procesados por DCL4 y DCL2 en siRNAs de 21 y 22 nt, respectivamente. El dsSRNA
largo enddgeno precursor de esos SiRNAs es sintetizado por la RNA polimerasa
dependiente de RNA 6 (RDR6), una de las seis RDRA. tlaaliana, usando ssRNA

como molde. Los siRNAs enddgenos conocidos como trans-acting siRNAs (tasiRNAS)
juegan un papel muy importante durante el desarrollo de la planta y en las respuestas a
estrés. Sin embargo, parece que una de las funciones principales de esta ruta es la
defensa antiviral de la planta (ver el siguiente apartado). Por su parte, la ruta RdDM
juega un importante papel en el silenciamiento de transposones y elementos de DNA
repetitivos manteniendo asi la estabilidad e integridad del genoma (Mattke2009;

Haag y Pikaard 2011). Esta ruta también parece tener un papel importante en la defensa
de la planta frente a virus de DNA. Los siRNAs de 24 nt implicados en esta ruta son
procesados por DCL3 a partir del dsRNA sintetizado por la RNA polimerasa IV
dependiente de DNA (Pol 1IV) y RDR2 (Xig al., 2004; Hendersomrt al., 2006).
Aunque los detalles moleculares de la RADM no estan del todo claros, como resultado
de su actuacién, se produce la metilacémovo del DNA por mediacion de la DNA
metiltransferasa DRM2 (Cao y Jacobsen, 2002; Hendeatsaln, 2010), inhibiéndose

de este modo la transcripcion.

En plantas, la activacion del silenciamiento en una célula induce el silenciamiento
de la misma secuencia en células adyacentes y en tejidos distales. Asi, se han descrito
tres tipos de movimiento de la sefial de silenciamiento que ocasionarian un
silenciamiento a corta distancia, un silenciamiento local extensivo y un silenciamiento
sistémico (Kalantidigt al., 2008; Dunoyeket al., 2010). El movimiento de la sefial de
silenciamiento a través de la planta presenta un patrén similar al del movimiento viral,
moviéndose célula a célula a través de los plasmodesmos, y a larga distancia a través del
floema desde tejidos fuente a tejidos sumidero (Voinnet, 2008). Aunque no se conoce la

naturaleza exacta de la sefial de silenciamiento, los datos disponibles indican que se
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trata de un acido nucleico (Dunoyer al., 2010; Molnaret al., 2010), habiéndose
propuesto posibles modelos de como ocurre el mismo. Asi, mientras la proteina RDR6
parece jugar un papel crucial en la amplificacion de la sefial y su movimiento a largas
distancias (Schwaao# al., 2005), DCL4, en las células acomparfantes, estaria implicada

en la generacion de sRNAs de 21 nt que son capaces de moverse 10-15 células mas alla
del limite del floema (Dunoyeet al., 2005). Estudios recientes han demostrado que
tanto siRNAs como miRNAs tienen la capacidad de moverse de una célula a otra y
alcanzar el tejido vascular (Melnyk et a2011).

2.3. Silenciamiento por RNA como mecanismo de defensa antiviral en plantas

En plantas, el silenciamiento por RNA también funciona como mecanismo de
defensa antiviral (Baulcombe, 2004; Burgyan y Havelda, 2011). Las infecciones virales
en planta estan asociadas con la acumulacion de siRNAs virales (viral small interfering
RNAs, vsiRNAS) que pueden, a su vez, actuar silenciando el propio genoma viral. Por
esta razon, los virus son tanto inductores como dianas del silenciamiento por RNA.
Mientras que en virus de DNA, los vsiRNAs podrian provenir de dsRNAs generados
durante la transcripcion bidireccional de sus genomas (Chellagppan2004), en virus
de RNA, los vsiRNAs podrian generarse a partir de dsRNAs generados durante el
proceso de replicacion viral. En este Ultimo caso se ha propuesto también que la
presencia de regiones del genoma altamente estructuradas, podria constituir una fuente
de generacion de vsiRNAs (Molnéral., 2005). Sin embargo, estudios recientes han
mostrado que la mayor parte de los vsiRNAs se generarian por la accion de RDR
celulares, siendo por tanto su biogénesis similar a la descrita para los siRNAs
endogenos (Diaz-Pendénal., 2007; Donairet al., 2008; Qiet al., 2009; Garcia-Ruiz
et al., 2010; Wang et al 2010).

En A. thaliana, las cuatro proteinas DCL identificadas estan involucradas en la
biogénesis de vsiRNAs. En el caso de virus RNA, el papel esencial en defensa antiviral
lo tienen DCL4 y DCL2 (Ding y Voinnet, 2007) generando vsiRNAs de 21 y 22 nt,
respectivamente. De las dos, DCL4 parece tener un papel dominante, ya que los
VSRNAs de 21 nt son generalmente mas abundantes que los de 22 nt. Esta
predominancia de DCL4 sobre DCL2 podria también ser debida a un efecto mas potente
en silenciamiento antiviral de los vsiRNAs de 21 nt con respecto a los de 22 ¢iVang

al., 2011). En el caso de DCL3, aunque hay indicaciones que sugieren que puede
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contribuir en defensa antiviral, especialmente si DCL4 es inactivada (Diaz-Pe&ndon
al., 2007; Quet al., 2008; Donaireet al., 2008; Garcia-Ruizt al., 2010) esta
contribucién parece no ser muy relevante (Delerisl., 2006; Garcia-Ruizt al.,

2010). También la contribucion de DCL1 a la generacion de vsiRNAs parece ser
minoritaria (Dunoyeset al., 2005; Delerist al., 2006; Garcia-Ruigt al., 2010). En el

caso de virus DNA, las cuatro proteinas DCL estan implicadas en la biogénesis de
VvSiRNAs (Blevins et al, 2006; Moissiard y Voinnet, 2006).

Los vsiRNAs generados se asocian con el complejo antiviral RISC del que AGO
forma parte, produciéndose el reconocimiento de las dianas virales y su corte. De entre
los 10 miembros de AGO identificadas @én thaliana, AGO1 parece ser el mas
importante en defensa antiviral, aunque también se ha descrito la participacién de
AGO2, AGO3, AGO4, AGO5 y AGO7 (Moret al., 2002; Quet al., 2008; Chiuet al.,

2010; Jaubertt al., 2011; Brosseau and Moffett, 2015). Se ha propuesto que AGO1
formaria parte de una primera linea de defensa antiviral, mientras que otras proteinas
AGO actuarian en una segunda fase (Harvey. gf@ll1; Qu et al, 2008).

De los vsiRNAs producidos durante el proceso de silenciamiento, sélo una
pequeiia fraccion resulta de la accién de corte de DCL sobre la diana inicial. Existe un
proceso de amplificacidon de la sefial de silenciamiento mediado por RDR, que resulta en
la generacion de vsiRNAs secundarios (Voinnet, 2008). De las seis proteinas RDR
identificadas enA. thaliana, RDR1, RDR2 y RDRG6 parecen estar implicadas en
respuesta antiviral (Dalmagt al., 2000; Mourrainet al., 2000; Diaz-Pendoet al.,

2007; Garcia-Ruizt al., 2010; Quet al., 2008; Donairect al., 2008). Entre ellas, el

papel de RDR6 es especialmente importante, ya que se ha observado que una
disminucién en la actividad de esta enzima, hace que aumente la susceptibilidad a un
gran namero de virus (Mourrain et aR000; Qu et al, 2005; Schwach et gl2005).

En plantas, el silenciamiento inducido en una célula puede moverse célula a célula
y a largas distancias alcanzando tejidos distales. Asi, si la sefal de silenciamiento se
propaga de un modo mas rapido del que lo hace el virus, los tejidos distales estaran
alertados y de este modo tendran la capacidad de resistir a la invasion viral (Ding y
Voinnet, 2007). El silenciamiento sistémico, cuya amplificacion esta mediada por
RDR®6, juega un papel muy importante en defensa antiviral, ya que previene la invasion
viral del meristemo (Schwaclket al., 2005). Esta exclusion del meristemo es
especialmente importante en defensa antiviral, ya que puede facilitar tanto la

recuperacion de la planta como prevenir la transmision por semillas.
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2.4. Supresion viral del silenciamiento

2.4.1. Caracteristicas generales

Para contrarrestar el silenciamiento por RNA, los virus han evolucionado
codificando en su genoma proteinas supresoras del silenciamiento. El primer supresor
de silenciamiento viral descrito fue la proteina HCPro de potyvirus (Anandala&shmi
al., 1998; Brignetket al., 1998; Kasschau y Carrington, 1998). Desde entonces distintas
aproximaciones han permitido identificar un gran nimero de supresores virales (Tabla
1). Asi, se ha propuesto que los virus de plantas codifican en su genoma al menos un
supresor del silenciamiento, aunque en algunos casos codifican mas de uno como ocurre
en los género€losterovirus, Crinivirus y Begomovirus (Diaz-Pendon y Ding, 2008;
Csorbaet al., 2015). Los supresores del silenciamiento, incluso dentro de la misma
familia o grupo viral, son muy diversos tanto en secuencia como en estructura. Esta alta
diversidad sugiere que han evolucionado de manera independiente y que son el
resultado de recientes procesos evolutivos (Ding y Voinnet, 2007). Muchas de estas
proteinas supresoras son multifuncionales, es decir ademas de cumplir con las funciones
del ciclo viral, interfieren con la ruta de silenciamiento del huésped (Voinnet, 2005),
aungue también han sido descritas proteinas supresoras cuya Unica funcion es la
supresion del silenciamiento. Los mecanismos de accion de los supresores son tan
diversos que pueden interferir con cualquier etapa de la ruta de silenciamiento. Asi
mismo, cada vez existen mas casos en que se describe que un mismo supresor viral es
capaz de interferir en distintas etapas de la ruta de silenciamiento, acentuando de este
modo la efectividad de la supresién. Otra estrategia usada por los virus de planta para
suprimir de un modo mas efectivo el silenciamiento por RNA es, como hemos
comentado mas arriba, la produccion de varias proteinas supresoras que podrian actuar
en distintos puntos de la ruta de silenciamiento complementdndose entre si. Esta Ultima
estrategia es la adoptada por el virus objeto de este estudio, el crinivirus (género
Crinivirus, familia Closteroviridae) Tomato chlorosis virus (ToCV) (Cafizarest al.,

2008).
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2.4.2. Mecanismos moleculares de supresion del silenciamiento

Los detalles de los mecanismos moleculares subyacentes a la actividad
especifica de los supresores virales se conocen en muy pocos casos. En general,
contrarrestan el silenciamiento actuando sobre moléculas de RNA relacionadas con la

ruta o interaccionando con los componentes proteicos de ésta (Tabla 1).
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Tabla 1. Los supresores mas representativos codificados por virus de ssRNA de plantas

Movimiento a larga distancig

Guilley et al., 2009; Andikeet al.,

p14 del virus Desconocido 2012; Chibaet al., 2013
BNYVV
Benyviridae Benyvirus p31 Transmision por vectores | Desconocido Rahimet al., 2007
BSBMV pl4 Desconocida Desconocido Chibaet al., 2013
BdMoV p13 Desconocida Desconocido Sgi"zey slel 20, cndlleste
Li etal., 1999; Ji y Ding, 2001;
i . . Zhanget al., 2006; Goteet al.,
union a sIRNAs y mIRNAS{ 5047 "piaz-pendoet al., 2007;
e p union a AGO1 y AGO4, .
Especificidad de huésped, represion de la expresion d Lewseyet al., 2007; Ahret al.,
CMV 2b movimiento, interacciona co ACEOl or induccign 2010; Inabat al., 2011; Ziebelkt
Catalasa 3 en tejidos (Bl - al., 2011; Gonzaleet al., 2012;
. transcripcional de miR168, X
infectados ion de | A Duanet al., 2012; Hamerat al.,
Cucumovirus epTesion e ' EXpresion 4 2012; Fenget al., 2013; Varallyay
AGOs y DCL1 ’ .. !
SremaieEe y Havelda, 2013; Nemes al .,
2014
Unioén a siRNAs, represion
TAV b Especificidad de huésped, | de la expresion de RDR6, | Chenet al., 2008; Zhangt al.,
movimiento inhibicion de la génesis de| 2008; Asaoka et al., 2010
siRNAs 5' secundarios
; n Suprime el silenciamiento :
Ilarvirus AV-2 2b Desconocida I ——— Shimuraet al., 2013
Unién a dsRNAs de tamari . .
TSWV NSs Factor de avirulencia largo, unién a siRNAs y gg?zgglelectigt.éfo;g,lihaet el
Bunyaviridae Tospovirus miRNAs ) [N -
GBNV NSs Desconocida Desconocido Goswamiet al., 2012
BYSV p22 Desconocida Desconocido Reedet al., 2003
Unién a siRNAs y miRNAs| Reedet al., 2003; Chapmad al.,
BYV p21 Desconocida bloguea la metilacion 2004; Méraiet al., 2006; Yuet al.,
mediada por HEN1 2006; Lakatost al., 2006
p20 Desconocida Supnme €l sﬂgnmamnento Lu et al., 2004
intracelular e intercelular
Closterovirus Controla la acumulacién
23 asimétrica de cadenas de | Suprime el silenciamiento | Lu et al., 2004; Ruiz-Ruizt al.,
CTv P polaridad positiva y negativd intracelular 2013
del RNA viral
CP Proteina de la capsida SIS & SEMEETIEN Lu et al., 2004.
intercelular
GLRaV-2 | p24 Desconocida Desconocido Chibaet al., 2006.
. n Interfiere en la ruta de los | Gouveia y Nolasco, 2012; Gouveg
Cloderoviridee Ampelovirus | GLRaV-3 | p19.7 Desconocida SIRNAS y MiRNAS etal., 2012
CYSDV p25 Desconocida U aonas abz_ajo P Katayaet al., 2009
generacion de siRNAs
p22 Desconocida Supnme &) EllaE R e Kreuzeet al., 2005
SPCSV intracelular
. L Kreuzeet al., 2005; Cuellaet al.,
RNasalll Desconocida Degrada dsRNA# vitro 2009: Weinheimeet al., 2015
Co_ntr’olg £\ EEIRL el Unién a dsRNAs de tamafi| Cafizarest al., 2008; Landeo-
. asimétrica de cadenas de % ; p
Crinivirus p22 - L .| largo, blogueando la accié] Rioset al., 2016; Landeo-Riost
polaridad positiva y hegativa . ) :
- de corte de Dicer al., sin publicar
del RNA1 viral
ToCV
cp Proteina de la capsida, Desconocido Cafiizarest al., 2008; Cafiizarest
interacciona con SAHH al., 2013
CPm Proteina de la capsida men{ Desconocido Cafiizarest al., 2008
LCV p23 Desconocida Desconocido Kubota y Ng, sin publicar
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Suprime el silenciamiento §

SPCFV NaBp Desconocida . S Denget al., 2015
nivel local y sistémico
CVB pl2 Factor de transcripcion Desconocido Lukhovitskayaet al., 2014
Carlavirus — | silenciamient
. uprime el silenciamiento
SR Leseicait nivel local y sistémico
PVM Senshuet al., 2011
TGBp1 Movimiento S'upnnje Iel gllenmamlento
nivel sistémico
Suprime el silenciamiento R
PVX p25 Movimiento nivel sistémico, degrada Baynget al., 2005; Chietal.,
2010; Yaretal., 2012
AGO1
- Inhibe la sintesis del dsRN| Senshuet al., 2009; Okanet al.
PIAMV TGBp1 Movimiento : ’ ’ ’
El e dependiente de SGS3/RDH 2014
AV3 TGBp1 Movimiento Desconocido
Potexvirus | WelMV TGBp1l Movimiento Desconocido Senshet al., 2009
TVX TGBpl Movimiento Desconocido
TeBp1 | Movimiento, interacciona | noo0nocido Mathioudakiset al., 2013, 2014
con Catalasa 1 en tomate
PepMV
CP Proteina de la capsida Bloq_uea !a ;enal SEulies Mathioudakiset al., 2014
de silenciamiento
Trichovirus | ACLSV p50 Movimiento Bloq_uea !a S(_enal slulies Yaegashet al., 2007, 2008
de silenciamiento
Vitivirus GVA p10 Movimiento Unién a siRNAs gg(')%aa By AN, ACTEE |
Suprime el silenciamiento .
PLRV pO Elicitor de HR nivel local y sistémico, ggiinﬂ 2L, 2z S,
desestabilizando a AGO1
Suprime el silenciamiento 3
CYDV pO Desconocida nivel local y sistémico Fusaroet al., 2012
desestabilizando a AGO1
Baumbergeet al., 2007;
BWYV pO Desconocida Desestabilizacion de AGO] Bortolamiolet al., 2007;
Hendelmaret al., 2013
BMYV p0O Desconocida S'uprlme & SIEnEEEE . Kozlowska-Makulskaet al., 2010.
nivel local
- Suprime el silenciamiento 4 Kozlowska-Makulskeet al., 2010;
Polerovirus TR el iy £ H nivel local Wanget al., 2014
Luteoviridae MABYV | pO Desconocida ST 6| SIEEETETIE v o ) ol
nivel local v
. Suprime el silenciamiento 3
SCYLV pO Desconocida nivel local y sistémico Mangwendeet al., 2009
Suprime el silenciamiento 3
CLRDV pO Desconocida e IOC?,I’ |nh|b¢ = Delfosseet al., 2014
generacion de siRNAs
secundarios
Inhibe la produccién de Pazhouhandeét al., 2006;
CABYV pO Elicitor de HR siRNAs secundarios, Bortolamiolet al., 2007; Wanggt
desestabiliza a AGO1 al., 2014
Suprime el silenciamiento
Enamovirus | PEMV-1 | pO Desconocida nivel local y sistémico, Fusaroet al., 2012

desestabilizando a AGO1
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Potyviridae

Transmision por pulgones,

Unién a siRNAs, bloqueo d
la metiltransferasa HEN1,
represion de la expresion d
AGOL1 por induccién
transcripcional de miR168,

Anandalakshmet al., 1998;
Kasschau y Carrington, 1998;
Llaveet al., 2000; Malloryet al.,
2001; Lakatost al., 2006; Mérai

=Y el movimiento, proteinasa blogueo de la biogénesis d| et al., 2006; Torres-Barcelet al.,
siRNAs primarios a través | 2008, 2010; Lozset al., 2008;
de la interaccion con el Endreset al., 2010; Varallyay y
factor de transcripcion Havelda, 2013
RAV2
— Represion de la expresion
Transmision por pulgones, | 4. "o npe ‘inhibicion de la | Zhanget al., 2008; Chengt al.,
SCMV HCPro movimiento, proteinasa, P . .
interaccién con ferredoxina] 96 d_e SRS ALY
secundarios
ZYMV HCPro Transmision por pulgones, | Unién a siRNAs, unién a | Shiboletchet al., 2007; Jamoust
movimiento, proteinasa HENZ1, inhibiciéon de HEN1| al., 2011
Interfiere en la biogénesis | Dunoyeret al., 2004; Chapmaa
TuMV HCPro Transmision por pulgones, | de los siRNAs, bloquea la | al., 2004; Kasschaet al., 2003;
Potyvirus movimiento, proteinasa metilacion mediada por Yu et al., 2006; Garcia-Ruiet al.,
HEN1 2010
Transmision por pulgones, .
PRSV HCPro movimiento, proteinasa, Union a sRNAs ggfzet SRR
interaccion con calreticulina
PVA HCPro Tran_sn_msmn el p_ulgones, Interaccién con HIP2 Haikonenet al., 2013b
movimiento, proteinasa
Transmision por pulgones,
Q&‘iggg;oég?ggifg; Brignetiet al., 1998; Cantet al.,
PVY HCPro . Y Unién a siRNAs 2002; Jinet al., 2007; Canizarest
relacionado con la division al. 2013
del cloroplasto NtMinD, o’
interaccion con SAHH
) Transmision por pulgones, 8 .
PPV HCPro-P1 movimiento, proteinasa Desconocido Valli et al., 2006
PVA VPg Tran_sn_msmn por p_ulgones, Interaccion con SGS3 Raj_amak! y Valkonen, 2009;
movimiento, proteinasa Rajamakiet al., 2014
SPMMV | P1 Proteinasa Unién a AGOL1 S CE AU SR IE
Ipomovirus
CVYV P1b Proteinasa Unién a siRNAs Valli etal., 2008; Valliet al., 2011
Transmision por pulgones, 8
AgMV HCPro movimiento, proteinasa Desconocido
Rymovirus
HoMV HCPro Transn_usmn e p_ulgones, Desconocido
movimiento, proteinasa
Younget al., 2012
ONMW P1 Proteinasa Desconocido
Tritimovirus
WSMV P1 Proteinasa Desconocido
TriMV P1 Proteinasa Desconocido
Poacevirus Tatineniet al., 2012
SCSMV P1 Proteinasa Desconocido
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Actla aguas abajo de la

Liu et al., 2004; Cafiizarest al.,

Comovirus | CPMV S-CP Proteina de la capsida generacion de SIRNAS 2004
Secoviridae
Nepovirus | TORSV CP Proteina de la capsida Idn;i\gg‘f o I Gl £EG Karran y Sanfacon, 2014
Unién a siRNAs, represion| Vargasoret al., 2003;
de la expresion de AGO1 | Koukiekoloaet al., 2007; Lozsat
. por induccién al., 2008; Chengt al., 2009; Xia
i3 R elEnt transcripcional de miR168,| et al., 2009; Rawling®t al., 2011;
interfiere en la generacion | Law et al., 2013; Varallyayet al.,
de siRNAs secundarios 2014
Voinnetet al., 1999; Omaroet
Union a SiRNAS al., 2006; Dunoyeet al., 2004; Ye
Movimiento, elicitor de HR, interferencia coﬁ la etal., 2003; Yuet al., 2006;
TBSV p19 interaccion con proteinas metilacion del extremo 3' d Chapmaret al., 2004; Angel y
Tombusvirus ALY MIRNAS Schoelz, 2013; Hsiedt al., 2009;
Parket al., 2004; Uhriget al.,
2004
Silhavyet al., 2002; Mérakt al.,
Represion de la expresion | 2006; Lakatot al., 2006;
CymRSV | p19 Movimiento de AGO1 por induccién Haveldaet al., 2005; Varallyayet
transcripcional de miR168 | al., 2010; Varallyay y Halveda,
2013
CNV p20 Desconocida Desconocido Haoet al., 2011
Unién a AGO1 y 2, union &
gz&g‘%%gﬁggrgzqg largo y Renet al., 2000; Thomast al.,
JBsh s . 2003; Quetal., 2003; Mérakt
Tombusviridae Proteina de la capsida, interaccion con el factor def ‘éi%?g:;;l’ Zggfc’)_‘llrggyeud;m(
TCV p38 elicitor de HR, interaccion | transcripcion RAV2, e ! .
Y, - .. |al., 2010; Zhangt al., 2012;
con TIP inhibicién de la metilaciéon 2 !
: : Vérallyay y Havelda, 2013; Zhu
de sRNASs, interferencia co X
DCL4, represion de la HE 201,3’ 2014~’ Dpnzﬂ £
2014; Pérez-Canamasy
expresion de AGOL1 por z
) . o Hernandez, 2015
) induccion transcripcional d
Carmovirus miR168
HCRSV |cP Proteina de la capsida ga‘m’g la acumulacion def 1o e a1 . 2006, 2008
PFVB CP Proteina de la capsida Unién a siRNAs g/loa})rgnez—Turlno Y IEMEEEE,
MNSV p7b Movimiento Desconocido Genovést al., 2006, 2011
MNSV p42 Proteina de la capsida Desconocido Genovést al., 2006
RCNMV | p27/p88 | Replicacion Incorporacion de DCL en & 1, ozt a1, 2005
complejo de replicacion
Dianthovirus
RCNMV MP Movimiento Desconocido Powerset al., 2008
Aureusvirus | PoLV pl4 Desconocida |Un|on B EERGAS 02 Méraiet al., 2005, 2006
argo y corto
No asignado | PLPV CP Proteina de la capsida Unién a sRNAs Pérez-Cafiamas y Hernandez, 2(
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Inhibe la metilacion del

Tymovirus | TYMV p69 Movimiento DNA, induce la expresion | Chenet al., 2004
- de miRNAs y DCL1
Tymoviridae
Marafivirus | MRFV CP Proteina de la capsida Desconocido Hammond y Hammond, 2013
SBWMV [ 19K Desconocida Desconocido Teetal., 2005
Furovirus
CWMV 19K Desconocida Desconocido Sunetal., 2013a, b
Pecluvirus | PCV p15 Desconocida Unién a siRNAs DUmoiETE! Ell, A0, 20045 M
etal., 2006
BSMV vB Desconocida Unién a siRNAs ;(gggaet B, 2O IR E,
Hordeivirus
PSLV vB Desconocida Desconocido Yelinaet al., 2002
Interfiere con la metilacién | Ding et al., 2004; ; Vogleet al.,
pl126 Replicacion de siRNAs mediada por 2007; Harriest al., 2008; Wanggt
HEN1 al., 2012
Vil’gaviridae TMV Union a siRNAS Yy
miRNAs, represion de la s
L iy Csorbaet al., 2007; Vérallyay y
pl22 Replicacion expresion de AGOL1 por
) . o Havelda, 2013
Tobamovirus mqlucmon transcripcional d
miR168
Interfiere con la metilacion
YoMV p126 Replicacion de siRNAs mediada por | Vogleret al., 2007; Huet al., 2011
HEN1
ToMV p130 Replicacion Unién a siRNAs Kubotaet al., 2003
Permite la entrada transitori Actda aguas abajo de la Martin-Hernandez y Baulcombe,
16K del virus al meristemo del - - 2008; Martinez-Priego et al2008;
huésped generacion de SRNAS | A ika e al., 2012
TRV
Tobravirus 29K Movimiento Desconocido Denget al., 2013
PepRSV | 12K Desconocida Desconocido Jaubertt al., 2011
pl Desconocida Suprlme_ eI'S|I_enC|am|ento Sarmientcet al., 2007
local y sistémico
CfMV
No asignada | Sobemovirus CP Proteina de la capsida Desconocido Olspertet al., 2010, 2014
Reduce la acumulacion de LeBarinEerel., 20
RYMV P1 Desconocida . Weinheimeret al., 2010; Gilletet
siRNAs de 21-24nt
al., 2013
RHBV NS3 Desconocida Unién a siRNAS y miRNAs| Hemmest al., 2007
. . . Unién a dsRNAs de tamafi| Xiong et al., 2009; Shemt al .,
No asignada Tenuivirus NS3 Desconocida largo y corto 2010
RSV
P2 Desconocida Interacciona con SGS3 Duetal., 2011
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Entre los distintos mecanismos de accién descritos para supresores virales de

silenciamiento encontramos:

Unién a dsRNA

Dado el papel clave que los dsRNAs juegan en la ruta de silenciamiento, es
esperable que cualquier mecanismo que impida su actuacion, comprometa la efectividad
de la misma. De este modo, uno de los mecanismos de accion mas comunes de los
supresores de silenciamiento es la union a dsRNAs (La&asbs 2006; Méraiet al.,
2006). Dependiendo de si se unen a dsRNAs de tamafo largo o de tamafo corto, se
afectaran distintas etapas de la ruta. Asi, si el supresor se une a dsRNAs de tamafio
largo, la enzima Dicer no podra acceder a su sustrato, y la digestion del mismo se vera
afectada. Por otra parte, la unién a dsRNAs pequefios (SiRNAs) puede impedir que éstos
se carguen al complejo RISC, inhibiendo por tanto esta etapa de la ruta. Entre el grupo
de supresores que unen dsRNAs de tamafo largo encontramos la proteina P14 del
aureusvirus (génerdureusvirus, familia Tombusviridae) Photos latent virus (PoLV), la
proteina P38 del carmovirus (géne@armovirus, familia Tombusviridae) Turnip
crinkle virus (TCV) (Mérai et al., 2006), y la proteina NSJel tospovirus (género
Tospovirus, familia Bunyaviridae) Tomato spotted wilt virus (Schnettleret al., 2010).
Estos supresores también son capaces de unir siRNAs, siendo ésta la estrategia mas
comunmente utilizada por las proteinas supresoras de silenciamiento de los virus de
plantas (Chapmagt al., 2004; Mérakt al., 2006; Csorbat al., 2007; Gotaet al., 2007;
Kurihara et al., 2007; Martinez-Turifio y Hernandez, 2009; Schnetieal., 2010).
Entre las evidencias experimentales que apoyan que esta unién a siRNAs interferiria
con su carga en el complejo RISC, encontramos las descritas para las proteinas p19 de
tombusvirus (géneroTombusvirus, familia Tombusviridae), p21 de closterovirus
(géneroClosterovirus, familia Closteroviridae), NS3 de tenuivirus (géneifienuivirus),
HCPro de potyvirus (génerBotyvirus, familia Potyviridae) y P122 de tobamovirus
(géneroTobamovirus, familia Virgaviridae) (Lakatoset al., 2006; Csorbat al., 2007;
Hemmeset al., 2007). Como consecuencia de la union del supresor a SiRNAs, se
interferiria en la metilacién de los mismos por parte de la enzima HEN1, afectandose asi
su estabilidad (Vogleret al., 2007; Csorbaet al., 2007; Lézsaet al., 2008).
Probablemente, el supresor mejor caracterizado entre los que unen siRNAs es la
proteina pl19 de tombusvirus (Silhaey al., 2002). Estudios cristalograficos han
mostrado que p19 forma un homodimero que selecciona especificamente siRNAs de 21
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y 22 nt de tamafo (Vargasenal., 2003; Yeet al., 2003). El secuestro de siRNAs por
parte de p19, bloguearia la formacién de complejos RISC activos (Lakatqs2006),

e interferiria en el movimiento sistémico de la sefal de silenciamiento (Dusi@fer

2010; Molnaret al., 2010). Una estrategia totalmente distinta a la unién a siRNAs,
aungue con el mismo resultado, es llevada a cabo por la proteina supresora RNasa |l
del crinivirus Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV). Asi, el corte de los siRNAs
virales de 21 a 24 nt en productos de 14 nt mediado por la actividad endonucleasa de la
proteina RNasa lll, hace que éstos sean inactivos no pudiendo ser incorporados en el
complejo RISC (Cuellagt al., 2009).

Interferencia con DCL

Los supresores virales que actien directamente inhibiendo la maquinaria
enziméatica implicada en el procesamiento de dsRNAs, actuaran afectando la eficiencia
de corte de DCL. Asi, el factor DRB4 (dsRNA binding protein 4), que se requiere para
el procesamiento de vsiRNAs mediado por DCL4, constituye la diana de varios
supresores virales que se unen a él, inhibiéndolo. Como consecuencia de la interaccion
con este factor auxiliar de DCL4, se inhibe la formacion de vsiRNAs de 21 nt (Hiraguri
et al., 2005; Delerigt al., 2006; Haa®t al., 2008; Quet al., 2008; Shivaprasaet al.,
2008). Otra estrategia que también resultaria en la interferencia de la accion de corte de
DCL, es la utilizada por el dianthovirus (gén@&tanthovirus, familia Tombusviridae)
Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV). Asi, la incorporacion de DCL en el
complejo de replicacién de RCNMV conduciria a su inhibicién (Takeda, @G05).

Interaccién con proteinas AGO

El bloqueo de complejos RISC funcionales puede llevarse a cabo por medio de
la unién directa a la unidad catalitica AGO (Zha&hgl., 2006), su desestabilizacion o
degradacion (Pazhouhandethal., 2006; Baumbergeat al., 2007; Bortolamiolet al.,
2007). La primera proteina supresora en la que se describié la union a AGO1 y AGO4
invivo fue la proteina 2b del cucumovirus (gén€cmumovirus, familia Bromoviridae)
Cucumber mosaic virus (CMV) (Zhanget al., 2006; Gonzalert al., 2010; Hamerat
al., 2012). Asi, el que la interaccién con AGOL resulte en la inhibicion de la actividad
de corte de AGO1 (Zhangt al., 2006), sugiere que podria estar implicada en la
prevencion de la amplificacion y dispersion de vsiRNAs (Zheireg., 2006; Gotoet
al., 2007). Por su parte, la interaccion con AGO4 que actua uniendo siRNAs de 24-nt de

origen enddégeno que participan en RdDM, reduciria el acceso de los siRNAs a su diana
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endogena, modulandose de este modo la transcripcion de genes del huésped en
beneficio del virus (Hameret al., 2012). Por otra parte, la proteina supresora PO de
polerovirus (géner®olerovirus, familia Luteoviridae), contiene un dominio tipo F-box,

tipico de factores celulares relacionados con la ubiquitinacion y la degradacion de
proteinas, que tiene como diana AGO1 y cuyo papel seria promover su degradacion
(Pazhouhande#t al., 2006; Baumbergest al., 2007; Bortolamiokt al., 2007; Csorba

et al., 2010). En el caso del nepovirus (géniepovirus, familia Secoviridae) Tomato

ringspot virus (TORSV), la proteina supresora CP se uniria a AGO1 promoviendo su
degradacion por autofagia (Karran y Sanfacon, 2014) y como consecuencia suprimiendo
su actividad inhibidora durante la traduccién. Por su parte, la proteina p25 del
potexvirus (géneroPotexvirus, familia Flexiviridae) PVX también interacciona
fisicamente con AGO (AGO1, 2, 3, y 4), promoviendo su degradacion a través de una
ruta dependiente del proteosoma (Céiwal., 2010). Estudios recientes han puesto de
manifiesto la existencia de un nuevo tipo de interaccion con AGO1l a través de
repeticiones aminoacidicas del tipo GW/WG (glicina/triptéfano). Este tipo de
repeticiones son tipicas de proteinas celulares que intervienen en el ensamblaje y/o
funcionamiento de los complejos RISC (Karlowskial., 2010), y los supresores que

las contienen pueden interferir por competencia en la formdeiaovo de RISC o en

su actividad (Azevedet al., 2010; Ginert al., 2010). Ademas de estos dos primeros
casos descritos para la proteina p38 del carmovirus TCV y la proteina P1 del
ipomovirus (génerdpomovirus, familia Potyviridae) Sweet potato mild mottle virus
(SPMMV), se ha descrito que esta estrategia es utilizada también por la proteina p37 del
carmovirusPelargonium line pattern virus (PLPV). En este caso, se ha demostrado que
estos dominios GW ademas de implicados en la union a AGO1, también lo estan en la
union a siRNAs, siendo esenciales ambas actividades para que p37 pueda ejercer su
actividad supresora (Pérez-Cafiamas y Hernandez, 2015). Resultados de este mismo
trabajo también muestran que los dominios GW/WG de TCV p38, aparte de implicados
en la interaccion con AGO1 son necesarios para que se mantengan sus propiedades de
union tanto a siRNAs como a dsRNAs de tamafio largo. Estos resultados sugieren que
ambas funciones podrian actuar de modo cooperativo; durante la interaccion del
supresor con AGO se incrementaria el secuestro de duplex de siRNAs, interfiriendo de

este modo con la actividad de RISC.
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Modulacion de la homeostasis de AGO1

Aunque recientemente descrito, este mecanismo de accién basado en la
modulacién de la expresion génica del huésped a nivel transcripcional, podria ser una
estrategia ubicua en las interacciones virus-planta. AGO1, como se ha comentado
anteriormente, es uno de los componentes mas importantes de la ruta de silenciamiento
implicado en defensa antiviral, cuya homeostasis depende de la expresién de miR168
(Rhoadeset al., 2002). Resultados recientes muestran que durante la infeccién por
tombusvirus se produce una induccion de la transcripcion de AGO1 como parte del
arsenal de respuestas antivirales de la planta. Para contrarrestar un mecanismo de
defensa basado en AGOL1, el supresor pl9 promueve la induccién transcripcional de
mMiR168, que resulta en la disminucion de los niveles de expresion de AGO1 (Varallyay
et al.,, 2010). Ademas de en la infeccion por tombusvirus, este fendmeno ha sido
observado en el caso de otras infecciones viralegt(Blu 2011; Varallyay y Havelda,
2013).

Interferencia en la amplificacion de siRNA secundarios

Las proteinas RDR del huésped, en especial RDR1 y RDR6, estan implicadas en
la amplificacion del silenciamiento y en la dispersion de la sefial sistémica del mismo
mediante la sintesis de vsiRNAs (Schwatlal., 2005). Por tanto, la supresion de la
actividad RDR puede constituir un punto clave donde actuar para el supresor, ya que
interfiriendo en la amplificacién del silenciamiento, la replicacion y dispersion viral se
verian favorecidas. Entre las proteinas supresoras que actlian en este punto encontramos
la proteina V2 del geminivirus (géneBegomovirus, familia Geminiviridae) Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV), que interacciona directamente con SGS3, el cofactor de
RDR6, bloqueando de este modo la amplificacion del silenciamiento (&liek,
2008). Estudiogn vitro realizados con este mismo supresor han mostrado que V2
compite con SGS3 por dsRNAs que contengan extremos 5° protuberantes, que podria
constituir un intermediario de RDR6/SGS3 en la amplificacion de vsiRNAs (Fukunaga
y Doudna, 2009; Kumakurat al., 2009). De igual modo, la proteina TGBpl de
potexvirus inhibe la sintesis de dsRNA dependiente de RDR6/SGS3 (@kaho
2014). También, el supresp€1, codificado por el DNA satélite d@mato yellow |eaf
curl China virus (TYLCCNV) interacciona con el supresor enddégeno rgsCaM, una
proteina celular relacionada con la calmodulina,Nerbenhamiana, reprimiendo la
expresion de RDR6 y por tanto la produccion de siRNAs secundariesdllj 2014).
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Ensayos de expresion transitoria Bnh benthamiana mostraron que los supresores
HCPro del potivirusSugarcane mosaic virus (SCMV) y 2b del cucumovirugomato

aspermy virus (TAV), estan implicados en la reduccion de los niveles de acumulacién
de mRNA de RDR6 (Zhangt al., 2008). Del mismo modo, el supresor Pns10 del
phytoreovirus (génerd’hytoreovirus, familia Reoviridae) Rice dwarf phytoreovirus

(RDV) reduce los niveles de expresion de RDR6, favoreciendo la invasion viral de los
apices (Remt al., 2010). También la proteina 2b de cucumovirus previene la dispersion
de la sefal de silenciamiento a larga distancia (Guo y Ding, 2002), inhibiendo la
produccion de siRNAs secundarios (Wagtgal., 2010). Vemos por tanto que una
actividad supresora centrada en RDR6, es una estrategia ampliamente utilizada por
distintos virus que bloquea de un modo efectivo el silenciamiento antiviral. Como
veremos mas adelante, esta estrategia también parece ser utilizada por el supresor objeto

de este estudio, la proteina p22 de ToCV.

Interaccidn con reguladores enddgenos de la ruta de silenciamiento

Algunos supresores modulan una respuesta defensiva por parte de la planta
basada en el silenciamiento por RNA, actuando sobre reguladores endégenos de la ruta
de silenciamiento. Entre ellos encontramos a la proteina AL2 de geminivirus que inhibe
a la enzima ADK (Adenosina kinase) (Wadgal., 2003), implicada en procesos de
metilacion. Ya que una parte de la respuesta defensiva contra estos virus implica la
metilacién de sus genomas, la inhibicion de ADK, indirectamente, conseguiria bloquear
el proceso de metilacion (Wamgal., 2005). Ya que para este grupo de virus de DNA
es muy importante evitar la metilacion de sus genomas, la interaccion e inhibicion de
otra enzima implicada en el ciclo de metilacion como SAHH (S-adenosyl homocysteine
hydrolase), seria el factor endégeno sobre el que actuaria el su@#gsardificado por
el DNA satélite deTomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV) (Yang €t al.,
2011). De manera interesante, la proteina de geminivirus mencionada en primer lugar,
AL2, también actua induciendo la expresion e interaccionando con la proteina celular
rgs-CaM (Chungt al., 2014). Otro ejemplo de factor enddégeno que parece ser diana de
diversos supresores no relacionados, es el factor transcripcional inducible por etileno
(RAV2) (Endreset al., 2010). En el caso ddPapaya ringspot virus (PRSV) la proteina
supresora HCPro interacciona con calreticulina modulando de este modo la respuesta
defensiva antiviral a través de la ruta de sefalizacién del calcio é5hlen2010). Por
su parte la proteina HCPro de los potyvirus Potato vir @¥XA), Potato virus Y (PVY)
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y Tobacco etch virus (TEV) interacciona con una proteina asociada al microtubulo
(HIP2), a través de su region altamente variable (HVR). Asi, mientras que la reduccion
de HIP2 estd asociada con una disminucion de los niveles de acumulacion viral,
mutaciones en el dominio HVR de HCPro provocan una induccion sistémica mediada
por etileno y acido jasmoénico de genes de defensa de la planta y necrosis (Hetikonen
al., 2013a,b).

2.4.3. Supresores virales como determinantes de patogenicidad. Sinergismo viral

El que un virus sea capaz de replicarse en un huésped, no necesariamente va
unido al hecho de que sea patogénico. La patogénesis tiene lugar cuando una infeccién
viral afecta a la fisiologia del huésped causando alteraciones en el desarrollo y otras
manifestaciones fenotipicas, que son consideradas como sintomas de la enfermedad
(Culver y Padmanabhan, 2007; Pallas y Garcia, 2011; Mandadi y Scholthof, 2013;
Garcia y Pallas, 2015). Como hemos visto, los virus, para infectar con éxito una planta,
deben hacer frente a una repuesta defensiva basada en el silenciamiento por RNA,
proceso que ademas de funcionar como defensa antiviral esta implicado en la regulacion
de diversos procesos celulares. Para ello, la estrategia mas comunmente utilizada es la
de codificar en su genoma proteinas supresoras del silenciamiento (Li y Ding, 2006).
Estos supresores, ademas de funcionar en defensa antiviral, pueden interferir en
procesos fisiologicos de la planta que dependen del silenciamiento por RNA, y esta
interferencia contribuir a la patogénesis. Asi, muchos supresores virales suelen ser
considerados como los principales determinantes de patogenicidad tanto en infecciones
simples como en infecciones mixtas sinérgicas.

Una de las rutas endogenas de silenciamiento por RNA en planta que mas
frecuentemente se ve afectada es la de los miRNAs. Como hemos visto, los miRNAs
regulan negativamente mMRNAs que codifican importantes factores reguladores
implicados en procesos de desarrollo, homeostasis de nutrientes y respuestas a estrés
(Pasquinelli y Ruvkun, 2002; Carrington y Ambros, 2003; Zhetred., 2010). Es por
tanto concebible que los supresores puedan ocasionar alteraciones en el desarrollo de
procesos, tales como la divisién celular, la formacion de hojas y el desarrollo de la flor,
mediante la interferencia en la expresion y la funcion de los miRNAs, y que estas
interferencias puedan resultar en el desarrollo de sintomas de enfermedad (Katsschau

al., 2003). De acuerdo con esto, plantas transgénicas que expresan proteinas supresoras
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de silenciamiento, a menudo muestran fenotipos similares a los sintomas virales
(Chapmanet al., 2004; Chellaparet al., 2005; Jayet al., 2011). Muchos de los
supresores de silenciamiento que actlan secuestrando vsiRNAs, pueden interferir en
estas rutas enddgenas inhibiendo su papel regulador. Como ejemplo encontramos el
caso del miRNA167 que resulta en la alteracion de la regulacion de su diana AUXIN
RESPONSE FACTOR 8, y que parece ser especialmente relevante, ya que es el
principal factor implicado en la alteracion del desarrollo causada por al menos tres
proteinas supresoras, HCPro de potyvirus, p19 de tombusvirus y pl5 de pecluvirus
(géneroPecluvirus, familiaVirgaviridae) (Jayet al., 2011). También los gené&sdel

tipo NBS-LRR estadn regulados negativamente por miRNAs para evitar que una
expresion incontrolada dispare reacciones autoinmunes deletéreas. Es posible, por tanto,
que la inactivacion de esos miRNAs por los supresores resulte en un aumento de los
niveles de expresion de los gefesausando sintomas de enfermedad como la necrosis
letal (Weberet al., 2004; Wanget al., 2012; Shivaprasadt al., 2012). La unién e
inactivacion de otros componentes de la ruta de silenciamiento como las proteinas
AGO, estrategia comunmente utilizada por las proteinas supresoras, puede también
producir alteraciones en el desarrollo, como es el caso de la proteina 2b de CMV (Zhang
et al., 2006) y de la proteina TGBpl del carlavirus (gén€ewmlavirus, familia
Flexiviridae) Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV) (Okanoet al., 2014).

Es importante remarcar que los supresores pueden producir efectos patogénicos
que no dependen directamente de su capacidad para suprimir el silenciamieeto (Du
al., 2014). Como ejemplo podemos citar, en el caso de geminivirus, el de la proteina
supresoraC1l codificada por el DNA satélite asociado con TYNCGy el de la
proteina C2 que actdan inhibiendo la ruta del acido jasmonico (#aah, 2008;
Lozano-Duraret al., 2011). Otros ejemplos de interaccion de supresores con factores
del huésped que pueden tener un impacto en patogénesis viral son los propuestos para la
interaccion de la proteina supresora p6 del caulimovirus (g€zefomovirus, familia
Caulimoviridae) Cauliflower mosaic virus (CaMV) con componentes implicados en la
ruta de sefalizacion del etileno (Getrial., 2004), el de la interaccion del supresor 2b
de CMV con una catalasa del huésped (Inetbal., 2011) o el de la interaccion del
supresor HCPro de PVA con la proteina asociada al microttibulo HIP2 (Haigtcaen
2013b). También, una funcion incorrecta del proteosoma como consecuencia de la

interaccion con el supresor HCPro podria considerarse como otro factor que contribuye
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al incremento de la patogenicidad asociado a la actividad de una proteina supresora
(Pachecet al., 2012).

Dada la importancia de la supresion del silenciamiento por RNA para la
supervivencia viral, es razonable considerar que los supresores virales podrian ser diana
de mecanismos de defensa alternativos que podrian causar importantes sintomas de
enfermedad (Pallas y Garcia, 2011; Wascpl., 2012; Garcia y Pallas, 2015). De
hecho, algunos supresores como la proteina p6 de CaMNicetiana cleveladii,

(Kiraly et al., 1999), la proteina p19 de TBSV (Céiwal., 2000) y 2b de TAV (L&t al.,

1999) en tabaco, o la proteina CP de TC\Aethaliana (Renet al., 2000), han sido
descritas como inductoras de respuestas necroéticas locales o sistémicas similares a las
mediadas por los gend® También la proteina HCPro de TEV induce una débil
respuesta especifica que estimula la resistencia de la planta frente a diversos patégenos
(Pruss et al., 2004). Aunque ninguna de estas respuestas es capaz de bloquear
completamente la infeccion viral, son capaces de condicionar el desarrollo de sintomas.

Ya que diferentes supresores de silenciamiento actian con mecanismos distintos
afectando a diversas etapas de la ruta de silenciamiento por RNA, no es sorprendente
que en infecciones donde virus de diferentes familias se mezclan se produzca una
acentuacion de la sintomatologia, pudiendo alcanzarse mayores niveles de acumulacion
viral que en infecciones individuales. Este fendbmeno es conocido como sinergismo
viral. La mayoria de los estudios de sinergismo viral implican a un virus del género
Potyvirus. Entre ellos, el caso mejor estudiado es el de la interaccion PVX-PVY en
Nicotiana tabacum, donde se produce tanto una acentuacién de la sintomatologia como
un incremento en los niveles de acumulacion de PVX (Venake, 1991; Prusst al.,

1997; Gonzélez-Jamt al., 2004). El incremento en la patogenicidad observado cuando

el supresor HCPro fue expresado a partir de un virus heterélogo, mostré que ésta era la
secuencia implicada en la interaccidén sinérgica (Petisa., 1997). Sin embargo,
cuando el huésped utilizado fike benthamiana no se observé un incremento en los
niveles de acumulacion de PVX en plantas co-infectadas con los potyvirus PVY, TEV o
Plum Pox virus (PPV), a pesar de los severos sintomas observados, donde la aparicion
de lesiones necrdticas sistémicas en hojas y tallos, acababa con la muerte de la planta
(Gonzélez-Jarat al., 2004, 2005). Asi, se ha sugerido que el sinergismo entre PVX 'y
potyvirus es dependiente de huésped (Gonzaleztlara2004). De hecho, un reciente
estudio en este mismo sistema, ha propuesto cual podria ser el mecanismo implicado en

esta interaccion sinérgica. De este modo se ha visto que la presencia del potyvirus,
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aungue no produce ningun efecto a nivel del RNA gendmico de PVX, ayuda a la
estabilizacion de los RNAs subgenémicos permitiendo que se alcance un nivel umbral
de expresion de la proteina p25 de PVX, que seria de este modo reconocida por un
posible gerR presente el. benthamiana. Este reconocimiento es el que dispararia la
respuesta que desencadenaria los sintomas observados de necrosis sistémicat (Aguilar
al., 2015). De modo general, en las multiples interacciones sinérgicas descritas en las
gue un potyvirus esta implicado, los niveles de acumulacién de potyvirus tales como
PVY, TEV, Tobacco vein mottling virus (TVMV), Zuchini yellow mosaic virus
(ZYMV), Pepper mottle virus (PepMoV) o Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), no se ven afectados, mientras que los del virus heter6logo aumentan (Vance
et al., 1995; Prusst al., 1997; Murphy y Bowen, 2006; Taiva al., 2007; Zengt al.,

2007; Fukuzawat al., 2010). La capacidad que tienen los virus de planta de causar
infecciones sinérgicas en diferentes cultivos, tiene implicaciones bioldgicas,
epidemioldgicas y econdmicas. El incremento de la multiplicacion de uno o ambos virus
implicados, puede alterar la gama de huéspedes o la tasa de transmisién por vectores
(Elena, 2011), con las impredecibles consecuencias que ello ocasionaria. Como ejemplo
encontramos el caso de la rotura de resistencia observada en plantas de tomate co-
infectadas con ToCV vy el tospovirlismato spotted wild virus (TSWV) (Garcia-Cano

et al., 2006), el de CMV en plantas de pepino co-infectadas con ZYMV (\&taglg

2004) y el de un namero de virus de batata simultdneamente infectada con el crinivirus
SPCSV (Karyeijeet al., 2000: Mukasat al., 2006; Untiverost al., 2007). A pesar de

las serias implicaciones biolégicas y epidemioldgicas que tienen estas interacciones

sinérgicas, los mecanismos moleculares implicados en las mismas apenas se conocen.

3. Familia Closteroviridae

3.1. Caracteristicas generales

La familia Closteroviridae comprende virus filamentosos con genomas de RNA
de cadena sencilla y polaridad positiva que presentan el mayor tamafio y complejidad
entre los virus de RNA de plantas. Los virus de esta familia estan limitados
principalmente a floema y solo en algunos casos pueden infectar el mesofilo y la
epidermis (Esau, 1960; Esau y Hoefert, 1971; Medinal., 1998, 1999; Karasev,

2000). Esta limitacion se ve reflejada en un bajo rendimiento en la purificacion viral, lo
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qgue unido al gran tamafio de su RNA y la incapacidad de la mayoria de ellos de ser
transmitidos mecanicamente, ha limitado y retrasado su estudio.

Los miembros de la familiaClosteroviridae son transmitidos de manera
semipersistente por insectos pertenecientes a tres familias del detptera:
Aphididae (pulgones),Aleyrodidae (moscas blancas) KPseudococcidae (cochinillas),
qgue determinan los tres géneros que hasta la fecha existen en esta familia.

Los virus de esta familia infectan a cultivos de gran importancia econémica como
citricos, remolacha, tomate, lechuga, patata, pimiento, batata, pifia, cerezo, etc., asi
como plantas ornamentales y silvestres. Entre los sintomas de las enfermedades
causadas por closterovirus se incluyen amarilleos, amoratamientos, aclaramiento de las
venas y en algunos casos reduccion del crecimiento y marchitamiento, que en ocasiones
puede dar lugar al colapso de la planta (Karasev, 2000).

Los viriones de los miembros de la famil@@osteroviridae son grandes y
flexuosos con un didmetro de 12 nm y una longitud de hasta 2000 nm
aproximadamente. Estdn compuestos por al menos cinco proteinas que se ensamblan
formando una estructura en “serpiente de cascabel’ con un largo “cuerpo” de
morfologia uniforme constituido por la proteina de la capsida (CP), y una “cola” corta y
segmentada integrada por la proteina menor de la capsida (CPm) como componente
principal y otras proteinas como componentes menores (Figura 5) (Bogkp1992;
Agranovsky et al., 1995; Febrest al., 1996; Tianet al., 1999; Karasev, 2000;
Peremyslowet al., 2004a; Satyanarayasial., 2004; Rubicet al., 2013). Los miembros
de esta familia, exceptuandoBeet yellow stunt virus, presentan genomas de gran
tamafio que varian entre los 15,5y 19,5 kb.
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Figura 5. Morfologia de los viriones dBeet yellows virus (BYV). A: Micrografia electrénica de dos
viriones de BYV. Las colas de los viriones sefialadas con flechas estdn marcadas mediante técnicas
inmunolégicas empleando un antisuero especifico de la proteina EEPimagen de la particula del

virion de BYV obtenida mediante microscopia de fuerza atomica. C y D: Reconstruccion tridimensional
de los extremos del virion obtenida por microscopia de fuerza atdmica (adaptado éedDopD03).

Actualmente existen tres géneros aceptados en la fattosteroviridae (Martelli
etal., 2012; Rubicet al., 2013):Ampelovirus, Closterovirus y Crinivirus, habiendo sido
propuesto un nuevo género llamadearivirus (Al Rwahnih et al., 2012). Las
caracteristicas mas importantes de cada uno de los géneros aceptados se describen a

continuacion.

GéneroClosterovirus. La mayoria de sus miembros presentan un genoma monopartito
de entre 15,5 y 19,3 kb y son transmitidos exclusivamente por pulgones. Entre los
miembros de este género encontran@igius tristeza virus (CTV), Beet yellow virus

(BYV), Beet yelow stunt virus (BYSV), Burdock yellows virus (BuYV), Carnation
necrotic fleck virus (CNFV), Carrot yellow leaf virus (CYLV), Grapevine leafroll-
associated virus 2 (GLRaV-2), Mint yellow leaf virus (MV-1), Wheat yellow leaf virus
(WYLV).

GéneroAmpelovirus. Presentan un genoma monopartito de entre 16,9 y 19,5 kb y son
transmitidos por cochinillas. Pertenecen a este género los @rapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3),
Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5), Grapevine leafroll-associated virus
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11 (GLRaV-11) (miembro provisional) ®ineapple mealybug wilt-associated virus 1
(PMWaV-1).

GéneroCrinivirus. Presentan un genoma bipartito de entre 15,3 y 19 kb dividido en dos
moléculas denominadas RNA1 y RNA2 que se encapsidan por separado. Existe un
miembro con genoma tripartitdotato yellow vein virus (PYVV) a cuya tercera
molécula se le llama RNA3. Son transmitidos por tres especies de mosca blanca:
Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum y Trialeurodes abutilonea. En el RNAL se
encuentran los genes que codifican las proteinas responsables de la replicacién, mientras
que en el RNA2 y en el RNA3 de PYVV, se encuentran los genes que codifican las
proteinas implicadas en el movimiento viral, la proteccion del genoma y la interaccion
virus-vector. En este género encontramos los viBean yellow disorder virus
(BnYDV), Beet pseudoyellows virus (BPYV), Blackberry yellow vein-associated virus
(BYVaV), Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Lettuce chlorosis virus

(LCV), Lettuce infectious yellows virus (LIYV), Potato yellow vein virus (PYVV),

Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), Srawberry pallidosis-associated virus
(SpaV),Diodia vein chlorosis virus (DVCV), Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV),

Tomato chlorosis virus (TOCV) y Tomato infectious chlorosis virus (TICV) (Rubio et

al., 2013).

3.2. Organizacion genomica

El hecho de tener uno de los genomas mas grandes de entre los virus de plantas
hace que los miembros de esta familia presenten una mayor complejidad estructural y
variacion genética. Aunque la organizacién genémica entre los géneros y especies de
esta familia es distinta, se distinguen en todos los casos dos bloques principales de
genes, uno donde se encuentran los genes implicados en la replicacion, y otro donde se
encuentran los genes implicados en el ensamblaje del virion, y por tanto en la
interaccion con el vector, y en el movimiento viral, denominado “Bloque de cinco
genes” (QGB) (Doljat al., 2006).

El bloque de genes implicados en la replicacion se localiza en la mitad 5" del
genoma de los miembros monopartitos (génélosterovirus y Ampelovirus), y en el
RNA1 de los miembros del génefrinivirus. El producto del ORF situado mas
cercano al extremo 5%, denominado ORF1la, codifica una poliproteina que posee los
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dominios proteasa (PRO), RNA metiltransferasa (MET) y RNA helicasa (HEL). La
RdRp esta codificada por el siguiente ORF, denominado ORF1b, y probablemente se
expresa mediante el desplazamiento de la pauta de lectura del ribosoma un nucleotido
(Agranovskyet al., 1994; Karaseet al., 1995). Asi, la traduccion de RNA gendmico
daria lugar a dos proteinas de gran tamafo, una que abarca los dominios MET-HEL vy
otra que incluiria ademas el dominio RdRp. Esta ultima de mayor tamafio se produce en
menor cantidad debido a la baja frecuencia del desplazamiento del ribosoma
(Agranovsky, 1996). EI modulo MET-HEL-RdRp esta conservado universalmente en
toda la superfamilia de virus en la que se incluyen los virus con genoma de R&IA
polaridad positiva (Koonin y Dolja, 1993; Dolja et a2006).

El bloque de cinco genes, caracteristico de los miembros de esta familia, se
localiza en la mitad 3° del genoma de los miembros monopartitos (géneros
Closterovirus y Ampelovirus) y en el RNA2 (y RNA3) de los miembros del género
Crinivirus. (Doljaet al., 2006). En este bloque se incluyen los genes que codifican una
proteina hidrofébica de unos 6-kDa (p6), una proteina homdloga a las de la familia
Hsp70 de eucariotas (Hsp70h), una proteina de unos 60-kDa (p60), la proteina menor de
la capsida (CPm) y la proteina de la capsida (CP). La proteina p6 posee un dominio
transmembrana, se localiza en el reticulo endoplasmatico y estaria implicada en las
funciones del movimiento célula a célula del virus (Alzhareta., 2000; Peremyslov
et al., 2004b). Ya que la proteina p6 no es necesaria para la replicacion o el ensamblaje
del virus, podria ser considerada una proteina convencional de movimiento (MP)
(Alzhanovaet al., 2001; Peremysloet al., 1998) (Figura 6). La proteina de la capsida
recubre aproximadamente el 95% del RNA viral, formando el cuerpo helicoidal de los
viriones filamentosos y flexuosos. La cola, que ocuparia el 5% restante, esta integrada
por las proteinas CPm, como componente principal, y p60 y Hsp70h, como
componentes menores. En el caso de BYV, la proteina p20 también forma parte de la
cola del virion (unida a Hsp70h) y es necesaria para el transporte sistémico del virus a
través del floema (Prokhnevskyal., 2002). En el caso de LIYV, la proteina CPm esta
implicada en el movimiento célula a célula, en la formacién de la cola de virion y en la
transmision de las particulas virales gottabaci (Tian et al., 1999; Alzhanovat al.,

2001, 2007). La proteina Hsp70h, cuyo origen es eucariota, es homéloga a las
chaperonas celulares de la familia de choque térmico Hsp70. En esta proteina se
distinguen dos regiones, una amino-terminal y otra carboxilo-terminal. En la primera de

ellas se encuentra un dominio ATPasa altamente conservado, mientras que la segunda
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presenta un dominio de union a sustrato con menor grado de conservacion (Agranovsky
et al., 1991; Boorsteirt al., 1994). Ambos dominios estan implicados en el ensamblaje
del virion (Alzhanoveet al., 2001, 2007). Esta proteina ejerce un papel fundamental en
la translocacion intracelular del viridbn anclandose a los plasmodesmos en asociacion
con el citoesqueleto de actina de la célula (Medinal., 1999; Prokhnevskyt al.,

2005). En BYV, la proteina Hsp70h actia de manera cooperativa con la proteina p64
(homéloga a p59 de crinivirus), que actuaria como cochaperona, para facilitar la
incorporacion de la proteina CPm e interviene en la definicién de la longitud apropiada
de la cola que encapsida aproximadamente unos 700 nt de la regién 5 terminal del
RNA gendmico, donde deben localizarse sefiales reconocidas por la proteina CPm
(Peremyslowet al. 2004a; Satyanarayamhal., 2004; Alzhanovat al., 2007). Se ha
propuesto que la cola del viridbn es un dispositivo que se originé y evoluciond para
facilitar el movimiento de los genomas de gran tamafio de los closterovirus, tanto célula
a célula como de manera sistémica (Alzhareiva., 2001; Prokhnevsksgt al., 2002,

2005; Dolja, 2003).

Figura 6: Representacion de la organizacién genémic®edht yellows virus (BYV). Los ORFs estan
representados como cajas indicando las proteinas codifcadas. PRO, dominio proteasa; MET, dominio
metiltransferasa; HEL, dominio helicasa; RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA; p6, proteina de
6kDa; Hsp70h, proteina homéloga de la familia Hsp70; p64, proteina de 64 kDa; CP, proteina de la
capsida, CPm, proteina de la capsida menor; p20, proteina implicada en el transporte sistémico; p21,
proteina supresora del silenciamiento por RNA. (adaptado dedalja2006).

A pesar de que este blogue de genes esta conservado en toda la familia, no ocurre
lo mismo con el orden de los distintos genes. En los géAampdovirus y Crinivirus,
el ORF CPm se situa en direccion 3" respecto al ORF CP, mientras que en el género
Closterovirus el orden es inverso y su tamafo es significativamente menor.

Ademas de las funciones ya descritas, los miembros de |la f@iuti@roviridae
codifican en sus genomas proteinas supresoras del silenciamiento génico. Estas
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proteinas en su mayoria se localizan en el extremo 3" del genoma de los miembros de
los géneros monopartitos y en el extremo 3" del RNA1 del genoma de los miembros de
los géneros con mas de una molécula de RNA (Figura 7). Asi, encontramos en el género
Closterovirus la proteina p21 de BYV (Reeatlal., 2003; Ye y Patel, 2005; Chiletal .,

2006), la proteina p22 de BYSV (Reedal., 2003), la proteina p24 de GLRaV-2
(Chiba et al, 2006) y las proteinas p20, p23 y CP de CTVdial., 2004), en el género
Ampelovirus la proteina p19.7 de GLRaV-3 (Gouveaiaal., 2012), y en el género
Crinivirus la proteina p25 de CYSDV (Kataghal., 2009), las proteinas p22 y RNasa

[l de SPCSV (Kreuzet al., 2005), las proteinas p22, CP y CPm de ToCV (Cafizares

et al., 2008) y la proteina p23 de LCV (Chen et @012, Kubota y Ng, sin publicar).
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Figura 7. Organizacion genémica de los miembros de los géneros de la f@osteroviridae, en los
cuales han sido descritos supresores de silenciamiento. BB&Y yellow stunt virus, BYV, Beet
yellows virus; GLRaV-2, Grapevine leafroll-associated virus-2K; CTV, Citrus tristeza virus, GLRaV-3,
Grapevine leafroll-associated virus-3K; CYSDV, Cucurbir chlorotic yellows virus; SPCSV Sweet potato
chlorotic stunt virus; ToCV, Tomato chlorosis virus, LCV, Lettuce chlorosis virus; LIYV, Lettuce
infectious yellows virus (adaptado de Doljet al., 2006).

Las secuencias de los extremos 5 y 3" no codificantes (untranslated regions,
UTRSs) contienen elementos reguladores que actuars,amplicados en el inicio de la
sintesis de las cadena negativas y positivas genomicas y de los RNAs subgenomicos.

También controlan el inicio de la traduccién, el ensamblaje del virion, la regulacion de
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la expresion génica, el movimiento dentro del huésped (Duggal, 1994; Buck,
1996; Turner y Buck, 1999; Miller y Koev, 2000; Dreher y Miller, 2006).

La region del extremo 3 -UTR esta implicada en el inicio de la replicacién del
RNA viral, conteniendo los motivos y estructuras implicados en distintas funciones
relacionadas con la sintesis de la cadena de polaridad negativa (Dreher, 1999). A
diferencia de otros virus de plantas, en el extremo 3" de los miembros de la familia
Closteroviridae no se han identificado estructuras similares a las presentes en mRNAs
eucariotas, como son las colas poli-A o plegamientos semejantes a los que adoptan los
RNAs transferentes. En el caso de CTV, esta region esta altamente conservada en todos
los genotipos caracterizados y se han identificado una serie de estructuras en horquilla
implicadas en la replicacion (Lopet al., 1998; Satyanarayareh al., 2002a). En la
mayoria de los crinivirus caracterizados se han descrito estructuras similares en el
extremo 3°-UTR consistentes en cuatro estructuras en horquilla y uno o dos
pseudonudos (Kreuzs al., 2002; Livieratost al., 2004; Lozano, 2007). Este extremo
estaria implicado, ademas de en el inicio de la sintesis de la cadena negativa, en la
estabilidad, ensamblaje y traduccidon del RNA (Dreher, 1999).

Aunque las secuencias de los extremos 5-UTR estan implicadas en distintos
procesos del ciclo viral, la informacién disponible sobre los elementos reguladores es
escasa. Por analogia con los elementos descritos en el extremo 3" de la cadena positiva,
las estructuras del extremo 3" de la cadena negativa (complementaria al extremo 5” de la
positiva) deben actuar como promotores de la sintesis de la cadena positivet @yan
1997; Sivakumaran y Kao, 1999; Nagy y Pogani, 2000; Panavas y Nagy, 2003; Panavas
et al., 2003). En CTV se ha demostrado la implicacion de las estructuras secundarias
predichas en este extremo en la replicacion y se ha sugerido que contengan sefiales para
el inicio del ensamblaje del virion (Gowedgal., 2003a; Lopez et al 1998).

3.3. Mecanismo de expresion génica

Los genomas de virus de RNA de cadena sencilla, lineal y polaridad positiva,
pueden ser utilizados directamente como mRNA y a su vez servir como moldes para la
sintesis de la cadena de polaridad negativa que se genera como intermediario durante la
replicacion viral. Los closterovirus utilizan principalmente tres mecanismos para regular
Su expresion geénica: i) procesamiento proteolitico para la expresion de la poliproteina

codificada por el ORFla, ii) desplazamiento de la pauta de lectura del ribosoma en un
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nucleodtido (4 ribosomal frameshift) para la expresion de la RdRp codificada por el
ORF1b, y iii) produccién de sgRNAs 3" co-terminales para la expresion de los genes
que se encuentran en la mitad 3" del genoma de closterovirus y ampelovirus o en el
RNA2 (y RNA3) de crinivirus (Doljeet al., 2006; Dolja, 2003). Esta combinacion tan
compleja de estrategias no se ha descrito en ningun otro grupo de virus de plantas
(Koonin y Dolja, 1993).

El ciclo de replicacion se inicia con la traduccién de los ORFs lay 1lba partir del
gRNA en dos poliptoteinas, una que contiene los dominios MET y HEL y otra que
posee ademas funcion RNA polimerasa dependiente de RNA (Agrareieskyl1994;
Karasev et al, 1995). A continuacion se sintetizar4 una cadena de RNA complementaria
de polaridad negativa que serd utilizada como molde para generar tanto las nuevas
moléculas de RNA de polaridad positiva que constituyen el genoma viral, como los
sgRNAs 3" co-terminales. En el caso de CTV se ha demostrado que la produccion de
los sgRNAs permite la regulacion de la expresién de cada gen de forma independiente,
tanto en tiempo como en cantidad (Navas-Casttlal., 1997). Ademas, se han
localizado en el RNA gendmico las secuencias reguladoras (elementos controladores)
de la expresion de cada sgRNA en posicién 5° con respecto a su inicio de transcripcion
(Gowda et al., 2001; Ayllén et al., 2003). Se ha propuesto que los elementos
controladores podrian funcionar como promotores internos durante la generaciéon de
cadenas de polaridad positiva, usando como molde el RNA genomico de polaridad
negativa y/o actuar como terminadores durante la sintesis de cadenas de polaridad
negativa del RNA gendmico. Ademas de las cadenas de polaridad positiva y negativa de
los sgRNAs 3" co-terminales, los elementos controladores correspondientes a cada uno
de los ORFs, genera un reducido set de sgRNAs 5" co-terminales de polaridad positiva
(Gowdaet al., 2001). En células infectadas con CTV, ademas de este set de RNAs se
han detectado RNAs de tamafo pequefio de cadena sencilla y polaridad dositiva (
molecular-weight tristeza, LMTSs), de alrededor de 850 (LMT1) y (LMT2) nucleétidos,
correspondientes al extremo 5° del RNA viral y cuya funcion biologica es desconocida
(Cheet al., 2001; Gowdat al., 2003b, 2009). Por tanto, como resultado del proceso de
replicacion, CTV produce una gran cantidad de especies de RNAs virales en la célula
infectada. La proporcién de cadenas positivas y negativas correspondientes al RNA total
(RNA genomico y sgRNASs) es aproximadamente de 40 o 50 a 1, estando dentro del
rango encontrado para la mayoria de virus de RNA de polaridad positiva

(Satyanarayanat al., 2002b). Sin embargo, durante la replicacion de CTV la
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proporcion de cadenas positivas y negativas de RNA genomico es solo de entre 10 y 20
veces mayor, un valor bajo comparado con las proporciones observadas durante la
replicacion de otros virus de RNA. Esta acumulacion asimétrica esta controlada por la
proteina p23 (Satyanarayadaal., 2002b). La expresion del genoma de CTV, donde
potencialmente se producen hasta 19 proteinas virales distintas, es similar a la descrita

para los coronavirus (Karasev et,d997).

3.4. Ciclo de infeccién de los closterovirus

La mayoria de los virus de esta familia son inoculados en planta mediante un
insecto vector (Karasev, 2000). El inicio del ciclo de replicacion requiere la
desencapsidacion de la particula viral, seguido de la traduccion del genoma viral. La
poliproteina traducida es procesada suministrando los componentes proteasa y replicasa
que formaran los complejos de replicacion asociados a las membranas del reticulo
endoplasmatico. A continuacion se sintetizara la cadena negativa del RNA gendémico
que sera utilizada para la sintesis tanto de las cadenas positivas del genoma como de los
sgRNAs, La produccion de sgRNAs esta regulada de un modo preciso para optimizar
los distintos eventos del ciclo de infeccion viral. Asi, los sgRNAs que codifican para
proteinas supresoras de silenciamiento génico son producidos tempranamente para
poder contrarrestar una respuesta defensiva por parte de la planta. La traduccion de los
genomas sintetizados resultara en la proliferacion de los complejos de replicacion e iran
acoplados al ensamblaje de los viriones al acumularse las proteinas estructurales (Dolja
et al., 2006). Los viriones realizan el movimiento célula a célula a través de los
plasmodesmos y el sistémico a través del floema. El movimiento de los viriones dentro
de la célula se realizaria gracias a la capacidad de la proteina Hsp70h, presente en la
cola, de interaccionar con los microfilamentos de actina y transportar a los viriones
hacia los plasmodesmos, de manera que este movimiento seria direccional, quedando
las colas insertadas en los canales de los plasmodesmos (Medaha 1999);
Prokhnevskyet al., 2005). Se ha propuesto que los viriones se desencapsidan al
atravesar estos canales, lo que permite que los ribosomas se unan a los extremos 5
desnudos al entrar en la nueva célula, comenzando asi inmediatamente el proceso de
traduccion (Dolja et al 2006).

El ciclo de expresion génica y replicacion, ensamblaje del virion y movimiento

célula a célula dura aproximadamente un dia (Blgh, 2006) y se repite hasta que la
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infeccidn alcanza las células acompafantes que tienen conexion a través de los
plasmodesmos con los elementos cribosos, lo que permite al virus ser transportado
gracias a la corriente del floema a largas distancias hasta llegar a los 6rgano sumidero
(tallos, hojas y raices). El establecimiento de la infeccion sistémica supone al menos dos
semanas para las especies que infectan plantas herbaceas y hasta varios meses para las
de huéspedes lefiosos (Dolja e 2006).

El secuestro masivo del reticulo endoplasmaético suele causar citotoxicidad, que se
manifiesta como aclaramiento de las venas, amarilleo y enrollado de las hojas, y
marchitamiento (Doljaet al., 2006). Los supresores de silenciamiento génico
codificados por el genoma viral también contribuyen al fenotipo de la enfermedad al
interferir con procesos del desarrollo de la planta (Dolja. e28106).

3.5. Escenario evolutivo de la familia Closteroviridae

Se ha postulado que la linea monofilética de los closterovirus desciende de un
virus vegetal perteneciente a la superfamilia de viruslyo genoma codificaba una
proteina con actividad replicasa tipica con los dominios MET-HEL-RdRp, una pequeia
proteina hidrofébica de movimiento y una uUnica proteina CP formadora de capsidas
filamentosas (Dolja&t al., 2006). Este progenitor dio lugar al Ultimo ancestro comun de
los closterovirus al adquirir varios genes nuevos, como el dominio PRO vy el tramo
situado entre los dominios HEL y MET. A su vez, la proteina Hsp70h pudo ser
incorporada mediante recombinacion con un RNA mensajero celular y la proteina p59
se originaria por duplicacion del gen CP. La co-evolucién de Hsp70h y p59 dio como
resultado a un prototipo de cola en el virion que favorecia el movimiento célula a célula
en este genoma expandido a partir del closterovirus ancestral. Ya que todos los
closterovirus son transmitidos por insectos, parece razonable pensar que el ancestro de
los closterovirus probablemente seria también transmitido por insectos. Las tres lineas
actuales de closterovirus evolucionaron por adaptacion a los distintos tipos de insectos
vectores (Karasev, 2000). Las proteinas CPm se originaron en este momento a partir de
la duplicacion y divergencia de la CP. El hecho de que el orden de los genes CP y CPm
sea diferente en el génetbosterovirus versus los génerdsmpelovirus y Crinivirus es
compatible con este escenario. Los dos ultimos géneros podrian haberse generado
independientemente a partir del ancestro coman de la familia. Alternativamente, los

crinivirus podrian haber evolucionado a partir de la divisibn en dos segmentos del
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genoma monopartito de un ampelovirus. EI mismo orden de los genes CP y CPm y el
mayor tamafo de la CPm en ampelovirus y crinivirus comparado con los closterovirus
son compatibles con este ultimo escenario. Seguidamente, se incorporaron algunos
genes adicionales especificos y conservados dentro de cada género. Un ejemplo es el del
gen que codifica la proteina p21 supresora de silenciamiento génico en los virus del
géneroClosterovirus. Otro ejemplo es el de los genes que codifican las proteinas p9 y
p26 en el génercrinivirus. EI géneroAmpelovirus es el que presenta la mayor
variacion genética dentro de la familia. Aunque los mdédulos de replicacion y de
ensamblaje y movimiento estan presentes en todos los miembros de este género, es
frecuente encontrar genes adicionales Unicos o cambios en el orden de los genes
(Theilmannet al., 2002). De igual manera, algunas de las especies virales adquirieron
nuevos genes unicos. Por ejemplo, los genes de CTV que codifican las proteinas p33,
pl8, p13 y p23 no tienen homologos en BYV o ningun otro miembro del género (Pappu
et al., 1994). Parece que la inusual plasticidad genética de los closterovirus, frente a la
mayor conservacion del genoma de virus de RNA mas pequefio, esta condicionada por
la expansion de su genoma, lo que les permite una mayor capacidad de adaptacion a
nuevos nichos, ya sean huéspedes, vectores o0 condiciones medioambientales

cambiantes.

3.6. Supresores del silenciamiento génico en la familia Closteroviridae

En los genomas de miembros de los tres géneros de la f@hodtaroviridae se
han identificado genes que codifican proteinas supresoras de silenciamiento (Figura 6).
Los miembros del géner@losterovirus BYV, BYSV y GLRaV-2 codifican en el
extremo 3" de sus genomas proteinas tipo p21 (p21-like) que presentan una actividad
supresora similar (Reed al., 2003; Chibaet al., 2006). En el caso de BYV, se ha
demostrado que la proteina supresora p21 une miRNAs y siRNAs de doble hebra
(Chapmaret al., 2004). EI mecanismo de accién de p21 seria similar al descrito para la
proteina supresora pl19 del tombusvifesnato bushy stunt virus (Silhavy y Burgyan,
2004); ambas proteinas secuestrarian SiRNAs y/o miRNAs previniendo su
incorporacion al complejo RISC. Ya que estos supresores no pueden discriminar entre
vsiRNAs y siRNAs y miRNAs enddgenos implicados en la regulacion del desarrollo de
la planta, la acumulacién de p21 y p19 induce anormalidades que se asemejan a los

sintomas de la infeccion viral (Chapmanal., 2004). CTV, miembro del género
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Closterovirus, codifica en el extremo 3" de su genoma hasta tres proteinas con actividad
supresora que presentan distintos mecanismos de accion, la p20, la CP y lagi23 (Lu
al., 2004). p23 aunque es un fuerte supresor a nivel intracelular, no es capaz de prevenir
el silenciamiento a nivel intercelular (Let al., 2004). El analisis de secuencia de la
proteina p23 muestra la existencia de una posible estructura en dedo de Zinc, que
ademds contiene el dominio de union a RNA de esta proteina (Ebpez2000). La
proteina p23 controla la acumulacion asimétrica de los RNAs de CTV, dando lugar a
una disminucién de los niveles de acumulacion de moléculas de RNA de polaridad
negativa, y facilitando indirectamente la expresion de los genes codificados en el
extremo 3" del genoma (Satyanarayanal., 2002b). Por otra parte, mientras que la
proteina CP es un fuerte supresor de silenciamiento a nivel intercelular, la proteina p20
suprime el silenciamiento tanto a nivel intracelular como intercelulaet(bl, 2004).

Por tanto vemos que, probablemente debido al largo tamafio y/o complejidad del
genoma, CTV ha desarrollado un complejo sistema de supresion de silenciamiento con
tres componentes que tienen como diana distintos puntos de la cascada de
silenciamiento (Dolja et a] 2006).

En el caso del génerdmpelovirus, se ha descrito funcion supresora del
silenciamiento para la proteina p19.7 de GLRaV-3, codificada en el extremo 3" del
genoma viral (Gouveiat al., 2012). p19.7 comparte algunas propiedades con las
proteinas supresoras tipo p21 de la fantiasteroviridae, tal como la habilidad de
suprimir el silenciamiento inducido por inductores fuertes (Reeatl, 2003; Chibaet
al., 2006). Sin embargo, al contrario de lo observado con la proteina p21 de BYV, la
presencia de pl9.7 esta asociada con una clara disminucién de los niveles de
acumulacion de siRNAs, lo que sugiere que actla antes o en el punto de accion de corte
mediado por Dicer. p19.7 también suprime el silenciamiento sistémico (Getiabia
2012). Estudios comparativos de la actividad supresora de variantes de la proteina p19.7
de aislados de GLRaV-3 provenientes de distintos grupos filogenéticos mostraron que la
actividad supresora diferia entre grupos. El analisis de las secuencias de p19.7 mostré
que estas diferencias en la actividad supresora podrian estar asociadas a ciertos cambios
aminoacidicos (Gouveia y Nolasco, 2012).

En el génerdCrinivirus, SPCSV dispone de un sistema unico de supresion del
silenciamiento, en el que dos proteinas independientes funcionan de forma cooperativa.
Estas dos proteinas, codificadas en el extremo 3" del RNAL1 viral, son una endonucleasa
especifica de RNA de doble hebra, la RNasa lll, y la proteina p22 (Keealze2005).
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Asi, aunque p22 suprime de un modo eficiente el silenciamiento inducido por RNA de
doble hebra, su accién supresora se ve incrementada de forma acusada en presencia de
RNasa Il (Kreuzeet al., 2005). La proteina RNasa lll es similar a las proteinas
homologas de planta y probablemente fue adquirida mediante un proceso de
recombinacién con los genes del huésped. Esta proteina, para ejercer su actividad
supresora requiere su actividad endonucleasa intacta (Ketealze2005; Cuellaet al.,

2009), llevando a cabo la degradacion de RNAs de doble hetiteo tanto de tamafio

largo como corto (Weinheimaat al., 2015). Curiosamente, trabajos posteriores a la
descripcion de la presencia de ambos supresores en SPCSV, mostraron que la mayoria
de los aislados de este virus carecian del gen que codifica la proteina p22 €éCalellar
2008). Este hecho parece indicar que la adquisicion del gen p22 probablemente ha sido
reciente. Los genomas de los crinivirus CYSDV y LCV también codifican proteinas con
actividad supresora en el extremo 3" del RNAL, las proteinas p25 y p23,
respectivamente (Katayet al., 2009; Chenet al., 2012). Asi, la proteina p25 de
CYSDV suprime el silenciamiento a nivel local inducido tanto por RNA de cadena
sencilla como doble, pero no es capaz de suprimir el movimiento de la sefal de
silenciamiento, mientras que la proteina p23 de LCV es muy eficiente suprimiendo la
sefal de silenciamiento sistémica pero muy débil como supresor a nivel local ataya

al., 2009; Chemt al., 2012). Por ultimo, el crinivirus ToCV, al igual que en el caso del
closterovirus CTV, ha adoptado la estrategia de codificar en su genoma hasta tres
proteinas con actividad supresora, siendo hasta el momento el Unico crinivirus en el que
se han descrito proteinas con actividad supresora en ambas moléculas de RNA
(Cafizarest al., 2008). Mientras que el extremo 3" del RNAL codifica una proteina
cuya funcién parece ser especificamente la de suprimir el silenciamiento, la proteina
p22, en el RNA2 funcionan como proteinas supresoras las proteinas estructurales CP y
CPm. Estudios con la proteina supresora CP, han mostrado que interacciona con la
proteina de la planta S-adenosil homocisteina hidrolasa (SAHH) (Cafigtasbs

2013), implicada en el ciclo de metilacién, aunque el papel de esta interaccion en
supresion de silenciamiento no es conocido. En el caso de p22, se ha descrito que
suprime de un modo muy eficiente el silenciamiento inducido tanto por RNA de cadena
sencilla como de cadena doble a nivel local, estando su presencia asociada a una
drastica reduccion en los niveles de acumulacion de sRNAs (Cafezale<2008). En

esta tesis se pretende profundizar en el conocimiento del mecanismo de accion de este

interesante supresor.
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4. Tomato chlorosis virus (ToCV)

4.1. Propiedades bioldgicas y modo de inoculacion

ToCV es el principal virus causante de la enfermedad del amarilleo del tomate.
Los sintomas causados por ToCV consisten en manchas cloréticas irregulares que
evolucionan hacia una clorosis internervial que aparece inicialmente en las hojas
inferiores y que posteriormente se extiende hacia la parte superior de la planta. A veces
aparecen manchas de color purpura y necrosis. Las hojas viejas se enrollan
longitudinalmente y adquieren textura quebradiza. La produccién puede verse
disminuida debido a la reduccion de la capacidad fotosintética de las plantas afectadas.
En ocasiones se observa una reduccion en el nimero y tamafio de los frutose{Wisler
al., 1998a), asi como aborto floral y falta de cuajado de frutos o retraso en la
maduracién y falta de coloraciébn adecuada de los mismos (L&ahg 2006b). El
sindrome de amarilleo causado por ToCV puede ser confundido con desérdenes
fisioldgicos o nutricionales e incluso con fitotoxicidad por pesticidas (Wetlat.,
1998b) (Figura 8).

Figura 8: Sintomas de amarilleo en plantas de tomate causadas por la infeccibompto chlorosis
virus. Planta de tomate infectada por amarilleo (derecha) junto a una planta asintomatica (izduierda) (
Amarillero en hojas de una planta de tomate infectBgla (

Ademas de tomate, ToCV infecta de manera natural otras especies de la familia
Solanaceae, como pimiento y patata (Lozaebal., 2004; Barbosa et g12010; Fortest
al., 2012; Fortes y Navas-Castillo, 2012; Freghaal., 2012), asi como algunas malas
hierbas de las familia€henopodiaceae y Compositae (Wintermantel y Wisler, 2006).
La gama de huéspedes experimentales de ToCV es mas amplia, comprendiendo mas de

30 especies pertenecientes a 13 familias, incluyendo algunos cultivos importantes,
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plantas ornamentales y malas hierbas (Moetisal., 2006; Trenadcet al., 2007,
Wintermantel y Wisler, 2006). Los sintomas producidos por ToCV varian dependiendo
del huésped pero normalmente consisten en un amarilleo internervial y sintomas
similares a los producidos en tomate (Wintermantel y Wisler, 2006).

ToCV se transmite de manera semipersistente por las especies de mosca blanca
B. tabaci, T. vaporariorum y T. abutilonea (Figura 9). En este tipo de transmision,
ToCV, que esta restringido al floema, seria adquirido durante la alimentacion y se
retendria en el canal alimenticio. En los procesos de ingestion-regurgitacion realizado
por la mosca blanca (Harris, 1996) el virus pasaria de nuevo a la planta para asi ser
transmitido. Aunque ToCV puede ser retenido en el vector durante dias, la capacidad de
transmision disminuye considerablemente tras los dos dias de adquisicion @Ns|er
1998a). Se han estudiado las caracteristicas de la interaccién de ToCV con las diferentes
moscas blancas y se ha visto que la eficiencia en la transmision asi como la persistencia
del virus en el vector varia segun el tipo de mosca (Wintermantel y Wisler, 2006).
Existe poca informacién acerca de los determinantes virales de los miembros de la
familia Closteroviridae implicados en la transmision por vectores. Los trabajos llevados
a cabo hasta el momento indican que la proteina CPm del crirlittuse infectious
yellows virus (LIYV) estaria implicada en el proceso de transmision (€iaal., 1999;
Stewartet al., 2010) y que la clave de la especificidad de vector podria estar en las
diferencias encontradas en la secuencia de esta proteina entre las distintas especies
virales. También se ha sugerido que la proteina CPm de los closteigngrys!lows
virus (BYV) y Citrus tristeza virus (CTV) estarian implicadas en la transmision por
pulgones (Agranovskst al., 1995; Febrest al., 1996).

Figura 9: Especies de mosca blan&emisia tabaci (A), Trialurodes vaporarirum (B) y T. abutiloneus
(©).

El hecho de que ToCV sea un virus limitado a floema y que no se pueda

transmitir de manera mecanica, ha hecho que la transmision de este virus se pudiera
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realizar unicamente mediante sus vectores naturales. El reciente desarrollo de clones
infecciosos de ToCV para inoculacion mediante agroinfiltracion (Gtikab., 2014), ha
mostrado ser una herramienta muy Uutil para obtener una infeccién eficiente. La
disponibilidad de esta herramienta ha sido crucial para llevar a cabo uno de los objetivos
de esta tesis, donde la creacion de un mutante de delecion de ToCV nos ha permitido
conocer el papel de la proteina objeto de este estudio, la p22, durante el ciclo de

infeccion viral.

4.2. Organizacion genémica

ToCV presenta un genoma bipartito, constituido por dos moléculas de RNA
lineales, de cadena sencilla y sentido positivo que se encapsidan por separado en
viriones largos y flexuosos, ambas necesarias para que el virus sea capaz de infectar
sistémicamente una planta. En la actualidad se han secuenciado los genomas completos
de cuatro aislados de Espafa (Lozanhal., 2006a, 2007; Villanueva, 2014), uno de
Estados Unidos (Wintermantetlal., 2005), uno de Grecia (Kataggal., 2008), uno de
Brasil (Albuquerquest al., 2013) y uno de China (Zha al., 2014). EI RNAL esta
constituido por 8594-8595 nt y como otros miembros del gér@nimivirus,
fundamentalmente codifica proteinas relacionadas con la replicacion viral, mientras que
en el RNA2 con 8242-8247 nt codifica proteinas involucradas en la proteccion del
genoma, movimiento viral, transmision y otras funciones todavia no identificadas.
Aunque ambos RNAs son necesarios para obtener una infeccion productiva en planta, el
RNAL1 puede replicarse independientemente. Por su parte, el RNA2 es completamente
dependiente de las proteinas codificadas en el RNAL para su replicacion.

El RNA1l esta formado por cuatro ORFs flanqueados por dos regiones no
traducidas (untranslated regionsUTRS) situados en los extremos 5° y 3" de la molécula
(Fig.). EI ORFla se traduce en una poliproteina que contiene los dominios proteasa
(PRO), metiltransferasa (MTR) y helicasa (HEL), conservados en todos los miembros
de la familiaClosteroviridae (Karasev, 2000). EIl ORF1b codifica la proteina RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp), que se traduce por desplazamiento del
ribosoma en un nucleétido durante la traduccidhf{ameshift). El ORF2 codifica una
proteina de 22 kDa, que ha sido descrita como un fuerte supresor del silenciamiento
génico (Canizarest al., 2008) y que no presenta similitud con ninguna otra proteina

disponible en GenBank. EI ORF3 codifica una proteina de 6 kDa que posee un dominio
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transmembrana similar a otras proteinas situadas en el extremo 3 de otros crinivirus,
cuya funcion es desconocida.

El RNA2 codifica nueve ORFs flanqueados por dos UTRs situados en los
extremos 5 y 3 de la molécula (Fig. 10). Este RNA incluye cuatro ORFs
caracteristicos de la famil@osteroviridae que estarian implicados en la proteccion del
genoma, movimiento viral e interaccion con el vector y son el ORF5, que codifica la
proteina Hsp70h; el ORF7, que codifica la proteina p59 y el ORF9 y ORF10 que
codifican las proteinas principal (CP) y menor (CPm) de la capsida, respectivamente,
siendo estas dos ultimas también supresoras de silenciamiento génico (Cafigares
2008). ElI ORF4, el primero del RNA2, codifica la proteina p4, rica en residuos
hidrofébicos que no presenta ninguna homologia de secuencia con otras proteinas
codificadas en el mismo ORF de otros crinivirus, ni con ninguna otra proteina
disponible en la base de datos. El ORF6 codifica la proteina p8 que presenta un tamafo,
posicidbn gendémica y secuencia similar a proteinas de otros miembros de este género
(Livieratoset al., 2004; Orilio y Navas-Castillo, 2009). El ORF8 codifica la proteina p9,
presente Unicamente en los miembros del gé@erivirus y se desconoce su funcion,
aungque presenta un alto grado de similitud en tamafio y posicion gendémica con
proteinas presentes en BnYDV, SPaV, CYSDV, BYVaV, CCYV, BPYV. El ORF11
codifica la proteina p27, que no presenta similitud significativa con ninguna proteina
codificada por las especies de los otro géneros de la familia @alja2006). EI| ORF
12 codifica la proteina p7, que también presenta un dominio transmembrana y no
presenta similitud significativa con ninguna proteina codificada por los genomas de
otros crinivirus, por lo que podria ser exclusiva de ToCV (Lozetnal., 2006a;
Wintermantel et al, 2005).

Los extremos 5°-UTR, tanto del RNA1 como del RNA2, estan constituidos por
301-303 y 238 nucledtidos respectivamente, con una identidad nucleotidica del 33%
entre ambos. Los seis primeros nucleétidos son idénticos en el RNA1 y RNA2,
fendmeno caracteristico tanto del gén@rmivirus como de otros grupos de virus con
genomas segmentados. La secuencia nucleotidica de los extremos 3"-UTR del RNA1 y
RNAZ2 estan constituidos por 176 y 212-218 nt respectivamente y presenta un alto grado
de conservacion (Lozare al., 2006a; Wintermantedt al., 2005), como sucede en la
mayoria de las especies del género, a excepcion de LIYV, en el que se ha propuesto que
sus extremos tengan alguna funcion distinta a la del resto de virus de este género
(Aguilar et al., 2003; Kiss et al, 2013) (Figura 10).
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Figura 10: Organizacién gendémica demato chlorosis virus (aislado AT80/99 de Espafia). Los marcos
abiertos de lectura (ORFs) se muestran como cajas por encima, debajo o sobre la linea que representa el
RNA genémico, dependiendo de la fase de lectura en la que se encuentren. Los motivos proteasa,
metiltransferasa y helicasa estan representados como PRO, MET y HEL respectivamente; la RNA
polimerasa dependiente de RNA estd representada como RdRp; la proteina Hsp70 homéloga esta
representada como Hsp70h y las proteinas de la capsida mayor y menor estan representadas como CP y
CPm respectivamente.

4.3. Diversidad genética de ToCV

La diversidad genética de poblaciones naturales de ToCV de distintas zonas de la
cuenca del Mediterraneo se ha dado a conocer mediante andlisis filogenéticos a partir de
la secuencia nucleotidica consenso de las regiones codificantes ORFla y ORF1b, y del
extremo 5-UTR del RNA1 de distintos aislados virales procedentes de tomate y
pimiento, asi como de las regiones gendémicas pertenecientes a los genes Hsp70h, CP y
CPm del RNA2 (Lozano, 2007). Este estudio mostré que la poblacion analizada de
ToCV era muy uniforme, aunque con cierto grado de estructuracion geografica.
Ademas, en este trabajo se puso de manifiesto la presencia de dos tipos de RNAL,
denominados | y Il, distinguibles por diferencias nucleotidicas y aminoacidicas en las
tres regiones genomicas analizadas del RNAL. Todos los aislados poseian, sin embargo,
un tipo de RNAZ2. Otro estudio sobre la variabilidad genética de poblaciones de ToCV
dentro de una planta huésped ha dado a conocer que presentan una estructura genética
heterogénea y compleja, similar a la descrita en cuasiespecies virales de RNA de
animales y plantas (Lozana al., 2009). Este estudio mostré que la frecuencia de
mutacion para la region RdRp, localizada en el RNA1 es mas alta que en las regiones
analizadas del RNA2. El hecho de que el RNAL sea el responsable de la replicacion de

ambas moléculas de RNA y ademas sea capaz de replicarse autbnomamente, lo que
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implica un mayor numero de replicaciones del RNA1, podria ser la razén del aumento
en la frecuencia de mutacion observado. Posteriormente, se realiz6 un estudio mas
extenso de la variabilidad genética existente en las regiones codificantes ORFla y
ORF1b, y del extremo 5-UTR del RNA1, donde se incluian una mayor coleccion de
aislados virales obtenidos de tomate y pimiento procedentes de cultivos comerciales de
las zonas productoras del sudeste peninsular espafiol (Murcia, Almeria y Malaga) y de
huéspedes alternativos corbatura stramonium, Solanum nigrum y patata (Fortes,

2010), donde se corrobor¢ la existencia de los dos tipos de variantes de RNA1 (Lozano
et al., 2009; Fortes, 2010). Por otra parte, un reciente estudio donde se ha determinado
la secuencia nucleotidica completa de cuatro nuevos aislados de ToCV provenientes de
Espafa y Brasil, ha mostrado la presencia de dos tipos de RNA2, denominados | y Il
(Villanueva, 2014), donde los aislados de origen espafol pertenecen al tipo I. Asi
también, en este trabajo se ha descrito que uno de los aislados espafioles presentaba un
RNAL tipo Il y un RNAZ2 tipo I, lo que parece indicar su origen pseudorrecombinante
(Villanueva, 2014).
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Objetivos

La infeccion por virus de plantas puede ir asociada al desarrollo de
enfermedades que pueden ocasionar una disminucion en el rendimiento y la calidad de
los cultivos. Un profundo conocimiento del virus y de como interacciona con su
huésped es esencial para poder disefar estrategias de control efectivas que minimicen el
dafio causado por el mismo. El objetivo general de este trabajo ha sido el estudio del
papel de una proteina viral esencial para poder contrarrestar una respuesta defensiva por
parte de la planta basada en el silenciamiento por RNA, la proteina supresora de
silenciamiento p22 del crinivirubomato chlorosis virus (TOCV). Este objetivo general
se ha abordado mediante los siguientes objetivos parciales que se corresponden con

cada uno de los capitulos en los que se ha estructurado esta tesis:

1. Estudio de la diversidad genética de la proteina p22 de aislados de ToCV
de tomate y pimiento, y andlisis de la actividad supresora de silenciamiento
de proteinas p22 pertenecientes a grupos filogenéticos distintos.

2. Estudio del mecanismo de accién de la proteina supresora de silenciamiento

p22de ToCV fuera de su contexto viral.

3. Estudio del papel de la proteina p22 en el proceso de infeccién viral
mediante la creacion de un mutante de deleciéon de ToCV, en plantas de
Nicotiana benthamiana tanto silvestres como defectivas para la expresion de
RDR6.

4. Estudio del efecto sinérgico de la expresiéon heteréloga de la proteina p22 de
ToCV a partir de los virus Tobacco rattle virug Potato virus X.
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Capitulo 1

Genetic diversity and silencing suppression activity of the p22 protein

of Tomato chlorosis virus isolates from tomato and sweet pepper

Yazmin M. Landeo-Rios, Jesus Navas-Castillo, Enrigue Moriones, M. Carmen
Canizares

Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea “La Mayora’- Universidad de
Méalaga - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IHSM-UMA-CSIC),
Estacion Experimental “La Mayora”, 29750 AlgarroBosta, Malaga, Spain.

Virus Genes 51, 283-289 (2015)

ABSTRACT

As for other bipartite criniviruses (genuSrinivirus, family Closteroviridae), the
genome ofTomato chlorosis virus encodes an RNA silencing suppressor, the protein
p22, in the 3 -proximal region of RNA1. This protein has been reported as having one
of the longest lasting local suppressor activities when transiently expredsiedtiana
benthamiana. Here, we examined the genetic diversity of the p22 gene in ToCV isolates
from tomato and sweet pepper. The p22 gene sequences clearly grouped into two
separated clades. However, functional analysis of both types of p22 proteins indicated
no evident differences in suppressor activity. Our findings provide experimental
evidence that the presence of a “strong” silencing suppressor is a conserved feature of

ToCV isolates.
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INTRODUCTION

RNA silencing is a conserved sequence specific RNA mediated mechanism of
gene regulation that also works as an antiviral defence [1]. It is induced by double-
stranded RNA (dsRNA) which is processed into small RNA species of 21-24
nucleotides [2] that serve as guides for cleavage of RNA molecules. Plant viruses
encode proteins that can act as silencing suppressors by operating at different steps of
the RNA silencing pathway to counteract this antiviral mechanism [3, 4]. The viral
suppressor proteins exhibit a great diversity in sequence, structure and mechanism of
action. Thus, while some plant viruses have delegated the suppressor functions to
replication, structural or transport proteins, other viruses encode dedicated suppressor
proteins without homologous relationship to any other viral or host proteins [5]. Most of
the viral RNA silencing suppressors identified so far also exhibit properties such as the
enhancement of virus accumulation and pathogenicity [6, 7]. Therefore, the study of
viral suppressors might be important to understand the mechanisms of viral infection.

Tomato chlorosis virus (ToCV, genusCrinivirus) is a member of the family
Closteroviridae, a family in which the largest RNA genomes among plant viruses are
found [5]. In this family, a high level of variability in gene content has been reported at
the 3"-proximal genomic region of the monopartite genomes of viruses from the genera
Closterovirus and Ampelovirus and at the 3"-end of RNAL of viruses from the mostly
bipartite genu<Crinivirus [5]. Interestingly, some of the genes located in the 3"-region
encode RNA silencing suppression proteins [8-13] that can be crucial for virus
pathogenicity [14]. The heterogeneity in this 3"-proximal region can be exemplified by
the crinivirusSweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), with isolates with or without
the p22 RNA silencing suppressor [15, 16].

The crinivirus ToCV is the causal agent of a “yellow leaf disorder” that affects
tomato Solanum lycopersicum L.) [17, 18] and sweet peppeCdpsicum annuum L.)

[19, 20], among others. ToCV is transmitted in nature by the whitefly (Hemiptera:
Aleyrodidae)Bemisia tabaci and has a bipartite single-stranded, positive-sense RNA
genome [17], in which the RNA1 encodes proteins involved in viral replication and the
RNA2 encodes proteins involved in encapsidation, movement, and host transmission.
As for other members of this complex family, ToCV adopts the strategy of encoding
multiple RNA silencing suppressors [12], the coat protein (CP) and minor coat protein
(CPm) in RNA2, and the p22 protein in RNAL1. Among them, the p22 protein exhibits
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no apparent homology to any other reported protein and it has been reported as having
one of the longest lasting local suppression activities when transiently expressed in
Nicotiana benthamiana plants [12]. This protein suppresses RNA silencing induced by
both sense and double-stranded (dsRNA) RNAs interfering with initial stages of RNA
silencing [12]. Interestingly, the p22 gene is located at the 3"-proximal genomic region
of RNAL, where, a high genetic variability has been reported for members of the family
[5].

Since the gene content and organization of the variable 3 -proximal genomic
region of the monopartite closterovirus and ampelovirus, and of the 3"-end of RNAL in
the bipartite crinivirus where the p22 silencing suppressor of ToCV is located, has
evolutionary implications [5, 15, 16, 21] we have undertaken a study to evaluate the
genetic diversity of this gene in ToCV populations. Scarce studies about the variability
of dedicated silencing suppressors are available and p22 is particularly interesting owe
to its long lasting silencing suppressor activity. ToCV isolates collected in Spain from
tomato and sweet pepper were analyzed showing that their p22 proteins grouped into
two differentiated phylogenetic clades. A comparative study of the suppressor activity

of p22 from both groups was carried out.

MATERIALS AND METHODS

Virus isolates

A total of 45 ToCV isolates were used for the phylogenetic analysis
(Supplementary Table 1). Thirty-nine of these isolates were obtained from commercial
crops of tomato and sweet pepper during the years 2006 to 2009 in southeastern Spain.
Additional p22 gene sequences from six ToCV isolates of various origins were retrieved

from Genbank and included in the present study (Supplementary Table 1).

RT-PCR amplification and sequencing

The amplification of the complete p22 genomic region was performed by reverse
transcription (AMV RT, Promega, Madison, WI, USA) with primer MA 401 (5'-
ACACCAACTAAACAGAACAATATG-3") and PCR amplification using a high-
fidelity DNA polymerase (Expand High Fidelity System, Roche, Germany) with
primers MA 1762 (5-ATGTGTTCATATGCAGCGTTG-3) and MA 1763 (5-
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TATATCTCTGGCTATACTATCC-3"), designed outside the p22 region on the isolate
AT80/99 RNA1l (GenBank accession number DQ983480) that recognize all ToCV
sequences available in databases. Direct sequencing of PCR products was done on an
ABI 3730 XL DNA analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) (Macrogen Inc.

Company, South Korea), using the above PCR primers.

Plasmid constructs

p22 type Il ToCV ORF was amplified from total RNA extracts of ToCV 2.5
isolate-infected tomato plants by reverse transcription with AMV RT (Promega,
Madison, WI, USA) and amplified by PCR with Expand High Fidelity (Roche,
Germany) with primers MA 569: 5-GAACCATGGATCTCACTGGTTGTTTGC-3’
and MA 570: 5’-AATAGATCTTATATATCACTCCCAAAGAAAAAC-3’ containing
Ncol andBglll restriction sites (underlined), and cloned in a vector under the control of
the 35S promoter as described for the generation of the p22 type | construct [12].
Plasmid 35S-GFP [22] and 35S-GF-IR [23] were provided by Dr. David C. Baulcombe
(University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom). The constructs were

transformed into Agrobacterium tumefacienstrain GV3101 by electroporation.

Agroinfiltration and fluorescence imaging

N. benthamiana plants were infiltrated with th@. tumefaciens strain GV3101
carrying the plasmids indicated as described by Voianalt [24] to express 35S-GFP
alone or in combination with 35S-GF-IR and 35S-p22-I or 35S-p22-Il. Co-infiltration
with the empty vector was used as a negative control. For co-infiltration, equal volumes
of individual A. tumefaciens cultures with optical density at 600 nm of 1, were mixed
prior to infiltration. Two leaves of eadd. benthamiana plant at the four- to six- leaf
growth stage were agroinfiltrated. Three plants were used per combination in two
replicated experiments. GFP fluorescence was observed under long-wavelength UV
light (Black Ray B 100AP, UV products, Upland, CA, USA) and photographed using a
Coolpix 8700 Nikon digital camera.

RNA analysis
RNA was extracted from leaf tissue using the method described by él@iis
[25]. For northern blot analysis of GFP mRNAs, total RNA aliquots (5 ug) for each

sample agroinfiltrated with the different combinations indicated above, were separated
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on a 1% formaldehyde agarose gels, transferred to nylon membranes and probed with a

digoxigenin-labelled specific probe for GFP as described previously [26].

Phylogenetic analysis

Nucleotide and amino acid sequence alignments were performed using the
CLUSTALX program [27]. The aligned sequences were used to construct the
phylogenetic trees by the neighbor-joining method and maximum parsimony available
in MEGA 5.0 program [28]. To estimate branch support, bootstrap values were
determined using 1000 bootstrap replicates.

RESULTS AND DISCUSSION

Genetic variability of the p22 gene sequences of ToCV isolates

The identities of the nucleotide and deduced amino acid sequences of p22 from
the 45 p22 ToCV isolates considered in this study ranged from 96.2% to 100% and
94.8% to 100%, respectively. These values were similar to the ones found in the genetic
variability studies of isolates of the crinivirus SPCSV for the p22 silencing suppressor
[16]. Analysis of the nucleotide alignment of the ToCV p22 sequences showed that 44
out of 582 positions were variable. Of these variable positions, 19 were parsimony
informative sites (the ones that account for phylogenetic clustering) and the rest are
singletons (substitutions present in only one sequence) (Supplementary Fig. 1). Nine out
of the 19 informative positions resulted in non-synonymous substitutions in p22 protein
(Figure 1). Interestingly, most of the parsimony informative changes were located in the
C-terminal third of the p22 protein sequence. These results support that a higher
restriction to sequence variation occurs in the N-terminal two thirds of the p22 protein.
This apparent restriction to variability was not observed for the p22 protein of SPCSV
isolates, where the variable positions were located through all the amino acid sequence
[16]. The alignment of the deduced p22 amino acid sequences of ToCV isolates
evidenced the existence of two major sequence types based on the informative positions
58, 63, 125, 133, 144, 167 and 180. Thus, these positions in one of the sequence types
exhibited the following composition, L-V-G-V-L-L-Y, and in the second type, M-A-S-
I-F-S-H, except for the Chinese isolate NJ in which the first of these residues
corresponds to a T (due to a singleton positioned next to the first informative nucleotide
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site). It is important to stress that the observed amino acid variation did not result in any
effect on the predicted secondary structure (Fig. 1), suggesting some restriction to
variation probably to maintain the function of the p22 protein. As shown in Figure 1, the
N-terminal two thirds of the p22 protein in which less variation was observed exhibited
a prevalence of alfa-helix foldings that might be essential for maintenance of the p22
suppression function. In fact, structural studies have shown that for some RNA
silencing suppressors that act by binding dsRNAs, the arrangement of different alfa-
helices forms the required binding surface for dsRNA recognition [29, 30]. Further
studies will be needed to study this aspect for the p22 of ToCV based on the results

obtained here.

Fig. 1 Alignment of the p22 protein amino acid (aa) sequencdsméto chlorosis virus isolates used in

this study. Consensus secondary structure prediction and amino acid sequence are shown on the top.
Sequences for p22 of isolates from Florida, Greece, Brazil and China available in databases (GenBank
accession numbers AY903447, EU284745, JQ952600, KC709509, KF018289, respectively) were also
included. Residues identical to the consensus sequence are indicated by dots. In the diagram of the
secondary structure regions that are predicted to comt@lixes (H) orB-sheets (BS), and random coil

(C) are indicated at the top. ToCV isolates from sweet pepper are highlighted with black boxes. The
numbers at the bottom of the alignments indicate the aa positions. The parsimony informative changes
that determine the existance of two major sequence types are indicated by arrows and boxed.
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Phylogenetic analyses of the p22 amino acid sequences deduced for the 45
ToCV isolates analyzed, clearly showed two separated clades that correlated with the
types | and Il grouping based on studies of RNA1 nucleotide sequences (Fig. 2 and
Supplementary Table 1) [31]. Equivalent tree type and clade grouping was obtained
either by neighbor joining or the maximum likelihood algorithm (not shown). Although
type Il clade includes the ToCV isolates available in databases, from Greece, Brazil,
Florida and China (Fig. 2), it should be highlighted that they were clearly separated
from the branch where the type Il isolates from Spain were located. In contrast to the
results obtained here, no significant clustering was deduced from phylogenetic analyses
of the p22 sequences of SPCSV isolates [16]. It should be noted that all the p22
sequences from pepper clustered in the type |, whereas those from tomato isolates were
included in both, type | or type Il clades. Future studies on possible restrictions caused
by p22 type Il in pepper will be conducted by using the ToCV infectious clone tool
recently developed [32].
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Fig. 2 Phylogenetic tree based on the p22 amino acid sequencBasmafo chlorosis virus isolates
considered in this study, constructed using the program MEGA 5.0 [26] and generated by the neighbor-
joining method. Bootstrap scores (1000 replicates) over 50% are shown at nodes. For each ToCV isolate
the host plant and geographic origin are indicated. For the geographic origin of the Spanish isolates a two
letters code was used (MA=Malaga, AL=Almeria, MU=Murcia). ToCV isolates from sweet pepper are
also highlighted with black boxes. The p22 sequences of isolates from Florida, Greece, Brazil and China
available in databases (GenBank accession numbers AY903447, EU284745, JQ952600, KC709509,

KF018289, respectively) were also included.

Silencing suppression activity of p22 proteins from the two phylogenetic groups
As two differentiated groups of p22 sequences were detected, we studied if some

functional diversity existed among both type of sequences. It was shown that point
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mutations in the sequence of a viral suppressor can result into dramatic effects in the
suppressor activity [33-37]. Therefore we compared the silencing suppressor activity of
one member of each of the two p22 proteins types deduced in this study. For p22 type I
protein, we randomly selected the one from the isolate 2.5 and as for p22 type | we used
the one from ToCV isolate AT80/99 already analyzed by Canizetred. (2008).
Comparison of the suppressor activities of both ToCV p22 protein types, was done by
means of a simultaneous co-infiltration assay, green fluorescence visualization and time
course sample analysis in the experimental Nosenthamiana. Thus,N. benthamiana

leaves were co-infiltrated with a mixture &f tumefaciens cultures, one expressing
35S-GFP and a second expressing the desired p22 also under the control of the 35S
promoter, using the co-infiltration of 35S-GFP with the empty pBIN19 vector as a
negative control. In contrast to tissues co-infiltrated with the empty vector in which
progressive decrease of green fluorescence was observed as consequence of RNA
silencing activation, maintenance of green fluorescence was observed in tissues co-
infiltrated with either p22 type-I (p22-1) or p22 type-Il (p22-11) expressing vector, even
until 25 dpi (see Fig. 3A, upper panel, for 7 days post infiltration [dpi]). Consistent with
these observations, northern blot analysis revealed very low GFP mRNA levels in
leaves co-infiltrated with 35S-GFP plus empty vector in contrast to the high levels of
GFP mRNA accumulation evident in leaves co-infiltrated with p22-1 and p22-li
expressing constructs (Fig. 3A, lower panel for 3, 5 and 7dpi). These results
demonstrated that both types of p22 showed a similar silencing suppression activity
when triggered by positive-sense RNA. Comparative analysis of the strength of p22
type | and type Il suppression activity was also performed when using as a strong
inducer of RNA silencing a dsRNA by means of co-infiltratiorNobenthamiana with

an A. tumefaciens culture harbouring an inverted repeat GFP construct (35S-GF-IR,
generating GFP dsRNA), another harbouring 35S-GFP (generating sense GFP RNA)
and then 35S-p22-1 or 35S-p22-11, using the empty vector as control. In contrast to the
decreased GFP fluorescence observed for co-infiltrations with the empty vector, clearly
increased fluorescence was observed in patches co-infiltrated with 35S-p22-1 or 35S-
p22-Il, either at 3, 5 and 7 dpi (Fig. 3B), which was maintained even at 25 dpi (Fig. 3C).
Northern blot analysis confirmed these results, with high accumulation of GFP mRNAs
at either 3, 5 and 7 dpi in leaves infiltrated with 35S-GFP + 35S-GF-IR and 35S-p22-I
or 35S-p22-11 (Fig. 3B, lower panel). By 25 dpi, although RNA extraction was difficult

due to the leaf senescence high levels of MRNA GFP accumulation were still evident in
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the co-infiltrations with 35S-p22-1 and 35S-p22-Il in contrast to the control with the
empty vector (Fig. 3C, lower panel). Therefore, even in the presence of a strong inducer
of RNA silencing like dsRNA, no significant difference in silencing suppressor activity
was shown by both type of p22 proteins, showing a similar lasting local suppression.
Thus, in contrast to other examples [33-37], the amino acid differences between the two
types of p22 sequences found in isolates present in nature did not result into a
differential suppression activity. Therefore, our results support a relevant role of p22
suppression function in ToCV isolates. Although a similar suppressor activity is
exhibited by counterparts of ToCV p22 gene by the members of the family
Closteroviridae Beet yellows virus, Beet yellow stunt virus, Citrus tristeza virus,
Grapevine leafroll-associated virus-2 and Grapevine leafroll-associated virus-3 [8-11,

13], the long lasting suppression activity in local agroinfiltration assays is unique for
ToCV p22.

Fig. 3 Suppression of RNA silencing by p22 type | and type Il proteins fi@mato chlorosis virus
isolates AT80/99 and 2.5, respectively, performed by usinggaobacterium tumefaciens co-infiltration
assay.A. Upper panel shows photographs taken under UV lightNofbenthamiana leaves at 7 days
postinfiltration (dpi) withA. tumefaciens harbouring 35S GFP either in combination with the empty
vector pBIN19 (vector) or with constructs expressing p22 type | (p22 1) or p22 type Il (p22 1). The lower
panel shows Northern blot analysis of GFP mRNA extracted from the zones infiltratedAwith
tumefaciens carrying the constructs indicated at 3, 5 and 7 dpi hybridized with a probe specific to GFP
mRNA. Ethidium bromide staining of rRNA was used as loading conBolUpper panel shows
photographs taken under UV light of. benthamiana leaves at 7 days postinfiltration (dpi) with
tumefaciens harbouring 35S GFP, 35S GF-IR either in combination with the empty vector pBIN19
(vector) or with constructs expressing p22 type | or p22 type Il. The lower panel shows Northern blot
analysis of GFP mRNA extracted from the zones infiltrated Wittumefaciens carrying the constructs
indicated, at 3, 5 and 7dpi hybridized with a probe specific to GFP mRNA. Ethidium bromide staining of
rRNA was used as loading contrd@. Upper panel shows photographs taken under UV lighil.of
benthamiana leaves at 25 dpi witlA. tumefaciens harbouring 35S GFP, 35S GF-IR in combination with
constructs expressing either p22 type | or p22 type Il. The lower panel shows Northern blot analysis of
GFP mRNA extracted from the zones infiltrated wkhtumefaciens carrying the constructs indicated at

25 dpi hybridized with a probe specific to GFP mRNA. Ethidium bromide staining of rRNA was used as
loading control.
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In summary, our findings provide experimental evidence that the presence of a
“strong” silencing suppressor at the 3’-end of the RNA1, the protein p22, is an
important and conserved feature for ToOCV isolates. Although the p22 sequences are
highly conserved, informative sites located mainly at the C-terminal part of the protein,
has allowed the differentiation of two phylogenetic groups, nhamed type | and type II.
However, both ToCV p22 type | and ToCV p22 type Il behave similarly as "strong”
RNA silencing suppressors, which could indicate that such activity is needed for the
lifecycle of ToCV. In agreement with this, although using a different experimental
approach, strong suppressor activity also was shown for the p22 suppressor of a ToCV
isolate from Greece [38] that, although grouped with the type Il isolates (Fig. 2), it was
fairly separated from the main clade of Spanish isolates.
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Supplementary Table 1.Tomato chlorosis virus isolates used for the analysis of p22 genetic diversity
with indication of the name, collection data and genetic type of their RNAL.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Geographical Type of Sequence

Isolate origin Year Host RNA1® accession no. Reference
AT4/07 Malaga, Spain 2007 Sweet pepper | KP668814 This study
AT248/06 Malaga, Spain 2006 Tomato Il KP668815 This study
AT133/08 Malaga, Spain 2008 Sweet pepper | KP668816 This study
AT264/06 Malaga, Spain 2006 Tomato Il KP668817 This study
AT2/09 Malaga, Spain 2009 Tomato | KP668818 This study
AT92/06  Almeria, Spain 2006 Tomato 1l KP668819 This study
AT103/09 Murcia, Spain 2009 Tomato ] KP668820 This study
AT52/09 Almeria, Spain 2009 Tomato 1l KP668821 This study
10B7 Malaga, Spain 2006 Sweet pepper | KP668822 This study
7/23 Malaga, Spain 2006 Sweet pepper | KP668823 This study
AT6/07 Malaga, Spain 2007 Sweet pepper | KP668824 This study
10B1 Malaga, Spain 2006 Sweet pepper | KP668825 This study
7/37 Malaga, Spain 2006 Sweet pepper | KP668826 This study
AT88/06  Almeria, Spain 2006 Sweet pepper | KP668827 This study
AT11/07 Malaga, Spain 2007 Sweet pepper | KP668828 This study
AT17/07  Malaga, Spain 2007 Sweet pepper | KP668829 This study
AT19/07 Malaga, Spain 2007 Sweet pepper | KP668830 This study
AT155/08 Malaga, Spain 2008 Sweet pepper | KP668831 This study
AT152/08 Malaga, Spain 2008 Sweet pepper | KP668832 This study
AT145/08 Malaga, Spain 2008 Sweet pepper | KP668833 This study
AT189/06 Malaga, Spain 2006 Tomato | KP668834 This study
AT126/06 Almeria, Spain 2006 Tomato | KP668835 This study
AT106/06 Almeria, Spain 2006 Tomato | KP668836 This study
AT158/06 Murcia, Spain 2006 Tomato | KP668837 This study
AT13/08 Malaga, Spain 2008 Tomato | KP668838 This study
AT66/08 Murcia, Spain 2008 Tomato | KP668839 This study
AT60/09  Almeria, Spain 2009 Tomato | KP668840 This study
AT136/06 Murcia, Spain 2006 Tomato | KP668841 This study
AT146/06 Murcia, Spain 2006 Tomato | KP668842 This study
AT89/06  Almeria, Spain 2006 Tomato 1l KP668843 This study
AT209/06 Malaga, Spain 2006 Tomato ] KP668844 This study
AT265/06 Malaga, Spain 2006 Tomato Il KP668845 This study
AT5/08 Malaga, Spain 2008 Tomato ] KP668846 This study
AT43/08  Almeria, Spain 2008 Tomato 1l KP668847 This study
AT74/08  Murcia, Spain 2008 Tomato ] KP668848 This study
AT18/09  Malaga, Spain 2009 Tomato Il KP668849 This study
AT44/09  Almeria, Spain 2009 Tomato ] KP668850 This study
AT89/09 Murcia, Spain 2009 Tomato Il KP668851 This study
2.5 Malaga, Spain 2010 Tomato ] KP979663 This study
AT80/99 Malaga, Spain 1999 Tomato | DQY983480 1
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Br-2 Brazil 2010 Tomato ] Q952600 2
Florida Florida 1996 Tomato Il AY903447 3
Gr-535 Greece 2007 Tomato ] EU284745 4
SDSG China 2012 Tomato Il KC709509 5
NJ China 2011 Tomato Il KF018280 6

®: types of RNA1 as previously reported by Lozahal. [7] and Fortest al., unpublished data.
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Supplementary Fig. 1Alignment of the nucleotide (nt) sequences of the p22 gene of thi®mé&o
chlorosis virus isolates considered in this study. Numbers on top and on the right of the alignment
indicate the nt position. The parsimony informative sites and singletons are indicated with grey shades.

* 20 * 40 * 60 * 80
AT106/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT146/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT126/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT136/06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT158/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT80/99 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT66/ 08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT189/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80

10B7 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGT TTIIAGAAGT @ 80
7123 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT4/ 07 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80

AT152/ 08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT60/ 09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT155/ 08 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
10B1 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAALT @ 80
7137 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT88/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT11/07 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT17/07 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT19/07 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT145/ 08 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT13/08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT2/ 09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT6/ 07 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGT AAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT133/ 08 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGAIIGTTTCAGAAGT @ 80
AT248/ 06 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT103/09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT264/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT92/ 06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT89/09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT89/06 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT52/09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT209/ 06 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT265/ 06 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT5/ 08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGT TTCAGAAGT @ 80
AT43/08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT74/ 08 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT18/ 09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCTTCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
AT44/09 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80

2.5 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGT AAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGT TTCAGAAGT @ 80
Florida : ATGGATCTCACTGGITGITTGCGTAAGCT TCGACAGTGTGATCGACTTCTTGAGAGCCTGGGTAATGACGTTTCAGAAGT @ 80
Br-2 : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGT TTCAGAAGT @ 80
SDSG : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACTTCTTGAGAGGCTGLGTAATGACGT TTCAGAAGT : 80
G -535 : ATGGATCTCACTGGTTGCTTGCGT AAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCEGGGIAATGECGTTTCAGAAGT @ 80
NJ : ATGGATCTCACTGGT TGCTTGCGTAAGCT TCGACAGT GTGATCGACT TCTTGAGAGGCTGGGTAATGACGT TTCAGAAGT @ 80
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AT106/ 06 :
AT146/ 06 :
AT126/ 06 :
AT136/ 06 :
AT158/ 06 :
AT80/ 99
AT66/ 08
AT189/ 06 :
10B7

7/ 23

AT4/ 07 :
AT152/08 :
AT60/09
AT155/08 :
10B1

7137

AT88/ 06
AT11/ 07
AT17/ 07
AT19/07
AT145/ 08 :
AT13/ 08
AT2/ 09
AT6/ 07 :
AT133/08 :
AT248/ 06 :
AT103/09 :
AT264/ 06 :
AT92/ 06
AT89/ 09
AT89/ 06
AT52/09
AT209/ 06 :
AT265/ 06 :
AT5/ 08
AT43/ 08
AT74/ 08
AT18/ 09
AT44/ 09
2.5

Fl orida
Br-2

SDSG

G -535

NJ

98

* 100 * 120
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATIEGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTIGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGT GT|

* 140 * 160

TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA :
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA

TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGT GTTCTGAGT GTTTGATGCTTTGT GAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -
TCATTTAAGAGCGATCTTAATTGATCTTGATGAGTGT TCTGAGTGTTTGATGCT TTGTGAGCAGGAGTATATCAGAGACA -

160

160

160

160

160

160

160
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AT106/ 06 :
AT146/ 06 :
AT126/ 06 :
AT136/06 :
AT158/ 06 :

AT80/ 99
AT66/ 08

AT189/06 :

10B7
7123
AT4/ 07

AT152/08 :

AT60/ 09

AT155/08 :

10B1
7/37
AT88/ 06
AT11/ 07
AT17/ 07
AT19/ 07

AT145/08 :

AT13/ 08
AT2/ 09
AT6/ 07

AT133/08 :
AT248/ 06 :
AT103/09 :
AT264/ 06 :

AT92/ 06
AT89/ 09
AT89/ 06
AT52/ 09

AT209/ 06 :
AT265/ 06 :

AT5/ 08
AT43/ 08
AT74/ 08
AT18/ 09
AT44/ 09
2.5

Fl orida
Br-2
SDSG

G -535
NJ

*

CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]
CGGACTGCCTT]

180
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTUTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG
TGTCATTTCTGITGG

* 200

CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT
CTGAAACACTATGAGAT

* 220 * 240

AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT :
AAATIETCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT :
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
AAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT :

CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCT GAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCT GAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCT GAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGCGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGCGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGCGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCT GAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGI TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT
CGGACTGCCTTATGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT -
CGGACTGCCTTAEGTCATTTCTGT TGGCGCTGAAACACTATGAGATTAAATTTCACATGGATATGT TGAATATGATTTAT

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
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Fl orida
Br-2

SDSG

G -535

NJ

100

* 260 * 280 * 300 * 320

GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCAAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCAAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCAAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTIIGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTCGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAEACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTTGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEALTTGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTTGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTTGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTTGAGT TGTG :
GACTTTAAACTGAAAACGT CCEAGT TGATTCAGGATGT TTTTAGAATTAAAGTAATCATCAGAGT GTATCTTGAGT TGTG :
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320
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TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]
TGAAAT]

* 340 *

GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT
GATCCACTTTT

360 *

GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACETTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG
GCTATGACTGAGGCTTGTCAAGACATTCTTGAG

380

GTGGTATTTTGAACATCGGTTTC,
GIGGTATTTTGAACATCGGITTC,
GIGGTATTTTGAACATCGGITTC,
GTGGTATTTTGAACATCGGTTTC,
GTGGTATTTTGAACATCGGTTTC,
GIGGTATTTTGAACATCGGITTC,
GIGGTATTTTGAACATCGGITTC,

GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT
GTGGTATTTTGAACAT

GGITTC
GGITTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC
GGTTTC

400

TCT :
TCT :
TCT :
TCT :
TCT :
TCT :
TCT :
TCT
TCT
TCT :
TCT :
TCT
TCT
TCT :
TCT :
TCT
TCT
TCT :
TCT :
TCT
TCT
TCT :
TCT :
TCT
TCT

TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCTTGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCTTGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCTTGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCECTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACT GAGGCT TGT CAAGACATTCTTGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -
TGAAATTGATCCACTTTTGGCTATGACTGAGGCT TGTCAAGACATTCT TGAGAGT GGTATTTTGAACATCGGT TTCATCT -

400

400

400
400

400
400
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CTTCAGCCCTCGGECA
CTTGCAGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGGECA
CTTCGGCCCTCGGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGEEC

CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGGCA
CTTCGGCCCTCGGECA
CTTCGGCCCTCGGECA

420 * 440 * 460 * 480

GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATIEGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTAIITAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
GAACCGAACATACTTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :

CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCTCGGGCITGAACCGAACATA!
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATA!
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATA

TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCGA
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGT CGTCATTGATGATCCA :
TTATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCGA
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATACT TATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA -
CTTCGGCCCT CGGGCAT GAACCGAACATACT TATCACAATATTGT CGATGGT CGATTTTACAGT CGTCATTGATGATCGA -
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATACT TATCACAATATTGT CGATGGT CGATTTTACAGT CGTCATTGATGATCGA -
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATACT TATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA -
CTTCGGCCCTCGGGCAT GAACCGAACATACT TATCACAATATTGTCGATGGTCGATTTTATAGTCGTCATTGATGATCCA -
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480
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480
480
480
480
480
480
480
480
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480
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CCACTGGTCTTTATCCCT TIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCT THIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATCCCT THIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATCCCT TIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCT TIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATCCCT THIAAAAAT EAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATCCCT THIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCECTGGTCTTTATACCTTHIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTHAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTHIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTHAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTHIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGI T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATACCTTIIAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCEGGTIIATTTTAGGTGGT TTGATAAGT T
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGI T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGT CAGGTCATTTTAGGTGGT TTGATAAGIT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -
CCACTGGTCTTTATCCCTTCAAAAATAAGGT TTGT TGGCGACAAGT TGGGGTCAGGTCATTTTAGGTGGTTTGATAAGT T -

560

560

560

560

560

560

560
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* 580

TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGATATATAA :
TTTCTTTGGGAGTGACATATAA :
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ABSTRACT

Viruses encode silencing suppressor proteins to counteract RNA silencing. Because
dsRNA plays a key role in silencing, a general silencing suppressor strategy is dsRNA
binding. The p22 suppressor of the plant vilimenato chlorosis virus (ToCV; genus
Crinivirus, family Closteroviridae) has been described as having one of the longest
lasting local suppressor activities. However, the mechanism of action of p22 has not
been characterized. Here, we show that ToCV p22 binds long dsRi\W\s0, thus
interfering with their processing into small RNAs (SRNAs) by an RNase llI-type Dicer
homologue enzyme. Additionally, we have studied whether a putative zinc finger motif
found in p22 has a role in dsRNA binding and suppressor function. The efficient ability
of p22 to suppress RNA silencing, triggered by hairpin transcripts transiently expressed
in planta, supports the relationship between its ability to bind dsRN&itro and its

ability to inhibit RNA silencing in vivo.
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INTRODUCTION

Post-transcriptional RNA silencing is a sequence-specific RNA-mediated gene
regulatory mechanism that also serves as an antiviral defense (Baulcombe, 2005). RNA
silencing is induced by double-stranded RNAs (dsRNAs) that, in the case of single-
stranded RNA (ssRNA) viruses, can be derived from highly structured regions in the
RNA genome or generated during the replication cycle (Szittgh, 2002; Molnaret
al., 2005). Subsequently, dsRNAs are processed by an RNase llI-type Dicer-like
enzyme (DCL) into double-stranded small RNAs (sRNAs) of 21 to 24 nucleotides
(Hamilton and Baulcombe, 1999) with 2 nt 3'-overhangs. Then, one strand of these
SRNAs is incorporated into an RNA-induced silencing complex (RISC) that serves as a
guide to initiate the sequence-specific degradation of target RNAs (Baulcombe, 2005).
This process is amplified by host-encoded RNA-dependent RNA polymerases (RDR)
that convert single-stranded RNA into dsRNA, which is subsequently processed by
DCL into secondary sRNAs. To counteract this antiviral mechanism, plant viruses
encode RNA silencing suppressor proteins (Voinnet, 2005), which are highly diverse in
sequence, structure, and activity within and across virus families. Thus, while some
viruses have delegated the suppressor functions to replication, structural or transport
proteins, other viruses encode dedicated suppressor proteins without homology to any
other viral or host protein (Dolje al., 2006). Viral silencing suppressors can ¢agi|
steps of RNA silencing, such as viral RNA recognition, dicing, RISC assembly, RNA
targeting, and amplification (Burgyan and Havelda, 2011). Because dsRNAs play a key
role in RNA silencing, viral suppressor proteins use dsRNA binding as a general
strategy of suppression (Mémial., 2006). The dsRNA-binding suppressors (dsRBSSs),
based on their specificity for dsSRNA size, can be broadly classified into two types: (i)
dsRBSs that preferentially bind long hairpin-derived or inverted repeat dsRNA,
preventing them from being processed into SRNAs by DCL, as shown for Pbtho$
latent virus (Mérai et al., 2005); and (ii) dsRBSs that bind sRNAs and/or sequester
them, preventing their incorporation into the RISC complex, as shown for the
tombusvirus P19 (Lakatos et.aP004).

Tomato chlorosis virus (ToCV; genusCrinivirus) belongs to the family
Closteroviridae, in which the largest RNA genomes among plant viruses are found
(Dolja et al., 2006). Closterovirus gene expression includes at least three different RNA

expression mechanisms: i) proteolytic processing, ii) translational frameshifting, and iii)
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formation of 3"-co-terminal subgenomic RNAs (sgRNAS), resembling the mechanism in
animal coronavirus (Karasest al., 1997). The replication process generates high
amounts of viral RNA species, such as dsRNA replicative intermediates that correspond
to the genomic RNA and sgRNAs (Héf al., 1995). ToCV is transmitted in nature by

the whitefly (Hemiptera: AleyrodidaeBemisia tabaci and has a bipartite single-
stranded, positive-sense RNA genome (Wisteal., 1998). As for other members of

the family Closteroviridae (Lu et al., 2004), ToCV adopts the strategy of encoding
multiple RNA silencing suppressors (Cafizageal., 2008). Thus, while ToCV RNA-2

has delegated its suppressor function to the structural proteins CP and CPm, RNA-1
encodes a dedicated suppressor protein at its 3"-proximal end, p22, which exhibits no
apparent homology to any other reported protein. It has been shown that p22 very
efficiently suppresses local RNA silencing, induced either by sense RNA or by dsRNA,
interfering with the initial stages of RNA silencing. Moreover, it has been reported that
p22 has one of the longest lasting local suppression activities when assayed in Nicotiana
benthamiana (Cafiizareset al., 2008), although its mechanism of action has not been
characterized.

Because the expression of viral proteins with suppressor activity seems to be
essential for virus multiplication and effective systemic infection of the host, the study
of the mechanism of action of these proteins will improve the understanding of the
foundations of plant-virus interactions. Here, we demonstrate that the ToCV p22
suppressor preferentially binds long dsRNisvitro, preventing them from being
cleaved by an RNase llI-type Dicer homologue enzyme. Additionally, we have assessed
whether a putative zinc finger domain located in the N-terminal part of the protein,
highly similar to the one found in the p23 suppressor, a protein that is uniQueus
tristeza virus (CTV) within closteroviruses, plays a role in both dsRNA binding and
suppression activity. Finally, the demonstration that the p22 protein suppresses
silencing triggered by hairpin transcripts transiently expressqaanta links thein
vitro long dsRNA binding capability of the protein to its ability to inhibit RNA

silencing invivo.
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MATERIALS AND METHODS

Plasmid construction

For gene expression, the ToCV p22 gene was PCR-amplified from plasmid
PGEM-T-p22 (Cafizarest al., 2008) using the Expand High Fidelity PCR system
(Roche Diagnostics) and primers MA 1287 and MA 1288 with specific restriction sites.
The PCR product was digested, purified and cloned Hstherichia coli expression
vector pET-28a(+) (Novagen), resulting in the pET28a-p22 construct, harboring the p22
gene fused to a sequence coding for a hexa-His tag. To generate thH2CpR2A
condruct, which lacked four amino acid residues including two cysteines located
between positions 39—42 (C-terminal region), amplification from plasmids pET28a-p22
and pBin35S-p22 (Canizaresal., 2008) was performed. Mutations were introduced by
PCR wusing the QuikChange 1l XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies) and the specific primers MA 1616 and MA 1617, generating pET28a-
p22A2Cys and pBIN35S-p222Cys.

The constructs pBIN35S-p22 and pETDuet.SAHH have been previously
described (Cafizarest al., 2008, 2013). The 35S-dsSAHH construct was kindly
provided by Dr. David M. Bisaro (The Ohio State University, Columbus, OH, USA),
and plasmids 35S-GFP and 35S-P19 were kindly provided by Dr. David C. Baulcombe
(University of Cambridge, Cambridge, United Kingdom).

Purification, analysis and quantification of p22 protein and its mutant from E. coli

Expression of His-tagged p22 and its mutant protein and of the negative control
protein SAHH were performed in thHe coli strain Rosetta 2 (DE3)pLysS (Novagen).
Expression was induced in the transformed bacteria with 0.4 mM isopfepyl
thiogalactopyranoside for 3 h at 28 °C, and the proteins were purified by
chromatography on nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) columns according to the
manufacturer’s recommendations (Qiagen). The purified proteins were analyzed and
guantified by 15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) after Coomassie brilliant blue staining.

Preparation of labeled nucleic acids
DIG-labeled dsRNAs of 562 and 100 base pairs (bp) were generatedibnyp
transcription withT7 RNA polymerase (Roche Diagnostics). Primers incorporating 5’-

end T7 RNA polymerase promoters into the PCR products were used to amplify two
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regions of 562 and 100 nucleotides (nt) of the pTOPO-GFP plasmid using either the
primer pair MA 1366 and MA 1337 or the pair MA 1336 and MA 1337 (Supplementary
Table 1), respectively, with the Expand High Fidelity PCR system (Roche Diagnostics).
To synthesize the labeled RNA, DIG-11-UTP (Roche Diagnostics) was included in the
transcription reaction. The small dsRNAs (sRNAs) were ordered as two complementary
21 nt oligonucleotides with a RNA 3-end overhang (MA1633. 5'-
ACUGGAGUUGUCCCAAUUCUU-3 and MA 1634: 5'-
GAAUUGGGACAACUCCAGUGA-3). The antisense oligonucleotide was also
prepared with a DIG molecule at the 3’-end. These small RNAs were synthesized by
Sigma-Aldrich. Duplex dsRNAs of 562 bp and 100 bp were obtained by annealing the
two complementary T7 transcripts produdeditro, and small RNA (SRNA) duplexes

were obtained by annealing the two complementary RNA oligonucleotides. In both
cases, to anneal complementary strands, reaction mixtures were incubated for 1 min at
95 °C and cooled to room temperature. For 562 or 100 nt sSRNA synthesis, the same
strategy was used but with the reverse primer MA1337b, containing the same GFP
sequence present in MA1337 but without the T7 promoter sequence (Supplementary
Table 1). The PCR products containing the T7 promoter sequence at only one of the
ends were used as a template iforvitro transcription. In all transcripts, the DNA
template was removed by treatment with DNase | (Invitrogen). Unincorporated
nucleotides were removed using NucAway Spin Columns (Ambion). For single- and
double-strand quantification, RNAs were analyzed in 5% acrylamide gel and stained
with ethidium bromide, where the different mobilities of both types of molecules could
be clearly observed.

DIG-labeled dsDNA of 562 nt was obtained by PCR using primers MA 1366b
and MA 1337b (Supplementary Table 1), which contained the same GFP sequence
present in primers MA1366 and MA1337 but without the T7 promoter sequence,
including DIG-11-dUTP in the reaction. The ssDNA was produced by boiling the
dsDNA for 5 min and quickly cooling it on ice. Labeled DNA was analyzed by
electrophoresis in 1% agarose gel/TBE buffer (89 mM Tris, 89 mM boric acid, 0.5 mM
EDTA) and stained with ethidium bromide.

Electrophoretic mobility shift assay
Labeled nucleic acids (~1 nM) were mixed with increasing amounts of His-
tagged p22 or its mutant in a 10 pl reaction containing binding buffer [20 mM Tris/HCI
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pH 7.5, 1 mM MgC{, 60 mM KCI, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 1% glycerol, 0.02%
Tween-20, 0.1% Bovine Serum Albumin and 8 U ribonuclease inhibitor RNaseOUT
(Invitrogen)]. The binding reaction was incubated at room temperature for 30 min and
resolved in a 1% agarose gel run in TBE buffer. The gel was vacuum-transferred
(Vacugene XL, GE Healthcare) onto positively charged nylon membranes (Roche
Diagnostics) for 3 h in SSC 10x buffer (1.5 M NaCl, 0.15 M sodium citrate, pH 7).
Samples were crosslinked under UV light (Ultraviolet Crosslinker RPN 2500,
Amersham). The membranes were treated with anti-digoxigenin antibody (Anti-
digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche Diagnostics) and detected with the alkaline
phosphatase chemiluminescent substrate (CDP-Star, Roche Diagnostics) according to
the manufacturer’s protocols. As a negative control, a non-related protein involved in
methylation reactions in plants, SAHH, fused to a His tag, was expressed and purified in

the same manner as p22 (Cafizares.gRél13).

RNase lll-mediated cleavage assay

The RNase lll-mediated cleavage assay was performed in 10 pl volumes
containing ~1 nM 562 bp dsRNA, 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 1 mM MgCI2, 60 mM KCl,
100 mM NaCl, 2 mM DTT, 1% glycerol, 0.02% Tween-20, 0.1% Bovine Serum
Albumin, 1 x RNase Il buffer, and different amounts of p22 or SAHH as a negative
control. Following 30 min of preincubation at room temperature to allow the test
proteins to bind to dsRNA, 1 U of RNase Il (Ambion) was added, and the reaction
mixtures were incubated at 37 °C for 1 h. The reaction products were resolved by
electrophoresis in 1% agarose gel/TBE buffer. As a marker lane, an unlabeled RNA
oligonucleotide 22 nt in length was run in parallel. The gel was stained with ethidium
bromide before transfer, and the marker lane was cut. Nucleic acids were vacuum-
transferred (Vacugene XL, GE Healthcare) to positively charged nylon membranes
(Roche Diagnostics) for 3 h in SSC 10x buffer (1.5 M NacCl, 0.15 M sodium citrate, pH
7) and crosslinked under UV light (Ultraviolet Crosslinker RPN 2500, Amersham).
Then, the membranes were treated with anti-digoxigenin antibody (Anti-digoxigenin-
AP, Fab fragments, Roche Diagnostics) and detected with the alkaline phosphatase
chemiluminescent substrate (CDP-Star, Roche Diagnostics) according to the

manufacturer’s protocols.
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Agroinfiltration, silencing suppression assays and fluorescence imaging

Wild-type N. benthamiana plants were grown in a chamber at 25 °C with a
photoperiod of 16 h of light and 8 h of darkness. Plants at the four- to six-leaf growth
stage were agroinfiltrated witA. tumefaciens strain GV3101 carrying the plasmids
indicated above, as described by Voineetal., (1998). For co-infiltration, theA.
tumefaciens cultures were adjusted to an optical density at 600 nm of 1 and mixed prior
to infiltration. For the identification of suppressor activity by visual inspection of GFP
fluorescence, the 35S-GFP construct was co-expressed with a construct expressing p22
and its mutant or empty vector. For the silencing assays triggered by hairpin transcripts,
the 35S-dsSAHH construct or empty vector was infiltrated alone or in combination with
constructs expressing the suppressor proteins P19 or p22. GFP fluorescence was
observed under long-wavelength UV light (Black Ray model B 100AP, UV products).

Pictures of GFP were taken using a Coolpix 8700 Nikon digital camera.

Northern blot analysis

RNA was extracted from agroinfiltrated leaf tissue as described by Baais
(1996). For the northern blot analysis of GFP mRNAs, total RNA aliquots (5 pg) from
each sample were separated in 1% formaldehyde agarose gels, transferred to nylon
membranes (Roche Diagnostics) and probed with DIG-labeled probes specific for GFP,

as described previously (Cafizares et 2D04).

Semi-quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from agroinfiltrated leaf tissue as described above and further
treated with DNase | to eliminate genomic DNA. RNA pellets were resuspended in
water and quantified in a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop
Technologies). Total RNA (500 ng) was reverse transcribed with oligo-dT primers
using AMV RT (Promega). The resulting single-stranded cDNA was used for PCR to
detect SAHH transcripts using the specific primers MA 748 and MA 749. PCR with the
specific primers MA 720 and MA 721 for the cytochrome c oxidase transcripts
(Kadowakiet al., 1995) was used as an internal control. Aliquots were withdrawn from
the PCR reaction after 20, 25, 30, and 35 cycles and analyzed by agarose gel
electrophoresis.
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RESULTS

p22 preferentially binds long dsRNA in vitro

A previous report showed that the protein p22 of ToCV suppressed RNA
silencing induced by either sense or double-stranded RNAs (dsRNAs), indicating that it
acts downstream of the formation of dsRNA (Canizateal., 2008). Moreover, the
drastic reduction of SRNA when p22 is present, compared to that conferred by other
suppressors such as tombusviral p19 that act by specifically binding sRNAs (EBakeda
al., 2002; Lakatoset al., 2006), suggested that p22 could interfere with the RNA
silencing pathway upstream of SRNA synthesis. Therefore, the ability of His-tagged p22
to bind different digoxigenin (DIG)-labeled dsRNAs was analyzed by electrophoretic
mobility shift assays (EMSA) using increasing amounts of protein. As a negative
control in our experiments, we used a non-related protein, S-adenosylhomocysteine
hydrolase (SAHH), fused to a His tag, which was expressed and purified in the same
way (Cafizarest al., 2013). Long dsRNAs of 562 or 100 base pairs (bp) and small
dsRNAs (sRNA) of 21 bp were used. As shown in Figure 1A, in the case of the 562 bp
dsRNA, all the RNA was shifted into a complex that gradually increased in size with
increasing protein amounts, even at the lowest p22 protein concentration. No such RNA
shifting was observed in the case of the control protein SAHH, confirming that the gel
retardation observed was the result of an interaction of the dsRNA with p22. The
gradually decreased mobility of the shifted band is likely due to the instability of the
complex during electrophoresis at lower protein concentrations, which could indicate
that multiple units of p22 are capable of binding to the 562 bp dsRNA, stabilizing the
complex. A lower affinity of p22 to the 100 bp dsRNA was observed. In this case,
although a decreased mobility of the shifted band was also shown with increasing
protein amounts, some dsRNA remained unbound, even with the highest protein
concentration used (Figure 1B). No complex formation was observed for the negative
SAHH control. In contrast, similarly to the negative control, no significant binding of
p22 to small 21 bp dsRNAs was observed, even at the highest protein concentration
used (Figure 1C). Because in this case, the DIG molecule could be interfering with the
binding of p22, the EMSA assay was also performed with 21 bp dsRNA containing a 2
nt overhang with a free OH at the 3’ end, staining the gel with ethidium bromide. As

before, no evident shifting of the RNA mobility was observed (data not shown).
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Taken together, our invitro assays indicate that p22 is able to bind dsRNA and
that it preferentially binds long dsRNAs.

Fig. 1. Affinity of Tomato chlorosis virus p22 to 562 bp, 100 bp dsRNAs, and 21 bp sRNAs.
Representative EMSA assays with (A) 562 bp DIG-labeled dsRNA (B) 100 bp DIG-labeled dsRNA (C)
21 nt dsRNA DIG-labeled at the 3’-end of the antisense overhang. The protein S-adenosylhomocysteine
hydrolase (SAHH) was used as a negative control. The concentrations of the p22 and SAHH proteins are
indicated above each lane. The RNA/proteins were transferred to nylon membranes, and dsRNAs were
detected using an anti-digoxigenin antibody and a chemiluminescent substrate.

p22 binds ssRNA but not ssSDNA or dsDNA in vitro

Although the described dsRNA binding activity has been shown to be an
important mechanism of silencing suppression for many viral suppressors @vrai
2006), we also tested whether p22 can bind other types of nucleic acids such as
ssRNAs, single-stranded DNA (ssDNA) or double-stranded DNA (dsDNA). Following
the experimental approach described, the ability of His-tagged p22 to bind different
DIG-labeled nucleic acid types was analyzed by EMSA. The unrelated SAHH protein
purified in the same way was also used in these assays. Long ssRNAs of 562 or 100 nt
and ssDNA and dsDNA of 562 nt were used. As shown in Figure 2, while the ssRNA of
both sizes was shifted into a complex of gradually decreased mobility with increasing
amounts of p22 protein, no DNA shifting was observed with either ssSDNA or dsDNA.
No complex formation was observed with the SAHH protein.

These results show that while p22 binds both 562 and 100 nt ssRNA with high
affinity, it cannot bind either ssDNA or dsDNA.
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Fig. 2. Affinity of Tomato chlorosis virus p22 to 562 nt or 100 nt ssRNAs and to 562 nt ssDNA and
dsDNA. Representative EMSA assays with (A) 562 nt DIG-labeled ssRNA (B) 100 nt DIG-labeled
ssSRNA (C) 562 nt DIG-labeled ssDNA (D) 562 nt DIG-labeled dsDNA. The protein S-
adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH) was used as a negative control. The concentrations of the p22
and SAHH proteins are indicated above each lane. The nucleic acids/proteins were transferred to nylon
membranes, and dsRNAs were detected using an anti-digoxigenin antibody and a chemiluminescent
substrate.

ToCV p22 inhibits RNase Il Dicer cleavage by sequestering long dsRNAs

Based on the observed ability of ToCV p22 to bind long dsRNAs with high
affinity in vitro, we then studied its ability to protect them from RNase Ill-mediated
cleavage. For this purpose, we used bacterial RNase lll, a Dicer homologue used for
vitro experiments as previously reported (Zhangl., 2004; Fenneet al., 2007; Ji,
2008; Qiet al., 2011), and as a substrate we used a DIG-labeladglro-transcribed
562 bp dsRNA precursor. As shown in Figure 3, preincubation with increasing amounts
of p22 resulted in a reduced amount of substrate cleaved by RNase Il (see lanes 2, 3
and 4 vs. lane 1), whereas no such effect was observed for the negative control, SAHH

(lanes 5 and 6).
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These results indicate that ToCV p22 blocks itheitro RNase Ill cleavage

activity by sequestering the dsRNA precursor.

Fig. 3. Tomato chlorosis virus p22 protects
long dsRNA from RNase lll-mediated
cleavage. A DIG-labeled 562 bp dsRNA
was incubated with the p22 (lanes 2, 3 and
4) or S-adenosylhomocysteine hydrolase
(SAHH) (lanes 5 and 6) proteins before
cleavage by RNase Ill. The concentrations
of proteins are indicated above each lane.
The cleavage reaction products were then
separated on 1% TBE-agarose gels. As a
marker lane, an unlabeled RNA
oligonucleotide 22 nt in length was run in
parallel, stained with ethidium bromide
before the transfer and cut (left). DIG-
labeled cleavage reaction products were
transferred to nylon membranes and
detected using an anti-digoxigenin
antibody and a chemiluminescent
substrate. Positions of dsRNA precursor
and cleavage product are indicated.

dsRNA binding and suppressor activity of the p222Cys mutant

To determine whether a putative zinc-finger domain found in the N-terminal part
of the p22 protein (Supplementary Figure 1) was involved in binding to long dsRNA
vitro and suppressor activiip vivo, a deletion mutant (p22€ys) in this domain was
created. A similar putative zinc-finger domain, in addition to some similar basic amino
acid residues, has been shown to be involved in the RNA binding of the p23 protein
suppressor of another member of the fan@losteroviridae, Citrus tristeza virus
(CTV) (LOpez et al., 2000). The mutant p22&ys, harboring a four-amino-acid
ddetion (Figure 4A), was fused to a hexa-His tag, expressed and purified as previously
described. EMSAs were performed with increasing amounts of the deletion mutant
protein and DIG-labeled dsRNAs of 562 bp and 100 bp, with wild-type p22 as control.
The p22A2Cys mutant very efficiently bound both sizes of dsRfigure 4B), with an
even higher affinity for the 100 bp dsRNA than wild-type p22 (Figure 4B, right panel).
No retardation was observed with the negative control SAHH.

To further examine the relationship between the dsRNA binding adtnvityro

and suppressor activityr vivo, we analyzed the pA2Cys mutant for its ability to
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suppress silencing using an agroinfiltration assay (Voisnat., 1998; Johansen and
Carrington 2001). Thud\. benthamiana leaves were co-infiltrated with a mixture of
Agrobacterium tumefaciens cultures, one expressing 35S-GFP and a second expressing
the deletion construct (p22€ys), also under the control of the 35S promotenguthe
co-infiltration of 35S-GFP with the empty pBIN19 vector or with the wild-type
suppressor p22 as negative and positive controls, respectively. At 5 days postinfiltration
(dpi), tissues infiltrated with 35S-GFP plus empty vector exhibited a low level of green
fluorescence under UV light (Figure 4C, upper panels) as a consequence of RNA
silencing of the GFP reporter mRNA (Brignedi al., 1998; Voinnetet al., 2000).
Consistently with this reduced fluorescence, northern blot analysis revealed that the
steady-state levels of GFP mRNA were very low (Figure 4C, lower panels). Co-
infiltration with the deletion construct p22€ys resulted in the suppression of GFP
silencing by 5 dpi. The strong green fluorescence observed correlated with high steady-
state levels of GFP mRNA (Figure 4C). However, in contrast to co-infiltration with the
wild-type p22, in which strong suppressor activity was observed at 7, 10 and 14 dpi
(Figure 4C, lower panel), the suppressor activity of the deletion construcR@gA
was lost at 7 dpi. Because no p22 antibody is available, to check whether the transient
expression of the deleted construct under the control of the 35S promoter was efficient,
MRNA transcript levels were analyzed in agroinfiltrated patches at 4 dpi when the
suppressor activity was still evident. Using a p22-specific probe, the northern blot
analysis showed that in contrast to infiltration with the wild-type p22, in which mRNA
transcript levels were high, the transcript levels upon agroinfiltration with the deletion
construct p222Cys were lower than expected (Supplementary Figuralthough we
do not have an explanation for this result, it is clear that even with lower levels of
expression, the p22€ys mutant construct exhibits suppressor activityute 4C).

Taken together, these results indicate that the putative zinc finger located at the
N-terminal part of p22 is dispensable for both binding of long dsRNAitro and

suppression activity in vivo.
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Fig. 4. Analysis of RNA-binding properties and silencing suppression activitpwito chlorosis virus -

p22 deletion mutan{A) Schematic representation of the wild-type p22 protein and the deletion mutant.
The deleted amino acid (aa) residues are indicated. (B) RNA-binding properties of A2Cp&2nutant
detected by an EMSA assay. The increased concentration of protein is indicated above each lane. Wild-
type p22 was used as a positive control, and S-adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH) was used as a
negative control. The EMSA gels were transferred to a nylon membrane, and dsRNAs were detected
using an anti-digoxigenin antibody and a chemiluminescent substrate. (C) Silencing suppression assays
with a 35S construct expressing the p2€ys mutant. Upper panels show photographs taken under UV
light of Nicotiana benthamiana leaves at 5 days postinfiltration (dpi) wilgrobacterium tumefaciens
harboring 35S GFP in combination with the empty vector pBIN19 or with a 35S construct expressing
p22A2Cys or with p22. The lower panels show a northern blot analysis of GFP mRNA extracted from the
zones infiltrated at 3, 5, 7, 10 and 14 dpi, hybridized with a probe specific to GFP mRNA. Ethidium
bromide staining of rRNA was used as a loading control.

ToCV p22 differs from the sRNA binding suppressor pl1l9 in hairpin-induced
silencing assays at prolonged times post-infiltration

To assess a possible link betweenitheitro long dsRNA binding capability of
the p22 protein and its ability to inhibit RNA silencimgplanta, we performed hairpin-

transcript-induced silencing assays at longer periods of time than are routinely used in
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local transient assays. Thus, we compared the behavior of ToCV p22 with the behavior
of the Tomato bushy stunt virus (TBSV, genusTombusvirus, family Tombusviridae)
pl9 suppressor, which is known to act after SRNA generation (Vargasbn 2003).
The time for the analysis, 12 dpi, was chosen because at this time the suppressor activity
of TBSV pl19 in patches infiltrated with a mixture Agrobacterium sp. expressing
sense and an inverted repeat GFP construct was overcome (at 14 dpi, the infiltrated
patches became deep red), and the accumulation level of GFP sRNAs was high (Takeda
et al., 2002). In contrast, in co-infiltrations of p22 with the same mixture, even at 30 dpi,
strong fluorescence was still observed and linked to a drastic reduction of GFP sRNAs
(Canizareset al., 2008). The hairpin-induced silencing assays were conducted by
triggering the silencing oN. benthamiana SAHH through agroinfiltration with an
inverted repeat SAHH construct (dsSAHH), as previously described (Cafetales
2013). Agroinfiltrated patches were analyzed at 12 dpi, when high levels of SRNAs are
expected to effectively silence the targeted SAHH mRNAs. Thus, no accumulation of
SAHH mRNAs was observed, as shown in Figure 5 (left panels), in which the
downregulation oSAHH was determined by semiquantitative RT-PCR. An equivalent
result was obtained when co-infiltration with p19 was performed (Figure 5, central
panels). In contrast, co-infiltration of the dsSAHH construct with p22 showed no
reduced levels of accumulation of SAHH mRNA at this time (Figure 5, right panels). As
stated previously, because the pl19 suppressor is unable to prevent SRNA accumulation
in hairpin-induced silencing (Takedhal., 2002), we could speculate that the presence
of these sRNAs effectively silenced SAHH by 12 dpi. The lack of silencing of SAHH
obtained in co-infiltrations with p22 indicated that this suppressor inhibits hairpin-
induced silencing differently. Based on these results, we hypothesize that p22 acts at an
early step of the silencing process, most likely by binding hairpin transcripts, which are
the long dsRNA precursors of SRNAs.

Therefore, taken together, our results suggested a link between the p22 ability to
bind long dsRNA and its ability to suppress gene silengingvo by interfering with

SRNA generation.
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Fig. 5. Semiquantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) anad\ysiti arfia
benthamiana S-adenosylhomocysteine hydrolase (NbSAHH) transcripts. RNAs extracted at 12 days
postinfiltration from patches with 35S constructs expressing dsSAHH or the empty vector control, alone
or in combination with constructs expressifigmato bushy stunt virus P19 protein (p19) offomato
chlorosisvirus p22 protein (p22), were analyzed using appropriate primers. Aliquots were removed at the
indicated cycles. RT-PCR of cytochrome ¢ oxidase (cyt c) transcript was used as an internal control. Sizes
of the expected RT-PCR products are indicated to the right.

DISCUSSION

The expression of the complex closterovirus genomes resembling that of
coronavirus (familyCoronaviridae) produces high amounts of viral RNA species in the
infected cell. In this set of RNAs, highly structured RNAs or dsRNAs as replicative
intermediates would induce an RNA silencing response that must be efficiently
counteracted by viral suppressors. In this work, the mechanism of action of the
described ToCV p22 suppressor, known to suppress RNA silencing induced by both
sense and double-stranded RNAs (dsRNAs) (Canizarals, 2008), has been studied
further. Thein vitro binding studies shown here indicate that p22 very efficiently binds
ssRNA of both 562 and 100 nt but does not bind ssDNA or dsDNA. Moreover, p22 also
possesses dsRNA binding activity, showing a high affinity for the longest dsRNA
tested. The gradually decreased mobility of the shifted band observed in either ssSRNA
or long dsRNA binding assays might indicate that multiple units of p22 can bind to the
RNA, thus retarding the complex, as the amount of RNA in all binding reactions is
constant. We can speculate that both an increased number of p22 binding sites in the
longest dsRNA or both ssSRNAs, and a co-operative interaction might support the results
obtained. Unfortunately, the lack of discrete intermediates makes it difficult to measure

binding constants, thus precluding an accurate determination of cooperation.
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In contrast to the described high affinity for long RNAs, no significant binding
to sSRNAs was observed for p22 in our conditions, either to synthetic 21 bp ds-sRNA
labeled with DIG at the 3"-end or to SRNAs having a 2-nt overhang with a free OH at
the 3"-end. Although we cannot rule out the binding of p22 to sRNAs, our results
support the hypothesis that binding to long dsRNAs is more relevant for the p22
suppressor activity, as the co-infiltrations of p22 are always linked to reduced
accumulation of SRNAs (Caifiizaretsal., 2008), indicating that p22 interferes with their
generation. Moreover, we demonstrated that the binding of p22 to long dsRNA
molecules prevented their cleavage into SRNAs by RNase Ill Dicer homologue, thus
blocking subsequent steps of the RNA silencing process. Interestingly, although the
strategy of suppressing gene silencing via binding to long dsRNA preventing Dicer
cleavage has been described frequently for viruses infecting insects and mammals
(Chao et al., 2005; Lingelet al., 2005; Fenneet al., 2006; van Rijet al., 2006;
Kimberlin et al., 2010; Qiet al., 2011; Cuiet al., 2015), it has only rarely been
associated with plant viruses. In fact, it has only been reported for the protein NSs of
Tomato spotted wilt virus (TSWV) (family Bunyaviridae) (Schnettleret al., 2010), and
for the proteins CP and pl14 @urnip crinkle virus (TCV) and Pothos latent virus
(PoLV), respectively (Mérait al., 2005, 2006), and both members of the family
Tombusviridae, althoughin vitro cleavage assays were not performed in the latter two
cases. Therefore, as proposed for the coronavirus N protein suppressa @Cuyi
2015), we could speculate that the ability to bind either ssSRNA or dsRNA shown by
ToCV p22 could protect viral RNA in two ways: i) binding viral sSRNAs to prevent
unnecessary intramolecular and intermolecular dsRNA formation between the positive-
and negative-sense genomic or subgenomic RNAs; and ii) binding virus-derived
dsRNAs to protect them from Dicer cleavage.

By analyzing the p22 amino acid sequence, we found a putative zinc finger
domain in the N-terminal part of the molecule as described for the CTV p23 suppressor
(Lopez et al., 2000). Interestingly, although CTV p23 has no homologues in other
closteroviruses (L@t al., 2004), it contains a zinc-finger motif that is almost identical
to the one present in ToCV p22. Thus, in CTV p23, the zinc finger-like motif has a
CX,CX3HXoC signature, and in ToCVp22, the signature is;CX3CXoC. The zinc
finger domain of p23, in addition to some basic amino acid residues, has been shown to
be involved in RNA binding (Lopegt al., 2000) and to be important for controlling

asymmetrical RNA synthesis (Satyanarayeina., 2002). In addition, a functional zinc
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finger domain is required for the silencing suppression activity of some suppressors
(Chibaet al., 2013). With these precedents, in this study, we assessed a possible role of
the putative zing finger motif of p22 in dsRNA binding and suppression activity by
creating the p2&2Cys mutant. Our results showed that, in contra§iTt¥ p23 (Lopez

et al., 2000), in which modifications of this domain had deleterious effects on the
interaction with the RNA, the putative zinc finger motif found in p22 seemed to be
dispensable for dsRNA binding. However, we found that the silencing suppressor
activity of the p222Cys mutant was shorter lasting than the activityibd-type p22

and that the expression levels of the p22xs construct were lower than those for p22.
Thus a link could exist between the reduced transcript levels of this construct and the
silencing suppressor activity observed. Alternatively, it can be argued that vhe
suppression function of p22 has additional requirements for RNA binding.

The importance of then planta p22 suppression of silencing by binding long
dsRNAs is supported by the results obtained in the suppression of silencing induced by
hairpin transcripts. The hairpin-induced RNA silencing pathway requleesiovo
processing by Dicer to produce sRNAs. Thus, the p19 silencing suppressor failed to
prevent the generation of SRNAs from hairpin transcripts at long times post-infiltration
(Takedaet al., 2002), and therefore, it failed to prevent silencing of the SAHH mMRNA
target. In contrast, the effective suppression observed for p22 in equivalent assays
supported the importance of the ability of TOCV p22 to bind long dsRNA and thereby
block Dicer cleavage to reduce sRNA accumulation, thus preventing silencing. In fact,
the presence of p22 in GFP co-infiltrated patches can support the maintenance of a
reduced level of GFP sRNAs for a long period of time (25-30 days) (Caf&aaes
2008).

Although the use ain vitro binding assays or transient heterologous expression
systems to infer the mechanism of action of certain viral suppressors has recently been
guestioned (Incarbone and Dunoyer, 2013), we think that the use of such indirect
methodologies might help to shed light on plant-virus interactions. One of the
arguments against the use of these methodologies is that the viral suppressors of RNA
silencing are often multifunctional proteins that perform other essential roles in the virus
life cycle that require association with viral nucleic acids, thus concluding that the
binding observean vitro could not be a feature of silencing suppression. In the case of
p22, however, this argument might not apply, as p22 seems to be a dedicated suppressor

protein in the ToCV genome (Cafizamtsal., 2008). The property of binding dsRNA
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previously described for certain viral suppressors, such as TCV CP, has been questioned
since the discovery of a new strategy based on the use of glycine/tryptophan (GW)
mimicry to compete for and inhibit host AGOs (Azevedi@l., 2010). Recent studies,
however, showed that these GW motifs are also important for binding dsRNA and, in
the case of th@elargonium line pattern virus (family Tombusviridae) p37 suppressor,

an essential requirement to suppress RNA silencing (Pérez-Cafiamas and Hernandez,
2015). These results suggest that the RNA binding capability of suppressors containing
GW motifs could have been overlooked. Thus, the property of binding dsRNA exhibited
by some viral proteins that act as suppressors might not be an artifact but rather
important to their function as suppressors.

In summary, we believe that the characterization of the mode of action of p22
reported in this work is another important contribution to unraveling the complex
interplay occurring during plant-virus interactions. We report a mechanism of action for
p22 that does not seem common for plant viruses, which could explain its long-lasting
suppressor activity. The high affinity for long dsRNAs affecting the Dicer-like cleavage
might block the silencing process at early steps by hindering the generation of SRNAs.
The possibility that the described mechanism of action of the p22 suppressor could
occur during viral infections might be supported by the results obtained using a ToCV
mutant deficient in p22 (our unpublished results), which showed that systemic viral
infection is impeded in wild-typhl. benthamiana plants but not imdr6 N. benthamiana
plants impaired in the synthesis of dsSRNA precursors of secondary sRNAs. Thus, the
blockage of dsRNA cleavage through binding might be an effective way to suppress the

silencing used by ToCV and sustain effective infection of host plants.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1.Sequences of primers used in this work.

Gene Primer Primer sequence (5' - 3') Prlfn'er
position
MA 1287  (FW) ACCGAATTCATGGATCTCACTGGTTGTTTGC 7662
MA 1288  (RV) TAACTCGAGTTATATATCACTCCCAAAGAAAAAC 8243
TocVp22 MA 1616  (FW) GATCTTAATTGATCTTGATGAGCTGATGCTTTGTGAGCAG 7753
MA 1617  (RV) CTGCTCACAAAGCATCAGCTCATCAAGATCAATTAAGATC 7805
MA 1366  (FW) TAATACGACTCACTATAGGGACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTG 25
MA1366b  (FW) ACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTG 25
GFP MA 1336  (FW) TAATACGACTCACTATAGGGGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATG 487
MA 1337  (RV) TAATACGACTCACTATAGGGGTAAAAGGACAGGGCCATCGCC 565
MA1337b  (RV) GTAAAAGGACAGGGCCATCGCC 565
MA 748 (FW) AACTTTGCAGGAGTACTGGTGG 336
SARH MA 749 (RV)  TGTTTCAAGGCAGCAGCACATC 848
MA 720 (FW) TATCTAGGCATGGTTTATGCC 1076
cyt c oxidase
MA 721 (RV)  CTGCTAAGGGCATTCCATCC 1632

Table S1: The underlined sequences are restriction endonucleases sites introduced into primers for
cloning Eco RI in MA 1287 andXho | in MA 1288). The italic sequences indicate the T7 RNA
polymerase promotor sequence. Primer positions indicate the positions in: RNA1-ToCV genome of AT
80/99 isolate with GenBank access number DQ983480, GFP sequence with GenBank access number
M62653, Nicotiana benthamiana S-adenosyl homocysteine hydrolase gen with GenBank access number
JQ890096 andolanum lycopersicum cytochrome C oxidase gene with GenBank access number
X54738. FW and RV indicate forward and reverse primers sense.
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Supplementary Fig. 1Structure of the proposed zinc-finger domain and location in the p22 amino acid
sequence (red box). With asterics are marked the removed amino acid residues by site-directed
mutagenesis to produce pZZCys mutant.
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Supplementary Fig. 2Northern blot analysis of RNAs extracted from the zones infiltrated at 4 dpi,
hybridized with a probe specific to p22 mRNA. Leaves were infiltrated Agtiobacterium tumefaciens
harboring 35S GFP plus the constructs indicated above each lane. Ethidium bromide staining of rRNA
was used as a loading control.
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ABSTRACT

Among the components of the RNA silencing pathway in plants, RNA-dependent RNA
polymerases (RDRs) play fundamental roles in antiviral defence. Here, we demonstrate
that the Nicotiana benthamiana RDR6 is involved in defence against the bipartite
crinivirus (genusCrinivirus, family Closteroviridae) Tomato chlorosis virus (ToCV).
Additionally, by producing a p22-deficient ToCV infectious mutant clone (TAR22),

we studied the role of this silencing suppressor in viral infection in both wild-type and
RDR6-silencedN benthamiana (NbRDRG6i) plants. We demonstrate that p22 is
dispensable for the replication of ToCV, where RDR6 appears not to have any effect.
Furthermore, the finding that To@Qy22 systemic accumulation was impaired in wild-
type N. benthamiana but not in NbRDRG6i plants suggests a role for p22 in counteracting

an RDR6-mediated antiviral response of the plant during systemic infection.
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In plants, RNA silencing is a conserved sequence-specific RNA-mediated
mechanism of gene regulation that also serves as an antiviral defence (Baulcombe,
2004). This mechanism is triggered by double-stranded RNA (dsRNA), which in single-
stranded RNA (ssRNA) viruses can derive from highly structured ssRNAs or be
generated during their replication (Llave, 2010). These dsRNAs are processed by RNase
llI-type Dicer-like (DCL) enzymes into small RNAs (sRNAs) (Hamilton and
Baulcombe, 1999) that are incorporated into the RNA-induced silencing complex,
leading to sequence-specific degradation of target RNAs. This process is amplified by
host-encoded RNA-dependent RNA polymerases (RDR) that convert single-stranded
RNA into dsRNA, which is subsequently processed by DCL into secondary sRNAs.
Among the plant RDRs implicated in virus defence, RDR6 plays a relevant role (Jiang
et al., 2012; Quet al., 2005; Scwactet al., 2005). RDR6 is involved in short-, long-
range cell-to-cell and long-distance signalling of RNA silencing (Qiral., 2012;
Voinnet, 2008). The involvement of RDRG6 in virus defence is supported by the fact that
the downregulation oRDR6 through RNA interference imMNicotiana benthamiana
plants (RDR6i plants) can result in hypersusceptibility to some virusest @u 2005;
Schwach et al, 2005).

To counteract antiviral RNA silencing, most plant viruses express suppressor
proteins that act at different steps in the silencing pathway to facilitate the infection
process (Diaz-Pendon and Ding, 2008). Therefore, to achieve a successful plant
invasion, viruses must replicate and move both cell-to-cell and systemically to distant
parts of the plants, confronting the RNA silencing defence responses of the plant at each
of these steps. The use of suppressor-deficient viruses is an interesting tool for studying
the suppressor role during these steps of viral infection.

Tomato chlorosis virus (ToCV, genusCrinivirus) belongs to the family
Closteroviridae, in which the largest RNA genomes among plant viruses have been
reported (Doljaet al., 2006). ToCV causes a yellow leaf disorder syndrome that
primarily affects tomato Jolanum lycopersicum) and is transmitted in nature by the
whiteflies (Hemiptera: Aleyrodidaddemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum and T.
abutiloneus (Wintermantel and Wisler, 2006). ToCWas a bipartite single stranded,
positive-sense RNA genome with RNAl-encoding proteins involved in viral replication
and RNAZ2-encoding proteins involved in encapsidation, movement, and host
transmission (Lozanet al., 2006, 2007; Wintermantet al., 2005; Wislelet al., 1998).
Although both RNAs are required for the effective infection of plants, RNALl can
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replicate independently, whereas RNA2 depends on RNAL for its replication (Orilio et
al., 2014). Similar to other members of the fan@lpsteroviridae (Kreuzeet al., 2005;

Lu et al., 2004), ToCV encodes multiple RNA silencing suppressors, the major coat
protein (CP) and minor coat protein (CPm) in RNA2, and the p22 protein located at the
3"-proximal genomic region of RNA1 (Cafizargsal., 2008). Isolated from the viral
context, p22 has one of the longest lasting local suppression activities reported to date,
suppressing local RNA silencing induced either by sense RNA or dsRNAs. Although
the suppressors of silencing exhibit broad ranges of structural diversity and modes of
action, in the familyClosteroviridae, counterparts of genes encoding suppressors of
RNA silencing are found at the 3"-end of the monopartite genomes in the genera
Closterovirus and Ampelovirus and at the 3’end of RNAL in viruses of the mostly
bipartite genuCrinivirus (Dolja et al., 2006). It is worth mentioning that some of the
viral silencing suppressors were shown to enhance viral infection before being
identified as suppressors (Diaz-Pendén and Ding, 2008). Thus, by deletion analysis of
the 3"-end genes of the closteroviisrus tristeza virus (CTV), it was found that the

p23 suppressor of silencing controls the asymmetric accumulation of CTV RNAs by
downregulating negative-stranded RNA accumulation and indirectly increases the
expression of 3" genes (Satyanarayeral., 2002). The p21 suppressor encoded in the
3"-end of the genome of the closteroviest yellow virus (BYV) (Reedet al., 2003)

was previously identified as an enhancer of RNA amplification (Peremyslal.,

1998). In the case of the crinivirligttuce infectious yellows virus (LIYV), the 3"-end
RNAl-encoded p34 protein, although it has not been described as a suppressor,
enhances the trans-replication of RNA2 (Yathl., 2000).

Understanding the underlying mechanisms in plant virus confrontations is a
prerequisite for further control of viral diseases. In this work, we demonstrate that
RDRG6 plays an antiviral role in plant defence against ToCV. Additionally, by using a
p22-deficient ToCV infectious mutant clone (To&p22), we investigated the specific
role of this protein in the viral infection process in both wild-type and RDR6-silenced
N. benthamiana plants.

To analyse whether NbRDRG6 plays a role in plant defence against ToCV, virus
accumulation was studied in thé. benthamiana line RDRG6iI, in which NbRDRG6 is
constitutively silenced (Schwac#t al., 2005). For this purpose, whitefly-mediated
inoculation assays were conducted within insect-proof cages using individuals of the

Bemisia tabaci Mediterranean species (MED) (formerly biotype Q) from a healthy
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population reared on melocumis melo cv. ANC 42, La Mayora-CSIC seed bank).
Viruliferous whiteflies were obtained by allowing adult individuals a 48-h acquisition
access period (AAP) on ToCV-infected tomato plants (cv. Moneymaker). After AAP,
viruliferous whiteflies were transferred to healthy wild-type or RDR6benthamiana

plants (3 to 5 leaf stage) (fifty individuals per plant) for a 48-h inoculation access period
using clip-on cages. Virus accumulation levels were estimated by quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (QRT-PCR). Total RNA was extracted as
described previously (Noriet al., 1996) from pools of young non-inoculated leaves
from three infected plants per treatment analysed at 25 days post-inoculation. RNA was
treated with Turbo DNase (Ambion, Austin, TX, USA) and quantified in a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA).
Total RNA (300 ng) was reverse transcribed with specific primers using AMV RT
(Promega, Madison, WI, USA). For gRT-PCR, cDNA was used in 20 ul reactions with
SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real Time) (TaKaRa Biotech, Dalian, China) according

to the manufacturer’s instructions. Three technical replicates were performed per cDNA
of each biological sample. Primers for the ToCV RNA2 viral sequence (MA1178 and
MA1179) and for the CAC gene (MA1279 and MA1280) as a housekeeping internal
standard (Wieczorekt al., 2013) were designed to amplify fragments of similar size.
The sequences of the primers used are listed in Supplementary Table S1. The relative
quantification of viral RNA was calculated using thé“?Y method (Livak and
Schmittgen, 2001). The results revealed an approximately 4-fold increase in ToCV
RNA accumulation in RDR6i compared with wild-type plants (Figure 1A). Although
this increased susceptibility did not always correlate with an enhancement of the disease
symptoms, an increase in the internervial chlorosis in older leaves, which is typical of
ToCV infection, was exclusively observed in some RDRG6i plants (exemplified in Figure
1B). Therefore, these results indicate that the reduced RDR6 expressibin in
benthamiana plants resulted in increased ToCV susceptibility, suggesting that RDR6

plays a relevant role in antiviral defence.
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Fig. 1. Enhanced susceptibility tdomato chlorosis virus (ToCV) transmitted using its natural vector
Bemisia tabaci in Nicotiana benthamiana RDRG6i plants at 25 days post-infiltration. (A) Quantitative real-

time RT-PCR of ToCV RNAZ2 in infectel. benthamiana wild-type and RDR6i plants performed using

pools of three plants each. Error bars represent standard deviation for three replicates. Values are relative
to levels detected in wild-type plants, which were given an arbitrary value of 1. (B) Internervial chlorotic
symptoms of ToCV in infectel. benthamiana wild-type and RDRG6i plants. Leaves exhibiting enhanced
internervial symptoms are indicated by arrows.

Considering that RDR6 is a component of the RNA silencing pathway in plants,
we presumed that a viral RNA silencing suppressor could be involved in counteracting
this antiviral response. We assessed the role of the silencing suppressor p22 of ToCV
during the infection process by using a p22-deficient ToCV mutant clone created by
deleting the complete p22 gene sequence. To obtain the construct ToCV-B2RA1A
we used the ToCV RNAL1 infectious clone p35S-ToCV-RNAL (Ordtial., 2014). The
deletion mutant was generated by PCR-driven overlap extension (Hechman and Pease,
2007), amplifying two overlapping DNA fragments in separate PCRs. In the first PCR,
a 763-bp DNA fragment containing tiRstl site of ToCV RNA1 at position 6911 was
amplified using the primer pair MA1543/MA1544. In a second PCR, a 395-bp DNA
fragment containing thdé stl site of ToCV RNA1l genome at position 8614 was
amplified using the primer pair MA1545/MA1546. These initial PCRs resulted in
overlapping segments containing part of the flanking sequences of the p22 genomic
region, which were mixed and amplified in a third PCR with primers MA 1543 and MA
1546 to produce a 1132-bp chimeric fragment with a deleted p22. The ToCV RNA1 p22
deletion mutant was constructed by exchanging the urigieestriction fragment of
the p35S-ToCV-RNAL infectious clone with the chimeric fragment amplified in the
third PCR indicated above, which was also obtained by digestionRstithThe p22-

deficient construct was then cloned iEocoli ElectroMAX Stbl4 cells and introduced
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into Agrobacterium tumefaciens cells (strain GV3101). The nucleotide sequences of the
primers used are provided in Supplementary Table S1.

To ensure that both the wild-type and the p22-deficient mutant constructs were
efficiently and equally transcribech vivo from the 35S promoter, a preliminary
agroinfiltration analysis was performed ki benthamiana plants after short periods
post-infiltration (3 and 5 days post-infiltration (dpi)). Thus, plants (3-5 leaf stage) were
agroinfiltrated with A. tumefaciens GV3101 carrying ToCV-RNAl or ToCV-
RNA1Ap22 clones, as previously described (Or#toal., 2014). For Northern blot
analysis, total RNA was extracted from agroinfiltrated patches as described above, and
viral RNA was detected using digoxigenin (DIG)-labelled positive and negative sense-
specific ssSRNA probes for the RNA1l 3'-ead described previously (Oriliet al.,

2014). The analysis of positive strands at 3 dpi exhibited similar accumulation levels of
transcripts from both the ToCV-RNA1 and ToCV-RNAI2R constructs (Figure 2A).
Therefore, the clear differences in the RNA accumulation levels of the positive strands
observed at 5 dpi for the two constructs indicated differences in local replication (Figure
2A). A time-course analysis of the local replication levels of wild-type ToCV and
ToCVAp22 was subsequently conducted at 5 and 7 dpi. Wepa@uh the viral
accumulation levels in patches agroinfiltrated with infectious clones of ToCV-RNA1 or
ToCV-RNA1Ap22 in combination with the infectious clone of TORNAZ2 in both
wild-type and RDR6N. benthamiana plants. In the agroinfiltrated leaves of wild-type
plants, increased accumulation of both positive and negative viral RNA strands of
ToCV-RNA1Ap22 were observed compared with ToCV-RNA1 (Figure.2B this

case, we hypothesized that the loss of certain secondary structure elements in the
deletion construct could facilitate the replication process. In fact, by using the RNA
folding prediction program mfold (Zuker, 2003) we found that the presence of the p22
sequence leads to an increase in the number of potential stem loop structures
(Supplementary Fig. 1). Interestingly, the absence of p22 resulted in an increased
accumulation of negative strand molecules at both 5 and 7 dpi (Figure 2B). To assess
whether p22 plays a role in the trans-accumulation of ToOCV-RNA2, the patches were
analysed by Northern blot analysis using a DIG-labelled specific RNA probe for the
coat protein (CP) gene (Orile al., 2014). In this case, a faint band corresponding to
the genomic RNA2 was observed in all cases (Figure 2B). Although the viral
accumulation levels of ToCV-RNAP22 were consistently increased compared with

ToCV-RNA1, no increased accumulation of RNA2 was observed in these cases. Similar
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results were obtained for agroinfiltrated leaves of NbRDRG6i plants (Figure 2B), which
indicated that it is unlikely that NbRDR6 influences local ToCV replication as

described for PVX (Schwaddt al., 2005). These results were independently reproduced

twice. Overall, the previous results indicated that p22 is not required for the local
replication of TOCV-RNA1 and/or trans-accumulation of ToCV-RNA2.

Fig. 2. Northern blot analysis using digoxigenin (DIG)-labelled RNA probes to detect the positive (+) or
negative (-) sense RNA forms during local infection with wild-type or p22 mitanéto chlorosis virus
(ToCV) (ToCV and ToCVAp22, respectively). (A) Local RNA1 replication and accumulation of (+) and
(-) sense strands [(+) RNA1 and (-) RNA1] at 3 and 5 dpi in patches of wildNigpgana benthamiana
agroinfiltrated with RNAL infectious clones of ToCV or To@§22. As a positive control, a dsRNA
extraction from a ToCV infected plant was used. (B) Local replication and accumulation of (+) and (-)
sense strands [(+) RNAL and (-) RNA1] of RNA1, and accumulation of (+) strand [(+) RNA2] of RNA2
at 5 and 7 dpi in patches of wild-type and RDR6benthamiana plants agroinfiltrated with infectious
clones of RNAL of ToCV or ToC¥p22 and RNA 2 of ToCV. Samples from two independent plants (1,
2) were analysed. Ethidium bromide-stained rRNA was used as loading control.

After elucidating the role of p22 in local replication, we studied its role during
systemic ToCV infection of plants. For this purpose, we conducted two independent

experiments in which wild-type and RDRG6i plants were co-infiltrated with a mixture of
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A. tumefaciens containing ToCV-RNAL1 or ToCV-RNA1a22 and ToCV-RNA2 (15
wild-type and 15 RDRG6i plants per combination and experiment). The systemic
infection of plants was analysed at 30 dpi by tissue blot hybridization of petiole sections
of apical non-infiltrated leaves (Figure 3A), using a probe specific for the CP gene
(Orilio et al., 2014). The effects of viruses and genotypes were analysed by applying
generalized linear models (GzLM) (IBM SPSS Statistics v. 22 software) in which pair-
wise comparisons were performed using the sequential Bonferroni method for error
correction. Data sets were expressed as the numbers of infected and non-infected plants
and analysed by GzLM using Logit as the link function and Binomial as the underlying
distribution. Thus, it was observed that less efficient (p=0.025) ToCV systemic
infection occurred in the absence of p22 in wild-ty{pebenthamiana plants (compare
ToCV and ToCWp22 in Figure 3A and 3B). Therefore, these resultiicated that the
presence of p22 is important to support the efficient systemic infection of wild\type
benthamiana plants. In contrast, in RDR6i plants, both ToCV and Ta@®2 exhibited

similar (p=0.89) systemic infection ability (Figure 3A and 3B). These results indicated
that for ToC\Ap22, the ability to systemically infect plants wasaged in RDRG6I
plants. Interestingly, the absence of RDR6 in RDRG6i plants resulted in an enhancement
of the leaf chlorotic symptoms in infected plants for both ToCV and Txg2¥ (not
shown). Altogether, these results suggest a role of p22 in counteracting an antiviral

RDR6-mediated response during the process of systemic infection.
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Fig. 3. Systemic infection offomato chlorosis virus (ToCV), either wild-type (ToCV) or its p22 mutant
(ToCVAp22), in Nicotiana benthamiana wild-type andRDR6i plants at 30 days post inoculation. (A)
Hybridization (using DIG-labelled RNA2 probe) of squash blots of leaf petiole cross-sections (two blots
performed per sample) of non-agroinfiltrated apical young leavel. dfenthamiana wild-type and

RDRG6i plants inoculated with infectious clones of RNAL of ToCV or Tap¥2 and RNA2 of ToCV.

Two independent experiments were performed with 15 plants per combination. (B) Systemic infection
rate (mean + standard error (SE)) Nf benthamiana wild-type and RDR6i plants inoculated with
infectious clones of RNA1 of ToCV or To@y22 and RNA2 of ToCV from the two independent
experiments conducted. Infections of ToCV and TaP¥2 were compared by the generalized mixed
linear model with binomial error structure. For each genotype, infections with both viruses were
compared by sequential Bonferroni tests. Bars represent the standard error of the mean, and asterisks
indicate significant differences (p<0.05).

In this work, we demonstrated that RDR6 plays a relevant role in controlling
ToCV accumulation in plants. Our results also indicate that NbRDR6 does not influence
local ToCV replication either in the presence or absence of p22 protein. Although p22
does not appear to be necessary for local RNA1 replication, it may influence the
equilibrium between the positive and negative strands of the virus during the infection
process. Therefore, it was noticeable that a clear accumulation of negative strands of
ToCV RNA1Ap22 occurred in the absence of p22 (Figure 2B). &nhgilthe absence of
the p23 suppressor at the 3"-end of the genome of the closterovirus CTV was associated
with a substantial increase in the accumulation of negative-stranded RNAs, especially
those corresponding to subgenomic RNAs (sgRNA) (Satyanarastaah, 2002).
Apparently, this increased accumulation of negative-stranded sgRNA reduced the

availability of the corresponding positive-stranded sgRNA as a messenger. In the case
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of ToCV, the increase in negative strands of ToCV RNgd2y which might result in
increased accumulation of positive strands from which the replication associated
proteins are translated, does not correlate with increased RNA2 accumulation. We
hypothesize that, as described for CTV, the increase in negative strands in the absence
of p22 affects the availability of positive strands as messengers, leading to a reduction
in products translated from RNA1L, where the replicase is encoded. Alternatively, the
absence of the p22 suppressor could lead to a less efficient protection of the RNA2
template that has to be replicated. Significantly, we demonstrated that the suppressor
p22 appears to be important for the successful ToCV systemic infection of plants,
counteracting an antiviral RDR6-mediated response. Similarly, RDR6 restricts systemic
infection by the suppressor-defective viruségcumber mosaic virus (CMV) and

Turnip mosaic virus (TuMV) (Garcia-Ruiz et al, 2010; Wang et a] 2010, 2011).

The results shown in this work, together with the results obtained for the p22
protein when isolated from the viral context that demonstrate that p22 preferentially
binds long dsRNAs (Landeo-Rios et al., 2016), have allowed us to propose a model for
the RDR6-p22 confrontation during ToCV infection. Thus, after the induction of
antiviral silencing in the recipient tissues, the new dsRNA synthesized by RDRG6 is
processed into the secondary sRNA that targets the viral RNA for degradation. When
ToCV produces p22, this protein would bind to the long dsRNAs generated by RDR6,
avoiding their cleavage in SRNA and thus interfering in the progression of the silencing
process. When p22 is absent (Tofp22), the virus is silenced more efficiently, as
RDR6 generates the long dsRNAs that are processed into SRNAs to targeAgz&;Vv
impairing the systemic spread of the virus. In RDRG6i plants in which RDR6 is
constitutively silenced, efficient TOC\p22 infections occur.

In summary, the use of a p22 suppressor-deficient version of ToCV allowed us
to advance our understanding of the ToCV infection process, a necessary preliminary

step in addressing this important viral disease.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1.Sequences of primers used in this work.

Gene/

i H 1 nl . e 1,2
DNA clone  "rimer Primer sequence (5' - 3') Primer position

MA 1543  (FW) AACTGCAGAAGCCATTGACA 6907-6926

MA 1544 (RV) TTGAATATTAACCAGAACTGACCTAAATAACAACAGTC 8259-8241/7661-7640
ToCV-RNA1 clone
MA 1545 (FW) ATTTAGGTCAGTTCTGGTTAATATTCAAAGGATGG 7650-7661/8244-8266

MA 1546  (RV) GATCTGCAGGTCGACTCTAG 8620-8601

MA 1178 (FW) ACCGGGCGCAGTTCATACAA 1522-1541
ToCV-RNA2 clone

MA 1179  (RV) CCGACAAGAAACAGCGCTCC 1697-1675

MA 1279 (FW) CTCCGTTGTGATGTAACTGG 816-835
CAC

MA 1280 (RV) ATTGGTGGAAAGTAACATCAT 987-967

The underlined sequences are restriction endonucleases sites introduced into the primers foPsloning (

in MA 1543 and MA 1546). Nucleotides in bold indicate overlapping sequences. Nucleotide sequences in
italics and positions separated with the slash symbol (/) indicate the p22 flanking sequences. FW and RV
indicate forward and reverse sense primers, respectively.

Primer positions indicate the positions in the RNA1 and RNA2 nucleotide sequences of AT80/99 ToCV

isolate (GenBank accession numbers DQ983480 and DQ136146, respectively) and the CAC house
keeping gene ofolanum lycopersicum (GenBank accession number AK324080).
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Supplementary Fig. 1Lowest free energy secondary structure prediction of 3"-ends of the coding
strand of ToCV RNAL. (a) Predicted secondary structure of the entire 3"-UTR (nt: 8237-8594).
(b) Predicted secondary structure of the 3"-end comprising the 3"-UTR, the p22 sequence and
the 241 nt located before the p22 sequence (nt: 7421-8594). (c) Predicted secondary structure of
the 3"-end comprising the 3"-UTR and the 241 nt located before the p22 sequence (nt: 7421-
7662 and 8237-8594). Identical stem loops are highlighted with similar colors. The 3"-end of
each structure is indicated witle)( The RNAs were folded using the mfold program (Zuker,
2003).
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ABSTRACT

To counteract host antiviral RNA silencing plant viruses express suppressor proteins
that also function as pathogenicity enhancers. The genorien@ito chlorosis virus
(genusCrinivirus, family Closteroviridae) encodes an RNA silencing suppressor, the
protein p22, that has been described as having one of the longest lasting, local
suppressor activities. Since suppression of RNA silencing and the ability to induce a
synergistic response are closely associated, we analyzed the effect of expressing p22 in
heterologous viral contexts. Thus, we studied the effect of the expression of ToCV p22
from heterologous wild-type TRV and PVX viruses, and from attenuated suppressor
mutants. Our results showed that although a drastic disease synergism leading to plant
death was observed in the heterologous expression of ToCV p22 from both viruses,
only in the case of TRV increased viral accumulation occurred. Also, the heterologous

expression of ToCV p22 could not complement suppressor defective mutant viruses.
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INTRODUCTION

RNA silencing acts as an effective antiviral defense in plants (Baulcombe,
2004). To counteract it, plant viruses have developed strategies based on the expression
of silencing suppressor proteins. Most of the viral RNA silencing suppressors identified
so far also exhibit properties such as the enhancement of virus accumulation and
pathogenicity (Dinget al., 1996; Prusset al., 1997). These suppressors of RNA
silencing may contribute to disease synergism in which one virus enhances the
virulence or complements the defects of the other one by helping it to replicate, to move
systemically or to be transmitted by vectors. In viral synergism, co-infection of two or
more different viruses can exacerbate disease symptom severity and increase the titer of
the viruses observed in single infections (Pretsal., 1997; Vanceet al., 1995). The
best studied example of plant viral synergism is that betwetto virus Y (PVY), the
type member of the gunwRotyvirus (family Potyviridae), and Potato virus X (PVX;
family Alphaflexiviridae; genusPotexvirus) in tobacco (Goodman and Ross, 1974;
Damirdagh and Ross, 1967; Vance, 1991; Vagtcal., 1995; Gonzalez-Jaret al.,

2004). The pathogenicity enhancement observed when the potyviral helper component-
proteinase (HC-Pro) suppressor was expressed from heterologous viruses revealed that
this was the sequence involved in the synergistic interaction (Ftual, 1997).
Similarly, the co-expression of other viral RNA silencing suppressors was shown to be
able to enhance the virulence of heterologous viruses (Moissiard and Voinnet, 2004;
Scholthof et al, 1995).

Tomato chlorosis virus (ToCV; genusCrinivirus) belongs to the family
Closteroviridae, in which the largest RNA genomes among plant viruses have been
reported (Doljeet al., 2006). ToCV is transmitted in nature by the whitefly (Hemiptera:
Aleyrodidae)Bemisia tabaci and has a bipartite single-stranded, positive-sense RNA
genome (Lozanet al., 2006, 2007; Wintermantet al., 2005; Wisleret al., 1998). As
for other members of the fami§losteroviridae, ToCV adopts the strategy of encoding
multiple RNA silencing suppressors (Cafizageal., 2008). Thus, while ToCV RNA-2
has delegated its suppressor function to the structural proteins CP and CPm, RNA-1
encodes a dedicated suppressor protein, the p22, which exhibits no apparent homology
to any other reported protein. Interestingly, p22 has been shown to be one of the longest
lasting local suppressors reported to date when assaylicatiana benthamiana,

suppressing local RNA silencing induced either by sense RNA or dsRNAs; moreover,
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previous work showed that the heterologous expression of p22 from PVX lead to plant
death (Cafizarest al., 2008).

Tobacco rattle virus (TRV; family Virgaviridae; genusTobravirus) and PVX
have been frequently used as viral vectors for both, gene expression and gene silencing
studies (Robertsod al., 2004; MacFarlane and Popovich, 2000; Malletrgl., 2002).

TRV has a bipartite, positive-sense single-stranded RNA in which RNA1 encodes the
replicase proteins, the 29K cell-to-cell movement protein (Hamilton and Baulcombe
1989), recently described as an RNA silencing suppressor (@eahg 2013), and the

16K silencing suppressor protein (Ghazada al., 2008; Martin-Hernandez and
Baulcombe 2008; Martinez-Priegb al., 2008; Reavyet al., 2004). The TRV RNA2
encodes a coat protein (CP) (MacFarlane, 1999) and it has been engineered to facilitate
insertion of heterologous gene sequences ¢ al., 2002a,b; Ratclifet al., 200; Ruiz

et al., 1998). In the RNAL, while the replicase is translated from the genomic RNA, the
29K and 16K proteins are translated from the respective subgenomic RNAs (sgRNA)
(MacFarlane 1999). TRV RNAL is capable to replicate and move systemically in plants
in the absence of RNA2 (Swanseh al., 2002). On the other hand, PVX has a
monopartite, positive-strand RNA genome encoding five open reading frames (ORFsS); a
first ORF encodes the viral replicase, a central region encodes three overlapping ORFs,
known as the triple-gene block (TGB), and a final ORF encodes the CP (Verchot-
Lubicz et al., 2007). It has also been engineered to insert heterologous gene sequences.
The three central region encoded proteins and the final viral CP are translated from
sgRNAs. One of the three TGB proteins is the multifunctional P25 that suppresses RNA
silencing and is required for cell to cell movement through plasmodesmata (Angel et al
1996; Bayneet al., 2005).

In this study, we advanced in the understanding of the role of p22 viral silencing
suppressor as enhancer of disease symptoms in heterologous viral infections using as
host plantaN. benthamiana. Both wild-type and attenuated TRV and PVX suppressor
mutants were examined for heterologous expression of p22. Our results showed that
although p22 induced a dramatic enhancement of the disease symptoms caused by TRV
and PVX resulting into plant death, the mechanism involved in the synergistic
interaction seemed to be different in each virus. Thus, while for TRV the synergistic
response is linked to an increased RNA viral level in plants, no change was observed for

PVX. Also, the heterologous expression of ToCV.p22 can not functionally complement
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the absence of the 16K or P25 suppressors of defective TRV or PVX mutant viruses,

respectively.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid constructs

Plasmids pTRV1 and pTRV2 containing the cDNA of TRV RNA1 and RNAZ2,
respectively, under the CaMV 35S promoter have been described @Liu2002b). To
construct TRV2p22, the cDNA fragment corresponding to ToCV p22 was PCR
amplified using the Expand High Fidelity PCR system (Roche, Diagnostics, Germany)
and primers MA 1287 and MA 1288 (Supplementary Table S1) with specific restriction
sites and cloned into pTRV2. For mutants TRY6K and TRW16Kp22, one
premature stop codon was introduced at position 11 of the amino acid sequence by PCR
using the QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, U.S.A.) and specific primers MA 1281 and MA 1282
(Supplementary Table S1). Each construct was verified by DNA sequencing with an
ABI 3730 XL DNA analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) (Macrogen Inc., South
Korea). The constructs were transformed imto tumefaciens strain GV3101 by
electroporation.

Plasmid pgR107 containing the cDNA of PVX under the CaMV 35S promoter
has been described (Jorssal., 1999). The generation of the construct PVXp22 has
also been described (Canizagtsl., 2008). To generate P\AR25 and PVAP25p22
condructs, two premature stop codons were introduced at positions 23 and 25 of the
amino acid sequence of the P25 ORF of the vectors PVX and PVXp22 by PCR as
described above, using the specific primers MA 1621 and MA 1622 (Supplementary
Table S1). Each construct was verified by DNA sequencing with an ABI 3730 XL DNA
analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) (Macrogen Inc., South Korea). pgR107 was
kindly provided by Dr. David C. Baulcombe (Sainsbury Laboratory, Norwich, United
Kingdom). The constructs were transformed idtotumefaciens strain GV3101 by
electroporation.
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Plant material and agroinfiltration

N. benthamiana plants (3-5 leaf stage) were agroinfiltrated wAilyrobacterium
tumefaciens GV3101 strain carrying pTRV1 + pTRV2p22 or pTRV2, pTR\I6K +
pTRV2p22 or pTRV2, and PVX.p22, PVX, P\WP25p22 or PVXP25. For co-
infiltration of pTRV1 and pTRV2 and its derivatives, equal volumes of individual
tumefaciens cultures (optical density at 600nm of 1) were mixed prior infiltration. Plants
were maintained in a controlled temperature chamber at 22 to 24°C with a 16h/8h

light/dark cycle.

RNA analysis

For northern blot analysis, total RNA was extracted from leaf tissues as
described by Norist al. (1996). Total RNA (5 pg) was separated in 1% formaldehyde
agarose gels, transferred to positively-charged nylon membranes (Roche Diagnostics,
Germany), and probed with digoxigenin-labeled specific RNA probes for the RNA1 and
RNA2 3'-untranslatable region of TRV (6548-6789 nt of RNAL1 and 1860-2101 nt of
RNAZ2), and for the 3"-end region of PVX (5875-6403 nt of PVX cDNA sequence in
pgR107 vector). For tissue blot hybridization, freshly cross-sections of four
noninoculated parts (leaf petiole or stem) of the plants were squash blotted on
positively-charged nylon membranes (Roche Diagnostics, Germany), and blots were
hybridized with the described digoxigenin-labeled RNA probes. The hybridization
conditions used were those recommended by the manufacturer (DIG Application
Manual for Filter Hybridization, Roche Diagnostics, Germany). Membranes were
exposed to X-ray film (X-Omat AR, Kodak) and developed following a conventional

photographic process.

RESULTS

Effect of the heterologous expression of the p22 suppressor on TRV virulence

To have a full vision of the role of the p22 suppressor in the context of a
heterologous TRV infection, we examined the effect of the expression of the ToCV p22
suppressor from the heterologous wild-type TRV virus (TRVp22 construct), and from a
16K suppressor deficient TRV mutant (TRI6Kp22 construct) comparing the results
with those obtained with the wild type TRV and a 16K suppressor deficient TRV

162



Capitulo IV

mutant (TRV and TRY¥16K constructs, respectively). TheN, benthamiana plants
were co-infiltrated withA. tumefaciens strains harbouring a mixture of TRV1 and
TRV2p22 or TRV2, and TRV1K6K plus TRV2p22 or TRV2 (Figure 1A).

Fig. 1. Schematic representation Bdbacco rattle virus (TRV) andPotato virus X (PVX) constructs used

in this work. (A) In TRVp22 théfomato chlorosis virus (ToCV) p22 gene was inserted into a multiple
cloning site (Mcs) on the viral RNA2 created after removing the two genes involved in nematode
transmission of TRV. TRV is the viral vector containing the infectious TRV cDNA. InAEKp22 the

ToCV p22 gene was inserted into the Mcs and a premature stop codon was created in the RNAL encoded
16K ORF (arrowhead). TRVM16K consists of an infectious TRV cDNA that harbor a premature stop
codon in the RNAL encoded 16K ORF (arrowhead). (B) PVXp22 consists of an infectious PVX cDNA
clone that expressd®mato chlorosisvirus (ToCV) p22 from a duplicated PVX CP promoter. PVX is the

viral vector containing the infectious PVX cDNA. P¥XR25p22 p22 consists of an infectious PVX
cDNA clone that expresses ToCV p22 and harbors two stop codons in the P25 ORF (arrowhead).
PVXAP25 consists of an infectious PVX cDNA clone harboring two stop codons in the P25 ORF
(arrowhead). A vertical black line shows the multiple cloning site.

By 7-9 days post inoculation (dpi), a striking enhancement of the symptoms was
observed in plants infected with TRVp22 in which the added expression of the p22
suppressor is occurring. So, infectdd benthamiana plants developed large necrotic
lesions on stems, leaf petioles and young leaves that spread rapidly to the whole plant,
resulting in plant death by 19-21 dpi (Figure 2A). In contrast, no such a severe
symptoms were observed in the other treatments in which the plants exhibited
symptoms similar to those of the wild type TRV infection, leaf distortion, chlorotic

mottle and mild necrosis (Figure 2A), although less severe for AIBK and
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TRVA16Kp22. The results obtained with TRY6Kp22 show that no synergism occurs
when both, the recently described TRV 29K suppressor ([2eah, 2013) and p22 are
present. We analysed if it existed a correlation between the observed symptoms
enhancement and changes in the accumulation of viral RNA by northern blot analysis of
total RNA extracted from agroinfiltrated leaves at 5 dpi, and from young noninoculated
leaves at 12, 19 and 26 dpi. As shown in Figure 2B, the enhanced virus virulence
observed for TRVp22 correlated with enhanced accumulation of viral RNA at either 5,
12 and 19 dpi (analysis could not be performed at 26 dpi since TRV2p22-inoculated
plants had died by this time). In contrast to this, the expression of the suppressor p22
from a 16K suppressor deficient TRV mutant (TRMKp22 infections) did not
resulted into an increase of the RNA viral accumulation, with levels always lower than
that observed for wild type TRV-inoculated plants. In fact, by 19 and 26 dpi the RNA
viral accumulation levels in plants infected with TRMKp22, when p22 was present,
were similar to the RNA viral levels observed for TRA6K infections, when neither
16K and p22 suppressors were present (Figure 2B). Similar results were obtained in two
independent experiments.

Taken together, these results indicate that the expression of the suppressor p22
from the heterologous vector TRV when the 16K suppressor is present, causes a drastic
synergistic effect enhancing both, symptoms and RNA viral accumulation level but it

can not functionally complement a 16K defective virus.
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Fig. 2. Analysis of Nicotiana benthamiana plants inoculated witfTobacco rattle virus p22 (TRVp22),

TRV, TRVA16Kp22 and TRM16K. (A) Symptoms onN. benthamiana following inoculation with
TRV.p22, TRV, TR\WW16Kp22 and TRW16K at 19 days postinoculation. (B) Northern blot analysis of
RNA extracted from agroinfiltrated patches at 5 days post-infiltration (dpi) and from noninoculated leaves
at 12, 19 and 26 dpi of plants agroinfiltrated with constructs TRV.p22, TRV,AIBKp22 and
TRVA16K. Hybridization was carried out with a probe specific to the 3"untranslatable region that is
identical in RNA1 and RNA2. Positions of TRV genomics RNA1 and RNA2 and subgenomic RNAs
(sgRNA) are indicated. Note that RNA2 was longer in TRV.p22 and AI®¥Xp22 because of the
insertion of the p22 gene sequence. X indicates no RNA sample since plants agroinfiltrated with TRV.p22
were dead at 26 dpi, and — is a healthy negative control. Ethidium bromide staining of rRNA was used as
a loading control.

The virulence enhancement of the heterologous expression of the p22 suppressor
from a TRV vector is not linked to a faster systemic spread

We examined whether the rapid spread of the necrotic symptoms observed in
plants infected with TRVp22 was linked to a faster systemic spread of the virus. Tissue

blot analysis was done for tissue cross sections of noninoculated tissues in four different
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parts of the plants co-infiltrated with a mixture of TRV1 plus TRV2p22 or TRV2, and
TRV1A16K plus TRV2p22 or TRV2 at 1, 2, 3, 4, 5, 7 and 12 Apishown in Figure 3,

the first positive signal in noninoculated parts of the plant was observed for plants
inoculated with wild type TRV at 3 dpi. By 4 dpi, a complete systemic spread was
achieved in plants inoculated with either TRVp22 and wild type TRV. By this time,
however, the systemic spread was not evident in ABKp22 or TRWI16K-
inoculated plants. By 5 dpi, almost in all the cases the mutant or wild type viruses had
spread from the inoculated to the systemic parts of the plant, although full infection was
more evident at 7 and 12 dpi. Similar results were obtained in two independent
experiments.

These results showed that the synergistic effect of p22 did not seem to be linked
to a faster spread of the chimeric virus across the infected plant. In addition to this, the
presence of the suppressor p22 could not complement the absence of 16K of a defective
TRV mutant virus since the rate/pattern of the spreading is similar to that observed

when no suppressor, p22 or 16K, was present.

Fig.3. Analysis of the viral systemic
spread in Nicotiana benthamiana
plants inoculated witilobacco rattle
virus p22 (TRV.p22), TRV,
TRVA16Kp22 and TRW16K. Plant
stem or leaf petiole tissue cross
sections were done for several plant
locations (schematically represented at
the left of the figure); a) petiole of the
agroinfiltrated leaf, b) stem region
between the agroinfiltrated leaf and
the second leaf, c) petiole of the leaf
above the agroinfiltrated one, d)
youngest stem part of the plant.
Groups of three plants were analysed
at 1, 2, 3, 4, 5, 7, and 12 dpi.
Hybridization was carried out with a
probe specific to the 3’untranslatable
region that is identical in RNA1 and
RNA2 of TRV. X indicates that no
cross section is present.

Effect of the heterologous expression of the p22 suppressor on PVX virulence
Although it was previously demonstrated that the expression of the suppressor
protein p22 from a heterologous PVX vector enhanced the virulence of the unrelated

virus PVX when p22 was identified as a suppressor (Cafizasts 2008), a detailed
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analysis of this synergistic effect was not conducted. Here, as described above for TRV,
a full vision of the role of p22 in the context of a heterologous PVX infection was
obtained by expressing p22 from the wild type PVX (PVXp22) and from a P25
suppressor deficient PVX mutant (PXR25p22) (Figure 1B). Compared with PVX
infection that resulted into mild mosaic symptom&irbenthamiana plants at 7-8 dpi,

plants inoculated with PVXp22 exhibited an evident leaf curling in young non-
inoculated leaves that rapidly progressed into a generalized necrosis that lead to plant
death by 10-12 dpi (Figure 4A). In contrast, even no mild mosaic symptoms could be
observed in plants infected with PYXR25p22 or PVXP25, in which p22 or no
suppressor were present, respectively (Figure 4A). The necrotic disease symptoms
observed in the synergistic interaction progressed so fast that a time course for
comparative analysis of virus accumulation could only be performed at 2, 4, and 5 dpi
in agroinfiltrated leaves, and at 7 dpi in noninoculated leaves. By 7dpi, although the
noninoculaed leaves of PVXp22 infected plants already exhibited necrotic symptoms it
was still possible to extract total RNA to perform the analysis. As summarized in Figure
4B analysis of agroinfiltrated patches at 2, 4 and 5 dpi, and young noninoculated leaves
at 7 dpi showed no significant differences in the viral accumulation levels of PVXp22
and PVX, not being possible to link the enhanced symptomatology observed with an
increase of the PVXp22 accumulation levels. On the other hand, foAP25022 or
PVXAP25 inoculations, although at 2 dpi no differencethe viral accumulation levels

were observed in the agroinfiltrated patches, at 4 and 5 dpi, similar but lower
accumulation levels were observed in both cases compared to that detected for PVXp22
and PVX. Absence of detection of PXR25p22 or PVAP25 at 7 dpi in young
noninoculated leaves of test plants, indicated the strong constraints of this two P25
deleted mutant chimeras to reach distant parts of the plant. Similar results were obtained
in two independent experiments.

Altogether, the previous results indicated that the enhancement of symptom
expression observed in PVXp22 infected plants in which p22 and P25 suppressors were
present, was not linked to an increase in viral RNA accumulation. On the other hand,
the presence of p22 could not complement virulence of the chimeriAP25622

virus, showing a similar behavior to PXR25 mutant virus.

167



Capitulo IV

Fig. 4. Analysis ofNicotiana benthamiana plants plant inoculated witRotato virus X-p22 (PVXp22),

PVX, PVXAP25p22 and PVXP25. (A) Symptoms oiN. benthamiana plants following infection with
PVXp22, PVX, PVXAP25p22 and PVXP25 at 12 days postinoculation. For PVX, PAPZ5p22 and
PVXAP25 inoculations, a detail of a leaf systemically infected is shown. (B) Northern blot analysis of
RNA extracted from agroinfiltrated patches at 2, 4 and 5 days post-infiltration (dpi) and from
noninoculated young leaves at 7 dpi of plants agroinfiltrated with constructs PVXp22, PVX,
PVXAP25p22 and PVXP25. Hybridization was carried out with a probe specific to the 3"-end region of
PVX. Positions of PVX genomics RNA (gRNA) and subgenomic RNAs (sgRNA) are indicated. Note that
gRNA and sgRNA are longer in PVXp22 and PMX5p22 because of the insertion of the p22 gene
sequence. — is a healthy negative control. Ethidium bromide staining of rRNA was used as a loading
control.
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The increased virulence of the recombinant virus PVXp22 is not linked to a faster
systemic spread

As described for TRV, we examined whether the rapid spread of the necrotic
symptoms observed in plants infected with PVXp22 was linked to a faster spread of the
virus to systemic parts of the plant by hybridization analysis of squash blot of stem or
leaf petiole cross sections of noninoculated parts of the plant performed at 1, 2, 3, 4, 5
and 7 dpi (Figure 5). No significant differences were observed between PVXp22 and
PVX which showed that the first clear positive signals of virus presence in the four
sections of noinoculated parts of the plants was observed at 4 dpi for both viruses. This
positive signal was maintained in these two cases until 7dpi, although the systemic
necrosis shown by PVXp22-infected plants did not allow to perform the tissue blot of
some cross sections by 7 dpi. On the other hand, no positive signals in systemic parts of
the plants was detected for PXR25p22 or PVXAP25 inoculations. Similar results
were obtained for the two independent experiments conducted.

Taken together, these observations suggested that the heterologous expression of
the suppressor p22 from a PVX vector did not result into a faster spread of the virus
across the plant and that p22 could not functionally complement the suppressor
defective virus PVXAP25.

Fig.5. Analysis of the viral systemic
spread in Nicotiana benthamiana
plants inoculated withPotato virus X
p22 (PVXp22), PVX, PVXAP25p22
and PVXAP25. Cross sections of
plant tissues in positions a, b, c and d
(schematically represented at the left
of the figure) were done as described
in Fig. 3. Groups of three plants were
analysed at 1, 2, 3, 4, 5 and 7 dpi.
Hybridization was carried out with a
probe specific to the 3" untranslatable
region of PVX. X indicates that no
Cross section is present.
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DISCUSSION

Since viral RNA silencing suppressors have been linked to viral synergism, we
studied whether ToCV p22 suppressor, which exhibited a long lasting suppressor
activity in local assays (Cafizaresal., 2008), induced a synergistic response when
expressed from heterologous viruses. By expressing ToCV p22 form TRV and PVX
viruses, and from their 16K and P25 suppressor deficient mutants, respectively, we
advanced in understanding the role of p22 suppressor in viral synergism.

The expression of ToCV p22 from TRV vector resulted into a synergistic
interaction with an enhancement of the pathogenicity and accumulation of the viral
RNAs in plants. This enhancement, however, was not linked to a faster virus systemic
spread. The fact of finding that the p22 expression increased the viral accumulation
levels of TRV could indicate that the observed synergistic effect is at least in part due to
the combined action of different suppressors on multiple steps of the RNA silencing
pathway (MacDiarmid, 2005; Pruss al., 1997). This interaction can contribute to a
more effective way of counteracting an antiviral RNA silencing response of plants
which might then result in the observed higher viral accumulation level. TRV 16K has
been described as a relatively weak suppressor that effectively suppresses RNA
silencing in the presence of low levels of dsRNA inducer (Martinez-Peeajq 2008).

Since its activity is overcome when a dsRNA inducer accumulates, the presence of
ToCV p22 that can bind long dsRNAs (Landeo-Rébal., unpublished data) seems to

be an appropriate support for the combined action. That the increased viral
accumulation levels observed were not linked to a faster systemic spread of TRVp22
could be due to containing an extra foreign sequence that could affect the viral spread.
However, although the presence of ToCV p22 resulted into a dramatic synergistic effect
when the 16K TRV suppressor was present, it could not functionally complement a 16K
defective suppressor deficient TRV mutant virus which showed a mild phenotype, no
increase of the viral accumulation levels and an slow spread. In contrast to this, the
heterologous expression Gicumber mosaic virus (CMV; family Bromoviridae; genus
Cucumovirus) 2b, Pea early browning virus (PEBV; family Virgaviridae, genus
Tobravirus) 12K, Soil-borne wheat mosaic virus(SBWMV; family Virgaviridae genus
Furovirus) 19K, andBarley stripe mosaic virus (BSMV; family Virgaviridae;, genus
Hordeivirus) yb suppressors from a 16K deficient mutant TRV viwere able to
compensate the absence of the TRV 16K protein éLal., 2002a). Although, as stated
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before, the mechanism of action of ToCV p22 could complement TRV 16K suppressor
activity, probably other factors are also important for a functional interchangeability. In
fact, that PEBV 12K, SBWMV 19K, BSM\b and TRV 16K are all classified as
cysteine-rich proteins (CRPs) could indicate that it is important to have both a structural
and a functional similarity for being interchangeable. These
conservation/complementation of action could be linked, for example, to a required
subcellular distribution, necessary to accomplish a function. On the other hand,
although the TRV1 encoded 29K protein has been described as a suppressor of RNA
silencing (Dengget al., 2013) in addition to 16K, our results in plants infected with the
mutant recombinant virus TRAL6Kp22 seemed to indicate that no synergistic
interaction occurred between this protein and p22 when both suppressors were present
simultaneously in a TRV background.

In the case of the heterologous expression of ToCV p22 from PVX although we
observed an enhancement of symptoms leading to plant death at 10-12 dpi, no
differences in the viral RNA accumulation levels were observed in either, agroinfiltrated
or noninoculated leaves ®f. benthamiana. Similar results have been reportedNn
benthamiana infected with PVX or PVX expressing the silencing suppressor HC-Pro
either derived from PVY or TEV (Prustal., 1997; Gonzalez-Jagh al., 2005). It was
argued that the lack of an enhancement in PVX titers during this synergistic interaction
in N. benthamiana could be due to the existence of a threshold above which viral
accumulation cannot increase in this host, despite inhibition of antiviral defenses by
HC-Pro (Gonzalez-Jarat al., 2005). Therefore, since the enhanced pathogenicity
associated with the heterologous expression of the suppressor p22 from PVX does not
seem to be the consequence of a more efficient viral accumulation, other mechanisms
must be involved in the induction of synergism. Recent results by Agtiiddr (2015)
indicate that the combination of PVX with different viral suppressors capable of
inducing a systemic necrosis responséitenthamiana do not have any effect in the
PVX genomic RNA levels but enhance an/or stabilize the PVX subgenomic RNAs.
Although in our case we do not appreciate an evident increase in the viral accumulation
levels of subgenomic RNAs, we have to bear in mind that these subgenomic RNAs are
longer than in wild type PVX since they have the extra sequence of the p22 gene. Thus,
these authors propose that the systemic necrosis observed during PVX-associated
synergisms is a delayed systemic HR-like response triggered by P25 once it reaches a

threshold level as a result of the action of the heterologous suppressor of silencing
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(Aguilar et al., 2015). It is suggested thidicotiana spp. could carry a matching R gene
that can specifically recognize P25 and mount an HR, where the suppressor activity of
the P25 protein is necessary. Based on this model, we can hypothesize the heterologous
expression of the p22 suppressor could help P25 to reach a threshold expression level,
probably by stabilizing the subgenomic RNASs, triggering the HR-like response resulting
into a drastic enhancement of the necrotic symptoms that lead to plant death in a short
period of time. Similarly to what we observed for TRV, expression of p22 was unable to
compensate the impaired infection of a P25-suppressor defective mutant PVX. Even
more, the expression of p22 by the suppressor defective mutant virus seemed to limit
further the virus spread ability (see Fig. 5), probably due to a debilitating effect of the
extra sequence insertion.

In summary, the results presented here might help to understand the complexity
observed in mixed infections of viruses in nature supporting the relevance of viral

suppressors in these interactions.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1.Sequences of primers used in this work.

Gene Primer Primer sequence (5'- 3') Prlfn_er
position
pTRV1 MA 1281  (FW) TACTCAAGGGTTGTGTGAATTAAGTCACTGTTCTTGGTCAC 6121
pTRV1 MA 1282  (RV) GTGACCAAGAACAGTGACTTAATTCACACAACCCTTGAGTA 6161
PVX MA 1621  (FW) CTTTAGATTCATGACCTTAGGTAGTACATGCAGTAGCC 5543
PVX MA 1622  (RV) GGCTACTGCATGTACTACCTAAGGTCATGAATCTAAAG 5580
ToCV-p22  MA1287  (FW) ACCGAATTCATGGATCTCACTGGTTGTTTGC 7662
ToCV-p22  MA1288  (RV) TAACTCGAGTTATATATCACTCCCAAAGAAAAAC 8243

Table S1: The underlined sequences are sites restriction endonucleases introduced into primers for
cloning Eco RI in MA 1287 andXho | in MA 1288). In bold and italic sequences indicate the stop
codons introduced into primers. Primer positions indicate the positions in: RNA1-TRV genome of Ppk20
isolate with GenBank access number AF166084, pgR107 vector with GenBank access number
AY297842 and RNA1-ToCV genome of AT 80/99 isolate with GenBank access number DQ983480. FW
and RV indicate forward and reverse primers sense.
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Discusién general

ToCV pertenece al génef@rinivirus dentro de la famili&losteroviridae donde
se engloban los virus de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de mayor tamafo
y complejidad entre los virus de RNA de plantas. La expresién del genoma de los
closterovirus incluye tres estrategias: i) procesamiento proteolitico, ii) desplazamiento
de la pauta de lectura del ribosoma en un nucleétido y iii) produccion de RNAs
subgendmicos (sgRNAs) 3" coterminales (Dodfa al., 2006), siendo similar al
mecanismo de expresion descrito para los coronavirus (Kashsaly, 1997). Esta
compleja combinacién de estrategias, no descrita en ningun otro grupo de plantas
(Koonin y Dolja, 1993), genera grandes cantidades de especies de RNA viral entre las
que se encuentran RNAs altamente estructurados e intermediarios de replicacion de
doble hebra (dsRNASs) correspondientes tanto al RNA genémico como a los sgRNAs
(Hilf et al., 1995). Ya que el dsRNA es el inductor de una respuesta de defensa de la
planta basada en el silenciamiento por RNA, parece ldgico pensar que los virus de este
grupo puedan haber desarrollado eficientes y complejas estrategias de supresion de
silenciamiento para mantener la viabilidad de sus infecciones. Asi, y tal y como ha sido
descrito para otros miembros de esta familia, ToCV codifica en su genoma bipartito
hasta tres proteinas con actividad supresora del silenciamiento. Mientras que en el
RNA2 esta funcion supresora del silenciamiento se lleva a cabo por las proteinas
estructurales CP y CPm, en el RNAL esta actividad supresora se realiza por una proteina
que parece especificamente dedicada a ello, la proteina p22. Aunque ambos RNAs son
necesarios para obtener una infeccion productiva en planta, el RNA1 puede replicarse
independientemente, en contraste, el RNA2 es completamente dependiente de las
proteinas codificadas en el RNAL para su replicacion (Orilio.,e2@l14). De las citadas
proteinas con actividad supresora de silenciamiento, p22, codificada en el extremo 3’
del RNAL, posee una de las actividades supresoras descritas mas duraderas a lo largo
del tiempo, en ensayos de expresion transitoria en planta (Canetales2008). Esta
particularidad hizo que fuera considerada de especial interés, convirtiéndose en el tema
de estudio de esta tesis doctoral, donde la finalidad ultima es conocer cémo, por
mediacion de p22, ToCV es capaz de hacer frente a una respuesta defensiva por parte de
la planta basada en el silenciamiento por RNA y conocer su efecto cuando se expresa de

forma heterdloga a partir de otros virus diferentes a ToCV.

Dentro de la familiaClosteroviridae existe un alto nivel de variabilidad del

contenido en genes localizados en el extremo 3" del genoma en miembros monopartitos
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de los génerogsmpelovirus y Closterovirus, y del RNAL1 en miembros mayormente
bipartitos del génercrinivirus (Dolja et al., 2006). Aunque se trate de una region
altamente variable en contenido en genes, es bastante comudn entre los miembros de esta
familia, que al igual que ocurre con ToCV, esta region 3’-terminal codifique proteinas
con actividad supresora del silenciamiento (Reted., 2003; Luet al., 2004; Kreuzest

al., 2005; Chibeet al., 2006; Cafizarest al., 2008; Gouveiat al., 2012). El que no

exista ninguna homologia entre ellas, parece indicar que poseer un gen con estas
caracteristicas en esta posicion del genoma confiere algun tipo de ventaja adaptativa a
este grupo de virus, y ademas que es una reciente adquisicioneCablja2006). Por

tanto, dadas las implicaciones evolutivas que esta region del genoma parece tener en
este grupo de virus (Dolgt al., 2006; Cuellaet al., 2008; Tugumet al., 2013; Wang

et al., 2011), hemos realizado un estudio sobre la variabilidad genética de la region del
RNAl1 de ToCV que codifica la proteina supresora del silenciamiento p22, en
poblaciones de ToCV. Hasta el momento, los estudios realizados de variabilidad
genética del RNA1 de ToCV, se han basado principalmente en el analisis filogenético
de las secuencias nucleotidicas correspondientes a las regiones ORFla y ORF1b. Estos
estudios han mostrado la existencia de dos tipos de variantes de RNA1, denominados
tipo | y tipo Il (Lozanoet al., 2009; Fortes, 2010; Villanueva, 2014). En este trabajo, se

ha llevado a cabo un estudio de variabilidad genética de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas correspondientes a la proteina p22 de 45 aislados de ToCV recogidos en
las epidemicas ocurridas en cultivos comerciales de tomate y pimiento de las principales
zonas productoras del sudeste espafiol. Los altos valores de identidad nucleotidica y
aminoacidica encontrados, con valores entre el 96.2 y el 100 y entre el 94.8 y el 100%,
respectivamente, fueron similares a los encontrados en un estudio similar realizado con
la proteina p22 de aislados del crinivii®@seet potato chlorotic stunt virus (SPCSV)
(Tugumeet al., 2013). El andlisis del alineamiento de las secuencias de p22 mostro 19
posiciones informativas, de las cuales 9 resultaron en sustituciones no sinénimas, que se
localizaron principalmente en el tercio carboxilo terminal de la secuencia de la proteina.
Por tanto, parece existir una mayor restriccion a la variabilidad en los dos primeros
tercios de la secuencia de la proteina p22 de ToCV. En el estudio de variabilidad
genética del supresor de silenciamiento p22 de SPCSV, sin embargo, la variabilidad
encontrada se distribuia a lo largo de toda la secuencia de los aislados analizados
(Tugumeet al., 2013). El analisis de las secuencias de aminoacidos mostré que dichas

posiciones informativas determinaban la existencia de 2 tipos principales de secuencias,
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aungue no provocaban ningun cambio en la estructura secundaria de la proteina en base
a las prediccionem silico que se realizaron, lo que podria indicar la importancia de la
misma para el mantenimiento de la funcion de p22. De hecho, en la regibn amino
terminal en la que se observé mayor restriccion a la variacion existia una prevalencia de
plegamientos en alfa-hélice, que podria ser importante para el mantenimiento de la
funcion supresora del silenciamiento de p22. Del mismo modo, estudios estructurales
han mostrado que para ciertos supresores de silenciamiento por RNA que actlan
uniendo dsRNAs, la disposicion de diferentes alfa-hélices determina la estructura de
unidon necesaria para el reconocimiento del dsRNA (Liegeal., 2005; Ye y Patel,

2005). El estudio filogenético de las secuencias de aminoacidos de p22 de los 45
aislados de ToCV analizados mostré una distribucidén de las mismas en dos grupos bien
definidos, que coincidian con los determinados por los alineamientos de las secuencias
aminoacidicas, y que correspondian a los tipos 1 y Il ya descritos para el RNA1. Aunque
los aislados procedentes de otros paises (Grecia, Brasil, Florida y China) se agrupaban
con los aislados tipo Il, éstos estaban claramente separados de la rama donde se situaban
los aislados tipo Il de Espafia. En relacion al huésped del que procedia el aislado, se
observé que todas las secuencias de p22 procedentes de pimiento se agrupaban con las
de tipo I, mientras que las secuencias de aislados de tomate se agrupaban tanto con las
de tipo | como con las de tipo Il, lo que podria indicar la existencia de algun tipo de
restriccion en el caso de las secuencias tipo Il en el huésped pimiento. Una vez conocida
la existencia de estos dos tipos de proteinas p22 se ha estudiado si existia alguna
diversificacion funcional entre ambos tipos de secuencias. De hecho, se ha descrito que
mutaciones puntuales en la secuencia de proteinas supresoras de silenciamiento virales
pueden tener un efecto drastico en la actividad de estos supresorest(@he2008;
Torres-Barcel@t al., 2008; Yambaet al., 2008; Yeet al., 2009; Gouveia and Nolasco,

2012). Sin embargo, la comparacion de la actividad supresora de ambos tipos de
proteina p22 mediante un ensayo simultaneo de agroinfiltracibn en parche con GFP
(Johansen y Carrington, 2001), visualizacion de fluorescencia y analisis de muestras a
lo largo del tiempo en plantas decotiana benthamiana mostré6 que ambos tipos de
proteina p22 son capaces de suprimir de forma igualmente eficiente el silenciamiento
inducido tanto por mMRNA como por un fuerte inductor de silenciamiento como dsRNA.

En ambos casos se observd una capacidad muy eficiente y duradera de suprimir el
silenciamiento génico a nivel local de forma que hasta al menos a 25 dias post-

infiltracion (dpi) tanto la fluorescencia como los niveles de mRNA de GFP fueron
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claramente observables. Un resultado similar se ha descrito para la actividad supresora
de la proteina p22 de un aislado de ToCV de Grecia aunque con una aproximacion
experimental diferente (Katayat al., 2009). Este aislado, como hemos comentado,
aungue se agrupa con los de tipo Il, se encuentra en una rama totalmente separada de la
que incluye a los aislados esparioles. Parece, por tanto, que la presencia de un supresor
de silenciamiento con esta actividad supresora fuerte y de larga duracion es una
caracteristica conservada entre los aislados de ToCV, y podria indicar que esta actividad

es importante para el ciclo de vida del virus.

La confirmacion de que la actividad supresora de larga duracion de p22 parece
ser importante para ToCV, hizo que consideraramos de especial interés conocer el
mecanismo de accion responsable de la misma. En este sentido y dado que la compleja
estrategia de expresion de este grupo de virus genera grandes cantidades de dsRNA
viral, la molécula inductora del silenciamiento, y que la union a dsRNAs es una
estrategia frecuentemente usada por proteinas supresoras de silenciamientet (Mérai
al., 2006), nuestro primer abordaje consistié en estudiar si p22 presentaba propiedades
de union a dsRNAs, y si esta propiedad podiamos correlacionarla con su actividad
supresora de silenciamiento. Los ensayos de uniditro mostraron que p22 mostraba
una alta afinidad por moléculas de dsRNA de tamafo largo, mientras que, en nuestras
condiciones, no fue capaz de unir duplex de RNAs pequefios (SRNAs). Por tanto,
aungue no podemos descartar por completo que p22 una sSRNAs, nuestros resultados
apoyan la hipotesis de que, para la actividad supresora de p22, es mas relevante la unién
a dsRNAs de tamarfio largo, ya que en los ensayos de coinfiltracion con GFP, la
presencia de p22, incluso a prologados tiempos post-infiltracion, estaba siempre
asociada a bajos niveles de acumulacién de sRNAs, lo que parecia indicar que su
biogénesis estaba afectada (Cafizares,e2@D8). Para confirmar si la union a dsRNAs
de tamafo largo, interferia en la generacion de sRNAs, se realizé un ensayo e corte
vitro con Dicer. Los resultados de este ensayo mostraron que el complejo de union p22-
dsRNA de tamafio largo, inhibia la accion de corte de Dicer, interfiriendo por tanto en la
generacion de sRNAs. Curiosamente, aunque esta estrategia de supresion del
silenciamiento ha sido descrita frecuentemente para virus de insectos y mamiferos
(Chao et al., 2005; Lingelet al., 2005; Fenneet al., 2006; van Rijet al., 2006;
Kimberlin et al., 2010; Qiet al., 2011; Cuiet al., 2015), en pocas ocasiones ha sido
asociada a virus de plantas. De hecho, s6lo ha sido descrita en el caso de la proteina NSs
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del miembro de la famili®unyaviridae, Tomato spotted wilt virus (TSWV), y en el

caso de las proteinas CP y pl4Tdenip crinkle virus (TCV) y Pothos latent virus

(PoLV), respectivamente (Mérat al., 2005, 2006), ambos miembros de la familia
Tombusviridae. Ademas de los ensayos de unidon a dsRNAs, también realizamos
ensayos de union a RNAs de cadena sencilla (sSRNAs), ss- y dsDNAs que mostraron
gue p22 unia también de un modo muy eficiente ssSRNAs de tamario largo. Por tanto, tal
y como ha sido propuesto para la proteina supresora N de coronaviresgGu015),
podemos especular que la capacidad que muestra p22 de unir tanto sSRNA como
dsRNA podria proteger el RNA viral de dos maneras: i) uniendo ssRNA viral para
prevenir la formacion innecesaria de dsRNAs intra e intermoleculares entre cadenas
positivas y negativas de RNAs gendmicos o subgendémicos; y ii) uniendo dsRNAs
derivados del virus para protegerlos de la accion de corte de Dicer. Nos interesamos
también en intentar localizar el dominio de p22 implicado en unién a dsRNA y en
supresion de silenciamiento. El analisis de la secuencia de p22 mostré la existencia de
un dominio en dedo de zinc en la regién amino terminal similar al descrito en el
supresor p23 d€itrustristeza virus (CTV) que esta implicado en unién a RNA (Lopez

et al., 2000), y en el control de la sintesis asimétrica de cadenas de RNA de polaridad
positiva y negativa (Satyanaraghal., 2002b). Es interesante indicar que aunque p23

de CTV no presenta homologia con las proteinas de otros closterovirtsa(1.2004),

el motivo en dedo de zinc es practicamente idéntico al encontrado en p22. Asi, en p23
este dominio es del tipo GEX3HXoC, y en p22 es CXCX3CXyC. Ademas de este
hecho, el que ciertos supresores requieran un dominio funcional en dedo de zinc para
poder ejercer su actividad supresora (Chabal., 2013), sugeria que este dominio en

p22 podia ser el importante. Con el mutante creado en este dominio, se realizaron
ensayos tant vitro comoin vivo para conocer si estaba implicado en union a dsRNA

y en supresion del silenciamiento. Nuestros resultados mostraron, que a diferencia de lo
observado para la p23 de CTV, donde modificaciones en este dominio afectaban a la
interaccion con el RNA, el putativo dominio de zinc encontrado en p22 parecia ser
dispensable para la union a dsRNA. Por otra parte, aunque la actividad supresora de
silenciamiento de las proteinas mutadas parecia no ser tan duradera como la de la
proteina p22 silvestre, el analisis de los niveles de expresion mostré que en el caso de la
construccion mutante estos niveles eran claramente mas bajos que los de la construccién
de la proteina silvestre. Aunque no tenemos una explicacion para este hecho, vemos

que, aunque con bajos niveles de expresion, la proteina mantiene sus propiedades de
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supresion del silenciamiento. Por tanto, estos resultados indicaban que el putativo dedo
de zinc de p22, en el caso de ToCV, es dispensable tanto para la union a dsRNAs de
tamanfo largon vitro como para su actividad supresoraivo. Estos resultadas vitro

se correlacionaron con los obtenidos en ensayos de supresion de silenciamiento
inducidos por construcciones en horquitigplanta. Asi, el comportamiento diferencial

del supresor p19 de TBSV, que actia después de la generacion de sRNAs, con el del
supresor p22 de ToCV en dichos ensayos a prologados tiempos post-infiltracién, mostro
gue solo en el caso de p22 se producia una supresion efectiva, mientras que p19 no fue
capaz de suprimir el silenciamiento a este prolongado tiempo post-infiltracion. Ya que
en la ruta de silenciamiento por RNA inducida por estructuras en horquilla se requiere el
procesamientde novo por Dicer para producir SRNAs, el hecho de que p22 fuera capaz

de suprimir el silenciamiento a 12 dpi, indicaba que podia estar inhibiendo este paso,
probablemente mediante el secuestro del dsRNA precursor sobre el que deberia actuar
Dicer. Estos resultados estan en consonancia con resultados previos obtenidos, donde en
ensayos de coinfiltracién con GFP, la presencia de p22, incluso a 25 dpi, estaba siempre
asociada a la presencia de unos reducidos niveles de acumulacion de sRNAs de GFP
(Cafnizares et al 2008).

Aunque el uso de ensayos de unidnitro y sistemas heterélogos de expresion
transitoria para inferir el mecanismo de accion de ciertos supresores virales ha sido
recientemente cuestionado (Incarbone y Dunoyer, 2013), pensamos que el uso de estas
metodologias indirectas son una herramienta que puede ser de gran utilidad en el
estudio de las interacciones virus-planta. Una de las argumentaciones en contra del uso
de estas metodologias es que las proteinas supresores de silenciamiento virales
frecuentemente son proteinas multifuncionales que cumplen otros papeles esenciales en
el ciclo de vida del virus para lo que necesitan asociarse con los acidos nucleicos
virales, sugiriendo que la uniom vitro observada pudiera no tener relacion con
supresion de silenciamiento. En el caso de p22, sin embargo, este argumento puede no
ser valido, ya que su funcion parece ser Unicamente la de suprimir el silenciamiento en
el genoma de ToCV (Cafizaresal., 2008). Entre las propiedades de union a dsRNA
descritas para ciertos supresores que ha sido cuestionada, encontramos la descrita para
la proteina CP de TCV, en concreto desde que se ha propuesto un nuevo mecanismo de
accion por el que supresores que contienen repeticiones aminoacidicas del tipo

glicina/triptéfano (GW), entre los que se encuentran la CP de TCV, pueden competir
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con proteinas celulares que intervienen en el funcionamiento de RISC, e interferir con el
mismo (Azevedcet al., 2010). Estudios recientes, sin embargo, han mostrado que los
motivos GW también son importantes para la unién a dsRNA, tanto en el caso de la CP
de TCV, como en el caso de la proteina supresora p3FEdegonium line pattern

virus (familia Tombusviridae), donde ademas es un requerimiento imprescindible en
supresion del silenciamiento (Pérez-Cafiamas y Hernandez, 2015). Por tanto, las
propiedades de union a dsRNA mostrada por varias proteinas virales que actian como
supresoras parece no ser artefactual sino importante para su funcion supresora. De este
modo, en el caso de p22, la interferencia en el corte del dsRNA precursor por medio de
la union al mismo parece ser para ToCV un modo muy eficiente de suprimir el

silenciamiento y por tanto de conseguir una infeccién productiva en planta.

Una vez conocido el mecanismo de accién de p22 fuera de su contexto viral, se
estudio su papel durante el ciclo de infeccién viral, donde como supresor deberia tener
un papel importante contrarrestando una respuesta defensiva de la planta basada en el
silenciamiento por RNA. Para ello, en primer lugar nuestro interés se centré en conocer
si uno de los componentes de la cascada del silenciamiento por RNA frecuentemente
implicado en defensa antiviral, la RNA polimerasa dependiente de RNA 6 (RDR6),
también tenia un papel frente a la infeccién por ToCV. Para ello, hicimos uso de plantas
de N. benthamiana defectivas para la expresion de RDR6 (RDR6i) (Schvehch.,

2005), mediante ensayos de inoculacion mediados por su vector natural, la mosca
blanca. EI mayor nivel de acumulacién de ToCV observado en plantas RDRGi,
comparado con el de plantas silvestres, indicaba que RDR6 estaba implicado en la
respuesta de defensa frente a este virus. Para conocer si durante el proceso de infeccion
viral, p22 tenia algun papel frente a este componente de la cascada de silenciamiento, se
hizo uso del clon infeccioso de ToCV (Orila al., 2014) para la obtencién de un
mutante de delecion de p22 (To@fp22). Con este mutante se realizaron estudios de
infeccion tanto a nivel local como sistémico en plantakl.denthamiana silvestres y

RDRG6i. Los ensayos a nivel local mostraron que la ausencia de p22, ademas de no
afectar a la replicacién del RNA1, provocaba una desregulacion del ratio de cadenas
positivas y negativas, aumentando estas ultimas, no teniendo RDR6 ningun efecto
apreciable a este nivel. De igual modo, la ausencia del supresor p23 localizado en el
extremo 3" del genoma de CTV estaba asociado con un incremento sustancial de la
acumulacion de cadenas negativas de RNAs, especialmente los que correspondian a
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SgRNAs (Satyanarayaret al., 2002a). Aparentemente, en CTV el incremento en la
acumulacion de cadenas negativas de sgRNAs reducia la disponibilidad como
mensajero del correspondiente sgRNA de polaridad positiva. En el caso de ToCV, en
ausencia de p22 el incremento de la acumulacion de cadenas negativas correspondientes
al RNA1, que podria resultar en un incremento en los niveles de acumulacion de
cadenas positivas a partir de las cuales las proteinas requeridas para la replicacion
podrian traducirse, no se correlaciona con un incremento en los niveles de acumulacion
del RNA2. Podemos hipotetizar que, como ha sido descrito para CTV, el incremento en
cadenas negativas cuando p22 no esta presente afecta la disponibilidad de las cadenas
positivas como mensajeros, dando como resultado una reduccién de los productos
traducidos a partir del RNA1, donde esta codificada la replicasa. Alternativamente, ya
que la replicacion del RNA2 esta retrasada comparada con la del RNA1 @Dallip

2014), la ausencia de p22 podria hacer que el molde de RNA2 estuviera protegido
menos eficientemente de la degradacion, y aun habiendo una mayor acumulacién de
RNAL1 y por tanto de replicasa disponible, esto no se tradujera en un incremento de la
replicacion del RNA2. Por otra parte, los estudios a nivel sisttmico mostraron que,
aungue el mutante ToQ\¥22 tenia reducida la capacidad de infectar sisangote

plantas dé\. benthamiana silvestres, esta capacidad se vio rescatada en plantas RDRG6i.
Por tanto, estos resultados indicaban que el supresor p22 parece ser importante para que
ToCV pueda llevar a cabo de forma exitosa una infeccion sistémica en planta,
contrarrestando una respuesta antiviral mediada por RDR6. Estos resultados
conjuntamente con los obtenidos cuando p22 fue aislada de su contexto viral, y que
mostraban que p22 unia preferentemente dsRNAs de tamafio largo, nos ha permitido
proponer un modelo para explicar la confrontacion RDR6-p22 durante una infeccién
por ToCV. Asi, después de la induccion del silenciamiento antiviral en los tejidos
receptores, se sintetizard nuevo dsRNA por mediaciéon de RDR6 que sera procesado en
vsRNAs secundarios que tendrdn como diana el RNA viral para su degradacion.
Cuando ToCV produce p22, esta proteina se uniria a los dsRNAs de tamafio largo
generados por RDR6, inhibiendo de este modo la accion de corte de Dicer en vsSRNAS,
interfiriendo de este modo con la progresion del proceso de silenciamiento. Cuando p22
esta ausente, el virus es silenciado mas eficientemente, ya que RDR6 genera dsRNAs de
tamafio largo que son procesados en VvsRNAs que tendrdn como diana el virus,

impidiendo la dispersién sistémica del mismo. En plantas RDR6i en las que RDR6 esta
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silenciado constitutivamente, To@@22 puede recuperar su capacidad de infectar

eficientemente la planta.

Por ultimo, y ya que proteinas con actividad supresora estan asociadas
frecuentemente a interacciones de tipo sinérgico, el dltimo objetivo de esta tesis
consistid en estudiar el papel de p22 cuando era expresado de forma heterdloga a partir
de los virusTobacco rattle virus (TRV) y Potato virus X (PVX), en plantas dé\.
benthamiana. Aunque previamente se habia descrito el efecto sinérgico de p22 cuando
era expresado a partir de PVX, este estudio solo consisti6 en la observacién del
incremento de la sintomatologia (Cafizasteal., 2008). Asi, en este trabajo para poder
tener una vision completa del papel de p22 en estos dos sistemas heterdlogos, se
expreso p22 tanto en las versiones silvestres de los virus como en las versiones mutadas
para los supresores de silenciamiento 16K en el caso de TRVAIERY, y p25 en el
caso de PVX (PVXP25). La expresion de p22 a partir de TRV resultdurea fuerte
interaccion sinérgica consistente en un aumento de la agresividad y de la acumulacion
viral, que conducia a la muerte de la planta. Este aumento de la patogenicidad no estaba
asociado, sin embargo, a una dispersion sistémica mas eficiente del virus. El que la
expresion de p22 resultara en un aumento de los niveles de acumulacion de TRV,
parecia indicar que el efecto sinérgico observado podria ser en parte debido a la accion
combinada de diferentes supresores en multiples pasos de la ruta de silenciamiento por
RNA (MacDiarmid, 2005; Prusst al., 1997). Esta interaccion podria contribuir a
contrarrestar de un modo mas eficiente una respuesta antiviral basada en el
silenciamiento por RNA en planta, que podria resultar en el observado incremento de
los niveles de acumulacion viral. Asi, el supresor 16K de TRV ha sido descrito como un
supresor relativamente débil que suprime de un modo eficiente el silenciamiento por
RNA sélo si los niveles de acumulacion del dsRNA inductor son bajos (Martinez-
Priegoet al., 2008). Ya que la actividad de este supresor seria sobrepasada cuando el
inductor de dsRNA se acumulara, la presencia de p22, que actia uniendo dsRNA de
tamafio largo, parece constituir un apoyo idéneo en esta acciéon combinada. El que este
aumento en los niveles de acumulacién viral no vaya acompafado de una dispersion
sistémica mas rapida, podria ser debido a que el virus quimérico contiene una secuencia
extra que podria estar afectando a esa dispersion. Por otra parte, aunque la presencia de
p22 resultd en ese acusado efecto sinérgico cuando el supresor 16K de TRV estaba

presente, no fue capaz de complementar funcionalmente al virus mutante deficiente en
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la expresion del supresor 16K, como indicaban la suave sintomatologia observada, la
ausencia de incremento en los niveles de acumulacion viral, o la lenta dispersion. Por el
contrario, la expresion heterdloga de las proteinas supresoras 2b del cucumovirus
Cucumber mosaic virus (CMV), 12K del tobravirugea early browning virus (PEBV),

19K del furovirus Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMV), y yb del hordeivirus

Barley stripe mosaic virus (BSMV), a partir de un mutante de TRV deficiente en la
expresion de 16K, fueron capaces de compensar la ausencia de este supresor del virus
(Liu et al., 2002). Aunque, como se ha comentado anteriormente, el mecanismo de
accion de p22 puede complementar la actividad del supresor 16K, probablemente otros
factores son también importantes para que se pueda producir una intercambiabilidad
funcional. De hecho, el que las proteinas 12K de PEBYV, 19K de SBWiMe BSMV

y 16K de TRV hayan sido clasificadas como ricas en cisteina, podria indicar que es
importante tanto poseer una similaridad estructural como funcional para poder ser
intercambiables. Esta conservacién/complementacion de accién, podria por ejemplo
estar asociada a una cierta distribucion subcelular, que podria ser necesaria para realizar
una funcion. Por otra parte, aunque la proteina 29K codificada por TRV ha sido descrita
como un supresor de silenciamiento ademas de la proteina 16K ¢Dahg2013),
nuestros resultados en plantas infectadas con el virus recombinante mutante
TRVA16Kp22 parecen indicar que no existe una interacsiégrgica cuando las
proteinas 29K y p22 son expresadas simultaneamente en TRV. Por otra parte, en el caso
de la expresion heteréloga de p22 a partir de PVX, se produjo una acentuacion de la
sintomatologia que derivaba en necrosis sistémica y acababa matando a la planta a 10-
12 dpi. No se observaron, sin embargo, diferencias en los niveles de acumulacion viral.
Resultados similares han sido obtenidos en plantds. ¢eenthamiana infectada con

PVX o PVX que expresa el supresor de silenciamiento HCPRotdéo virus Y (PVY)

0 Tobacco etch virus (TEV) (Prusset al., 1997; Gonzalez-Jarat al., 2005). El
argumento empleado para explicar este hecho fue que el mantenimiento de los niveles
de acumulacién viral de PVX eN. benthamiana durante una interaccion sinérgica
podrian ser debidos a la existencia de un umbral de acumulacion viral que no puede ser
superado en este huésped, a pesar de que se produzca una inhibicion de la respuesta
antiviral por el supresor HCPro (Gonzéalez-Jaraal., 2005). Por tanto, ya que el
aumento de la patogenicidad asociada a la expresion heteréloga del supresor p22 a partir
de PVX no parece ser consecuencia de una mas eficiente acumulacion viral, otros

mecanismos deben estar implicados en la induccion del sinergismo. Resultados
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recientes indican que la combinacién de PVX con diferentes supresores virales capaces
de inducir una respuesta necrotica sistémichl.drenthamiana no tiene ningun efecto

en los niveles de acumulacién del RNA gendémico de PVX pero si en los de RNAs
subgenomicos, aumentandolos y/o estabilizandolos (Agetilar., 2015). Aunque en
nuestro caso nNo apreciamos un aumento evidente de los niveles de acumulacion de los
RNAs subgendmicos, hay que tener en cuenta que éstos son de mayor tamafio al tener
incluida la secuencia correspondiente a p22. Asi, estos autores proponen que la necrosis
sistémica observada durante los sinergismos asociados a PVX es una respuesta
sistémica de tipo hipersensible (HR) retrasada disparada por p25 una vez que ha
alcanzado un nivel umbral como consecuencia de la accién del supresor de
silenciamiento heterélogo (Aguilaat al., 2015). Se ha sugerido qdcotiana spp.

podria ser portador de un gen R que podria reconocer especificamente a p25 y disparar
la HR, donde la actividad supresora de p25 es necesaria. Basado en este modelo,
podemos hipotetizar que la expresion heterdloga del supresor p22 podria ayudar a que
p25 alcanzara un nivel umbral de expresion, probablemente mediante estabilizacién de
los RNAs subgenomicos, disparandose de este modo una HR que resultaria en un
drastico aumento de los sintomas necréticos y que llevaria a la muerte de la planta en un
corto periodo de tiempo. De igual modo a lo observado para TRV, la expresion de p22
no fue capaz de compensar la falta del supresor p25 en el mutante PVX. Ademas, la
expresion de p22 por el virus mutante defectivo en supresion parece limitar la

dispersién del virus, probablemente debido al efecto debilitante de la insercion extra.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer las siguientes

conclusiones:

10.

La proteina p22 dé&omato chlorosis virus (ToCV) de aislados de tomate y
pimiento recolectados en epidemias espafolas, muestra un alto grado de
conservacion en secuencia de aminoacidos donde la poca variabilidad
observada se concentra en su extremo carboxilo terminal.

A pesar del alto grado de conservacion, las proteinas p22 de los aislados
espafioles de ToCV muestran una clara diferenciacion en dos grupos
filogenéticos denominados Tipo |y Tipo IlI.

No se observa diferencia en la actividad supresora de silenciamiento de las
proteinas p22 pertenecientes a los dos grupos filogenéticos descritos, que
muestra una larga duracién en ambos casos.

En ensayosn vitro, p22 une con gran afinidad RNAs de cadena sencilla
(ssRNA) o de cadena doble (dsRNA) de tamafio largo, no presentando
propiedades de union a RNAs de tamafo pequefio (SRNAs), ni a DNA de
cadena sencilla o doble.

p22 interfiere con la accion de corte de Dicer, al unirse y secuestrar el
dsRNA precursor, inhibiéndose de este modo la generacion de sRNAs.

El dominio en dedo de zinc de p22 no parece estar implicado en la union a
dsRNA invitro, ni en la supresion de silenciamiento in vivo.

p22 se comporta de un modo diferente al supresor pl9 en ensayos de
supresion de silenciamiento inducidos por horquillplanta a prolongados
tiempos post-infiltracion. Asi, mientras que en presencia de pl9 (supresor
gue actia después de la generacion de sRNASs), el proceso de silenciamiento
se desencadena de un modo eficiente, en presencia de p22 éste no procede.
RDRG6 esta implicado en la respuesta de defensa de la planta frente a ToCV.
p22 es dispensable para la replicacion del RNA1 de ToCV, pero en su
ausencia se desregula el ratio de cadenas positivas y negativas del virus,
incrementandose la acumulacion de estas ultimas.

El incremento de intermediarios replicativos en ausencia de p22 que podria
resultar en un incremento de los niveles de acumulacion de cadenas

positivas a partir de las cuales podrian traducirse las proteinas implicadas en
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replicacidbn, no se correlaciona con un incremento en los niveles de
acumulacion del RNA2.

11. El mutante de delecion de p22 de ToCV tiene una reducida capacidad de
infectar sistémicamente plantas dé¢ benthamiana silvestres que es
rescatada en plantas defectivas para la expresion de RDR6.

12. p22 determina un fuerte sinergismo en la expresion de sintomas en plantas
de N. benthamiana cuando se expresa a partir de los virus heterdlogos
Tobacco rattle virus (TRV) y Potato virus X (PVX) que, aunque en ambos
casos conduce a la muerte de la planta, sélo en TRV va acompafiado de un
aumento en los niveles de acumulacion viral.

13. La expresidn heterdloga de p22 no es capaz de complementar
funcionalmente a mutantes de TRV y PVX deficientes en la expresion de

los supresores de silenciamiento 16K o0 p25, respectivamente.
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