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SUMMARY

Gene silencing is an important resistance of plants against viruses that limits their
accumulation and dispersién at the celular, local and systemic levels. Plant viruses
have co-evolved proteins with suppression of RNA silencing functions that can interfer
this defense at different points; some viral suppressors directly bind and sequester the
small RNAs (sRNAs) that direct silencing to specific sequence targets, thus preventing
their incorporation into the RNA-Induced Silencing Complexes (RISCs) and their
degrading action on viral RNA targets of complementary sequence. Others interact
with protein components of the silencing machinery inhibiting their functions or

degrading them. In some other cases, the same suppressor can acts in both manners.

Cucumber mosaic virus (CMV) is an RNA virus of cosmopolite distribution that causes
important losses to agricultural and ornamental crops. Different phylogenetic clades
have been established based on the sequence of the 2b gene that encodes the 2b
protein: subgroups IA and IB cause severe symptoms in plants while those of subgroup
Il are less severe. The 2b protein has silencing suppressor activity and it is a known
pathogenicity determinant in this virus. Prior to this work, several research groups had
postulated that its suppression of silencing activity required nuclear localization (Lucy
et al. 2000. EMBO 19, 1672), interaction with some argonaute proteins (AGO1: Zhang
et al. 2006b. Genes & Dev. 20, 3255) or binding to sRNAs (Goto et al. 2007. Plant Cell
Physiol. 48, 1050). The work presented in this PhD Thesis was aimed at contributing to
determine the relative importance that for silencing suppression the nuclear
subcellular localization and its interaction with host factors from the silencing
machinery (AGO proteins or small RNAs of viral sequence RNAs) had in a 2b protein

from a subgroup IA Fny-CMV strain.

To pursue this objective we used different experimental approaches. One of them was
to transiently express the 2b protein, either in its native or in modified forms in
Nicotiana benthamiana plants through the agroinfiltration technique in order to
visualize the subcellular localization in epidermal cells of protein fused to fluorescent

tags in vivo, to perform co-localization studies with other plant proteins also tagged in



order to fluoresce, or to visualize protein-protein interactions using the bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) technique, all in vivo. Crucially, a variant
application of the agroinfiltration technique allows us also to evaluate the suppressor
activities of each of our modified 2b protein constructs and thus compare them with
that of the native protein. This allowed us to determine the effect of the different
taggings or mutations we used in this work on the suppressor activities of the modified
proteins, and to correlate our observations in vivo and in vitro with their biological

activities.

We started characterizing the effects of fusions to fluorescent markers on the
suppressor activities of the native 2b protein and of nine mutants affecting regions of
the protein that previous works by others had described as relevant for diverse
reasons. We visualized with these tagged constructs their subcellular localizations and
using BiFC their interactions with proteins. On the other hand, the same nine mutants
as well as the native protein were expressed in bacteria and purified to determine

their abilities to bind to RNAs in vitro.

By performing suppression assays on the silencing of the transient expression of a co-
expressed GFP reporter we characterized the suppressor activities of each of our
constructs. All mutant constructs that had no suppressor activities accumulated also
poorly in agroinfiltrated tissue. However, when expressed in the presence of a
heterologous P19 suppressor from tombusvirus they accumulated to normal levels,
demonstrating that those mutations did not affect the stability of the protein and that
their lack of suppressor activities were not caused by their deficient accumulation for

that latter reason.

These same silencing suppressor assays showed that native 2b protein fused at either
termini to fluorescent or to other types of tags retained suppressor activity. This
allowed us to study the subcellular distribution in vivo of biologically functional native
protein and of the different mutants by tagging them to fluorescent markers (green
fluorescent protein, GFP; monomeric red fluorescent protein, mRFP1), or to visualize

interactions among proteins by BiFC also in vivo.



GFP- and mRFP-tagged 2b protein localized throughout the cytoplasm and nucleus and
within the latter in the nucleolus and cajal bodies (CBs). This is something that had not
been described previously. With regard to the mutants, three mutants with deletions
affecting the nuclear localization signals (NLSs) were found mainly in the cell cytoplasm
whereas deletion of a putative phosphorylation domain confined the protein to the
nucleolus. The remaining mutants presented a subcellular distribution similar to that
of the native 2b protein. Addition of a nuclear export signal (NES) to the protein
traslocated it to the cell cytoplasm, however, this did not affect its suppressor activity.
This fact demonstrated that for displaying suppressor activity in the cell the 2b protein

does not require its accumulation within the nucleus.

In BiFC assays the 2b proteins fused to the amino- and carboxyl- splits of the yellow
fluorescent protein interacted forming homodimers in the cytoplasm and the nucleus.
All the mutants retained this property and also the ability to interact with proteins
AGO1 in the cytoplasm and also AGO4 in the nucleus, excluding the nucleolus; and
potentially to interact to the nuclear proteins coilin, fibrillarin and nucleolin in nuclear

bodies which interaction could explain the nucleolar presence of the protein.

In in vitro assays the abilities of the native and mutant 2b proteins to bind to synthetic
sRNAs of 21 nucleotides in length were characterized: to double-stranded siRNAs (ds
siRNAs), to single-stranded siRNAs (ss siRNAs), or to a micro RNA (miRNA). The native
protein was able to bind to the three RNAs at protein:RNA molar ratios of 2:1 with
different affinities. The nine mutations analyzed affected these bindings differently,
but overall it was found that those mutants without suppressor activities had their
ability to bind those sRNAs altered, in most cases very reduced or altogether
abolished. In particular no mutant without suppressor activity could bind to ds siRNAs
at molar ratios that approached 2:1. Proteins with suppressor activities also binded to

a long RNA (6,4 kb) but the molar ratios had no biological significance.

Therefore, although the 2b protein of Fny CMV accumulates in the nucleus and within
it in the nucleolus and CBs, its suppressor of RNA silencing activity does not require
this nuclear accumulation, and appears to be done by cytoplasmic protein. From the

study of the interactions of a battery of nine mutants with themselves and with AGO



proteins in vivo or with sRNAs in vitro a correlation between suppressor activity and
the abiility to bind to sRNAs at suppressor:RNA molar ratios of 2:1 appears, in
particular with regard to the binding of ds siRNAs. This suggests that homodimers of
the 2b protein interfere with antiviral silencing through the sequestering of ds siRNAs

of viral sequence in the cytoplasm, without excluding other possible means of action.
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RESUMEN

El silenciamiento génico es una importante resistencia de las plantas frente a los virus
gue limita su acumulacion y su dispersién a nivel celular, local y sistémico. Los virus
vegetales han desarrollado proteinas con actividad supresora del silenciamiento de
RNA que pueden interferir con esta defensa en diferentes puntos; algunos supresores
virales unen y secuestran directamente los RNAs pequefios (small RNAS, sRNAs) que
dirigen el silenciamiento hacia dianas especificas previniendo su incorporacién a los
complejos de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex, RISCs)
y su accion degradadora de RNAs virales de secuencia complementaria, mientras que
otros interaccionan con componentes proteicos de la maquinaria de silenciamiento
inhibiendo su funcion o degradandolos. En algunos casos un mismo supresor puede

actuar de ambas maneras.

El Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) es un virus de RNA
ampliamente distribuido que causa importantes pérdidas en especies agricolas y
ornamentales. Se han diferenciado diferentes clados filogenéticos segln la secuencia
del gen 2b que codifica la proteina 2b: los subgrupos IA y IB causan sintomas severos
en plantas mientras que en el subgrupo Il son mas leves. La proteina 2b tiene funcién
supresora de silenciamiento y es un conocido determinante de patogenicidad de este
virus. Con anterioridad a este trabajo varios grupos de investigacidn habian postulado
que la actividad supresora de silenciamiento de esta proteina requeria de su
localizacion nuclear (Lucy et al. 2000. EMBO 19, 1672), de su interaccién con
determinadas proteinas argonauta (AGO1: Zhang et al. 2006b. Genes & Dev. 20, 3255)
o de su unidn a sRNAs (Goto et al. 2007. Plant Cell Physiol. 48, 1050).

El trabajo que se presenta en esta tesis doctoral ha pretendido contribuir a determinar
la importancia relativa que tienen en la supresion del silenciamiento antiviral la
localizacion subcelular nuclear, y sus interacciones con factores de la maquinaria del
silenciamiento antiviral (proteinas AGO o RNAs pequefios de secuencia viral) de la

proteina 2b de la cepa Fny del subgrupo 1A de CMV.
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Para perseguir los objetivos de esta tesis utilizamos diversas aproximaciones
experimentales. Una de ellas fue expresar transitoriamente en plantas de Nicotiana
benthamiana la proteina 2b, nativa o modificada, mediante la técnica de
agroinfiltracion para visualizar in vivo la localizacidn subcelular en células epidérmicas
de construcciones de proteina 2b fusionadas a marcadores fluorescentes, realizar
estudios de colocalizacién con otras proteinas de la planta también marcadas para
fluorescer, o visualizar in vivo interacciones proteina-proteina mediante la técnica de
complementacién bimolecular fluorescente (bimolecular fluorescence
complementation, BiFC). Crucialmente, una variante de la técnica de agroinfiltracion
permite también evaluar la actividad supresora de cada una de nuestras
construcciones modificadas y comparar asi su actividad frente a la de la proteina
nativa. Esto nos permitié determinar el efecto de los diferentes marcajes o mutaciones
en la actividad supresora de las proteinas modificadas, y correlacionar nuestras

observaciones in vivo e in vitro con sus actividades bioldgicas.

Caracterizamos primero el efecto de la fusion de marcadores fluorescentes en la
actividad supresora de la proteina 2b nativa y en nueve mutantes afectando a regiones
de la proteina que trabajos anteriores de otros grupos habian descrito como
relevantes por diversas razones. Con estas construcciones visualizamos sus
localizaciones subcelulares, y mediante BiFC interacciones con proteinas. Por otro lado
los nueve mutantes y la proteina nativa se expresaron y purificaron en bacteria para

determinar sus capacidades de union in vitro a siRNAs.

Mediante ensayos de supresion local del silenciamiento de un gen indicador GFP, por
proteina 2b nativa o por varios mutantes, caracterizamos las actividades supresoras de
cada uno ellos. Todos los mutantes sin actividad supresora se acumularon pobremente
en el tejido infiltrado. Sin embargo, cuando se expresaron en presencia de un supresor
heterdlogo, P19 de tombusvirus, se acumularon a niveles normales, lo que demuestra
gue dichas mutaciones no afectaban a la estabilidad de la proteina y que su falta de

actividad supresora no era debida a su deficiente acumulacién por esa razén.

Mediante los mismos ensayos de supresion de silenciamiento se observd que la

proteina 2b nativa fusionada a diferentes marcadores fluorescentes y de otros tipos en
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cualquiera de sus extremos amino o carboxilo retenia su actividad supresora de
silenciamiento. Esto nos permitié estudiar la distribucién subcelular in vivo de la
proteina nativa y la de los diversos mutantes mediante su fusién a marcadores
fluorescentes (proteina verde fluorescente, green fluorescent protein, GFP; o proteina
monomérica roja fluorescente, monomeric red fluorescent protein, mRFP1), o visualizar

interacciones entre proteinas mediante BiFC, también in vivo.

La proteina 2b marcada con GFP se localizé en el citoplasma y nucleo, y dentro de éste
en el nucléolo y cuerpos de cajal (cajal bodies, CBs), que hasta este trabajo no se habia
descrito. Los mutantes con delecciones en las sefiales de localizacion nuclear (nuclear
localization signals, NLSs) sélo se encontraron en el citoplasma, mientras que la
deleccidon de un supuesto motivo de fosforilacidén confind la proteina en el nucléolo. El
resto de mutantes no presentaron alteracién de la localizacion celular respecto a la de
la proteina 2b. La adicidn de una sefial de exportacién nuclear (nuclear export signal,
NES) a la proteina 2b la traslocé al citoplasma celular aunque esto no afectd a su
actividad supresora, lo que demostré que para la actividad supresora la proteina 2b no

necesita acumularse en el nucleo.

En ensayos de BiFC, las proteinas 2b fusionadas a las mitades amino y carboxilo de la
proteina fluorescente amarilla interaccionaron formando homodimeros en citoplasma
y nucléolo. Todos los mutantes retuvieron esta propiedad asi como la de interaccionar
con las proteinas AGO1 en el citoplasma y AGO4 en el nucleo, excluyendo el nucléolo,
y potencialmente con las proteinas nucleares coilina, fibrilarina y nucleolina en
cuerpos nucleares, cuyas interacciones tal vez podrian explicar su presencia en el

nucleo.

En ensayos in vitro se caracterizaron las propiedades de unién de la proteina 2b a RNAs
pequefios sintéticos de 21 nucledtidos: de doble hebra (double stranded siRNA, ds
siRNA), de hebra sencilla (single stranded siRNA, ss siRNA), o un micro RNA (miRNA).
La proteina 2b nativa unio los tres RNAs a ratios molares de proteina:RNA de 2:1 con
diferentes afinidades. Las nueve mutaciones analizadas afectaron a estas uniones de
manera diversa, pero se observd que aquellos mutantes sin actividad supresora tenian

su capacidad de union a estos RNAs pequefios alterada, en la mayor parte de los casos
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muy reducida o nula. En particular, ningin mutante sin actividad supresora unié ds
siRNAs a ratios molares cercanos a 2:1. Las proteinas con actividad supresora unieron
también un RNA largo (6,4 kb) aunque con una relacidn proteina:RNA sin significacién

bioldgica.

Por lo tanto, aunque la proteina 2b de Fny CMV se acumula en el nucleo, y dentro de
éste en el nucléolo y los CBs, su actividad supresora de silenciamiento de RNA no
requiere de dicha acumulacién nuclear, y parece realizarse por proteina citoplasmica.
Del estudio de las interacciones de una bateria de mutantes consigo mismas y con
proteinas AGO in vivo o con RNAs pequefios in vitro se observa una correlacion entre la
actividad supresora y la capacidad de unir estos ultimos ratios molares supresor:RNA
de 2:1, en particular ds siRNAs. Esto sugiere que homodimeros de la proteina 2b
interfieren con el silenciamiento antiviral mediante el secuestro de ds siRNAs de

secuencia viral en el citoplasma, sin excluir otras posibles formas de actuacién.
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1.1. CMV

El virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) esta ampliamente
distribuido en todo el mundo, especialmente en regiones templadas. Infecta un amplio
rango de huéspedes, tanto de especies horticolas (pepino, meldn, espinaca, apio,
tomate, patata, zanahoria, etc.) en las que produce grandes pérdidas econdmicas,
como ornamentales (crisantemo, salvia, geranio, gladiolo, margarita, tulipan, petunia,
etc.) (Ferreira y Boley 1992; Palukaitis y Garcia-Arenal 2003). Este virus se encontrd por
primera vez en pepinos (Cucumis sativus), causando sintomas de mosaico en las hojas,
de ahi su nombre (Price 1934). Es transmitido por afidos mediante transmisiéon no
persistente (Palukaitis et al. 1992), y las plantas infectadas presentan sintomas de
mosaico o moteado en las hojas, amarilleo, atrofia del crecimiento y deformacién en
hojas, flores y frutos (Fig. 1). En condiciones de laboratorio, la infeccién de CMV se
establece facilmente por inoculacién mecdnica de virus o &cido ribonucleico

(ribonucleic acid, RNA) viral (Mochizuki y Ohki 2012).

Fig. 1: Sintomas de CMV en planta. A, sintomas desarrollados por plantas de pepino infectadas con CMV
(izda., Junta de Andalucia. Consejeria de Agricultura 2014) y frutos (dcha., www.fitodiagnostico.com). B,
planta sana de Nicotiana benthamiana y planta infectada con CMV. Los sintomas manifestados por las
plantas infectadas pueden ser mosaico o moteado en las hojas, amarilleo, atrofia del crecimiento y
deformacion en hojas, flores y frutos.

CMV pertenece al género Cucumovirus de la familia Bromoviridae (Van Regenmortel et
al. 2000) junto con el virus de la aspermia del tomate (Tomato aspermy virus, TAV) y el

virus de la atrofia del cacahuete (Peanut stunt virus, PSV) entre otros. Los Cucumovirus

17



presentan una cdpsida icosahédrica de 29 nandmetros (nm) de didmetro formada por
180 subunidades proteicas, con un contenido de RNA del 18%, y tienen un genoma de
RNA tripartito de hebra sencilla y sentido positivo (Palukaitis et al. 1992; Palukaitis y
Garcia-Arenal 2003). EI RNA1 tiene un solo marco de lectura abierto (open reading
frame, ORF) cuyos nucledtidos (nts) codifican la proteina 1a, relacionada con la
replicacion viral (Nitta et al. 1988; Hayes y Buck 1990) que tiene lugar en la membrana
vacuolar o tonoplasto (Cillo et al. 2002). Esta proteina consta de un dominio metil-
transferasa, relacionado con el capping de RNAs gendmicos y subgendmicos y con la
induccion de la respuesta hipersensible en tabaco (Lakshman y Gonsalves 1985), y un
dominio con funciéon helicasa (Gorbalenya et al. 1988; Hodgman 1988; Habili y Symons
1989; Rozanov et al. 1992), con actividad ATPasa y probablemente con actividad de
union a RNAs (Kadaré y Haenni 1997). El RNA2 tiene dos ORFs que solapan
parcialmente y codifican las proteinas 2a, relacionada con la replicacion viral (Nitta et
al. 1988; Hayes y Buck 1990); y 2b, relacionada con el movimiento viral y la supresién
del silenciamiento viral (Ding et al. 1994; Ding et al. 1995a; Jones et al. 1999; Li et al.
1999; Shi et al. 2003). La proteina 2a es una polimerasa de RNA dependiente de RNA
(RNA-dependent RNA polymerase, RDR) (Habili y Symons 1989; Poch et al. 1989;
Bruenn 1991) que se expresa a partir del RNA2, mientras que la proteina 2b se expresa
a partir del RNA subgendémico 4A (Fig. 2) (Ding et al. 1994; Shi et al. 1997) y se localiza
en el nucleo y citoplasma (Lucy et al. 2000; Mayers et al. 2000). La proteina 2b
presenta funcién supresora de silenciamiento génico postranscripcional (Li et al. 1999),
actua como determinante de patogenicidad, y aunque no es necesaria en la replicaciéon
de CMV o de su RNA satélite (Ding et al. 1995b), participa en la promocién del
movimiento del virus célula-célula (Shi et al. 2003) y a larga distancia (Ding et al.
1995a; Ji y Ding 2001; Soards et al. 2002). Ademas, la proteina 2b inhibe la dispersion
de la sefial de silenciamiento génico e interfiere con la metilacién de 4&cido
desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid, DNA) en tejidos infectados (Guo y Ding
2002). Por lo tanto es una proteina funcionalmente diversa, que influye en el
movimiento viral, en la supresion del silenciamiento de RNA y en la patogenicidad. Esta
supresidn de silenciamiento parece darse de forma dual, secuestrando pequeiios RNAs
interferentes (small interfering RNAs, siRNAs) (Goto et al. 2007) e interaccionando con

proteinas argonauta (Argonaute, AGO) de las rutas de silenciamiento (Zhang et al.
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2006b). El RNA3 de CMV también tiene dos ORFs separados por una pequefia region
no codificante, que codifican las proteinas 3a de movimiento (movement protein, MP)
y de la capsida (coat protein, CP), ambas requeridas para el movimiento viral (Suzuki et
al. 1991; Boccard y Baulcombe 1993; Kaplan et al. 1995). La proteina 3a es esencial
para el movimiento del virus a larga distancia en la planta y entre células (Mossop y
Francki 1977; Suzuki et al. 1991; Boccard y Baulcombe 1993; Canto et al. 1997) que se
ha encontrado tanto en plasmodesmos (Vaquero et al. 1996; Blackman et al. 1998)
como en tejidos conductores de plantas infectadas (Blackman et al. 1998), y en ella se

ha identificado un dominio de unién a RNAs (Vaquero et al. 1996; You et al. 1999).
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Fig. 2: Organizacion gendmica de CMV. CMV esta formado por los RNAs gendmicos 1, 2 y 3; y por los
subgendmicos 4A y 4 procedentes del RNA 2 y 3, respectivamente. Todos los RNAs constan de una
estructura cap en el extremo 5’ y una estructura de pseudolazo en el 3’. EI RNA 1 tiene un ORF y codifica
la proteina 1a, una subunidad de la enzima replicasa viral. Los RNAs 2 y 3 tienen dos ORFs cada uno, y
codifican las proteinas 2a, y 2b, y 3a y 3b, respectivamente. La proteina 2a es la segunda subunidad de la
replicasa viral y es la polimerasa de RNA viral. La proteina 2b tiene principalmente funcién supresora de
silenciamiento de RNA. La proteina 3a es la proteina de movimiento viral (MP) y la proteina 3b es la
proteina de cubierta o de la capside (CP). Las proteinas 2b y 3b se expresan a partir de los RNAs
subgendmicos 4A y 4. Figura modificada a partir de Palukaitis y Garcia-Arenal 2003.

Los RNAs de CMV actian como RNAs mensajeros y son traducidos directamente por la
magquinaria celular a las proteinas que codifican, cada uno tiene una estructura de

caperuza (cap) en el extremo 5’ (Symons 1975) y una estructura en pseudolazo en el
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extremo 3’, similar a un RNA de transferencia (transfer RNA, tRNA; Rietveld et al.
1983). Las proteinas 1la, 2a y 3a se expresan a partir de los RNAs 1, 2 y 3; y las
proteinas 2b y CP se expresan a partir de los RNAs subgendmicos 4a y 4 (Ding et al.
1994; Schwinghamer y Symons 1975, respectivamente), que se corresponden con la
zona 3’ de los RNAs 2 y 3 respectivamente (Palukaitis et al. 1992; Ding et al. 1994). Los
RNAs 1, 2 y 3 del virus son encapsidados por separado (Finch et al. 1967; Habili y
Francki 1974; Kaper y Re 1974; Francki y Hatta 1980) en capsidas indistinguibles entre
si (Fig. 3), mientras que el RNA 4 subgendmico se encapsida con el RNA 3 (Habili y

Francki 1974; Lot y Kaper 1976).

Fig. 3: Particulas de CMV. Micrografia electronica de CMV preparada por el Dr. R.G. Milne, Consiglio
Nazionale delle Ricerche. |Istituto di Fitovirologia Applicata. Italia. http://ictvdb.bio-
mirror.cn/Images/Milne/cucumsv.htm

Se han caracterizado numerosas cepas de CMV, que varian en caracteristicas
seroldgicas, rango de huésped, virulencia, inducciéon de resistencia y transmisibilidad
por afidos (Mochizuki y Ohki 2012). En funcién de las secuencias de RNA, las cepas se
han dividido en tres subgrupos: IA, IB y Il (Roossinck et al. 1999; Roossinck 2002). La
similitud de secuencias nucleotidicas entre los subgrupos IA y IB es del 92-94%, entre
los subgrupos IA y Il del 74%—78%, y entre los subgrupos IB y Il del 73-78% (Roossinck
2001). En general, las cepas de los subgrupos IA y IB son mas virulentas que las cepas
del subgrupo Il (Wahyuni et al. 1992; Zhang et al. 1994; Cillo et al. 2009) y la
clasificaciéon se ha correlacionado con la actividad de la proteina 2b en las rutas de

silenciamiento de RNA (Shi et al. 2002; Lewsey et al. 2007). Los subgrupos IA y Il tienen

20


http://ictvdb.bio-mirror.cn/Images/Milne/cucumsv.htm
http://ictvdb.bio-mirror.cn/Images/Milne/cucumsv.htm

una distribucion mundial mientras que el subgrupo IB estd restringido a Asia
(Roossinck 2001). Nuestro trabajo se ha llevado a cabo con la proteina 2b de la cepa
Fny, perteneciente al subgrupo IA de CMV. Es una cepa de alta patogenicidad que
desarrolla sintomas severos en los huéspedes infectados y cuya proteina 2b estd
compuesta por 110 aminoacidos (aas) (Fig. 4). El subgrupo IB presenta sintomas un
poco menos severos, y la proteina 2b consta de 111 aas, mientras que el subgrupo Il lo
forman cepas de CMV cuyas proteinas 2b constan de 100 aas, careciendo de la tercera
a-hélice o dominio 3 definido por Ye y colaboradores (2009). En el Anexo | se puede
consultar la alineacién de secuencias peptidicas de proteinas 2b de diversas cepas de
CMV. Entre las proteinas 2b de cucumovirus es habitual encontrar una discordancia
entre el peso molecular calculado y el detectado en SDS-PAGE, siendo mayor este
ultimo en las cepas del subgrupo Il, en las cepas Fny y Q de CMV (Ding et al. 1994;
Mayers et al. 2000) y en TAV (Shi et al. 1997), y Ding y colaboradores (1994) sugirieron
gue esta discordancia se debe a modificaciones postranslacionales. Mayers y
colaboradores (2000) mostraron que aunque las proteinas 2b de las cepas de TAV y de
los subgrupo IA y Il de CMV tienen diferentes propiedades antigénicas, sus

caracteristicas bioquimicas y funciones son semejantes.

ER PSV

LS
]iTrW
65 20 I

129 100
5
Ly
14 s
% Fny
14 Mf
15
98 18 _je 1A
Y
3
51 82|,
100
22 Ix
12 2 |A
5% divergence 76
15 |5 sa | 1B

2bnt

Fig. 4: Grupos formados por las cepas de CMV. Analisis filogenético basado en el ORF de la proteina 2b
de CMV, modificado de Roossinck (2002). En rojo, cepas del subgrupo IA; en azul, cepas del subgrupo IB;
en verde, cepas del subgrupo Il. Se muestran los valores bootstrap bajo cada rama y las distancias,
medidas en cambios en nts sobre cada rama. En el Anexo | se puede consultar la alineacion peptidica de
proteinas 2b de diferentes cepas de CMV.
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1.2. Silenciamiento y defensa antiviral en plantas

Los virus de plantas son patdgenos o simbiontes bidtrofos que necesitan tejido vivo
para multiplicarse, y normalmente alcanzan un equilibrio infeccién/defensa sin causar
la muerte de la planta. En algunos casos la infeccidn viral cursa sin sintomas aparentes,
mientras que en otros causa fenotipos patoldgicos resultado de la interferencia y/o
competicion por los recursos del huésped, afectando a su fisiologia (Pallas y Garcia,
2011). El efecto de la infeccidn viral en la expresion génica es generalmente inhibitorio
(Carthew y Sontheimer 2009), y la alteracion de la expresidon génica afecta a
numerosos genes, tendiendo a ser mayor cuanto mads severos son los sintomas que
presenta la planta, ya que los genes inducidos o reprimidos participan en diferentes
procesos celulares como la regulacién hormonal, el ciclo celular y el transporte de

macromoléculas entre otros (Pallas y Garcia, 2011).

Uno de los mecanismos de defensa ante una infeccién de la planta se basa en el
silenciamiento génico, que es un mecanismo de regulacién de la expresién génica
especifico de secuencia que se observd por primera vez en plantas de petunia (van der
Krol et al. 1990), y que posteriormente se ha descrito en protozoos, plantas, hongos y
animales, con RNAs intermediarios comunes y maquinaria molecular semejante,
conservada filogenéticamente (Mlotshwa et al. 2002; Tijsterman et al. 2002). En
plantas el silenciamiento génico de transcritos o de RNAs virales se llamod
silenciamiento génico postranscripcional, y como resultado de su accién se degrada
especificamente RNAs que tienen secuencias complementarias a las de un RNA

inductor (Angell y Baulcombe, 1997).

Inicialmente se creyd que el silenciamiento inducido por RNA era un mecanismo
exclusivamente de defensa frente a virus y trasposones (Waterhouse et al. 2001), ya
qgue se activa en la defensa frente a acidos nucleicos extrafios y funciona como
mecanismo antiviral en plantas superiores (Matzke y Matzke 2004; Mello y Conte
2004; Ding y Voinnet 2007). Sin embargo, se ha visto que también participa en la
regulacién génica a nivel transcripcional y a nivel traduccional (Brodersen y Voinnet
2006), y forma una serie de rutas interrelacionadas que suprimen la acumulacién viral

y de otros patdgenos, y regulan la expresidon génica en el desarrollo y en respuestas a
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condiciones ambientales tanto a nivel de RNA como modificando el DNA y la cromatina

(Baulcombe 2004; Jones et al. 2006).

Las rutas de silenciamiento y regulacion mediadas por RNAs pequefios interferentes
(small interfering RNAs, siRNAs) dependen de una serie de procesos comunes iniciados
por un RNA de doble hebra (double-stranded RNA, dsRNA) inductor o precursor, que es
procesado a siRNAs de doble hebra de complementariedad total (double-stranded
small interfering RNAs, ds siRNAs) de 21 a 24 pares de bases (pbs) o parcial [micro
RNAs (miRNAs)] por enzimas RNasas Ill semejantes a Dicer (Dicer-like, DCLs) (Voinnet
2001). Estas rutas no son completamente independientes unas de otras y en ellas
intervienen diferentes siRNAs y miRNAs productos del procesamiento por diferentes
DCLs (Fig. 5) (Baulcombe 2004). El silenciamiento es un mecanismo muy eficiente en
defensa, y una vez activado por RNAs bicatenarios que la célula reconoce como
aberrantes o extrafios actla contra cualquier RNA citopldsmico que presente
complementariedad de secuencia con la del RNA inductor, como un sistema inmune

que opera a nivel de acido nucleico (Voinnet 2001).

En silenciamiento podemos encontrar dos procesos diferenciados: silenciamiento
génico transcripcional (transcriptional gene silencing, TGS) y silenciamiento génico
postranscripcional (post-transcriptional gene silencig, PTGS). En términos generales, el
TGS inhibe o silencia la expresién del DNA, mientras que el PTGS degrada el RNA
citosélico inhibiendo la traduccién a proteinas. Ambos procesos median la regulacién
de genes enddgenos en el desarrollo de la planta (Moussian et al. 1998). En TGS se
metilan las histonas formando heterocromatina alrededor de un gen, resultando
inaccesible a la maquinaria transcripcional. Es una metilacién de DNA dependiente de
RNAs (RNA-directed DNA methilation, RADM) que permite a la célula silenciar
trasposones y otros elementos repetitivos a nivel transcripcional, y regular genes
importantes para el desarrollo de la planta en la respuesta a infecciones, crecimiento y
desarrollo, o estrés (Mahfouz 2010). Esta RADM tiene lugar en el nucleo (Chinnusamy y
Zhu 2009; Zhang y Zhu 2011) y se descubrié inicialmente en plantas infectadas con
viroides (Wassenegger et al. 1994). Jones y colaboradores (1998) observaron que la
RdDM puede ser inducida por un virus de RNA aunque éste se replique exclusivamente

en el citoplasma, y Mlotshwa y colaboradores (2002) sugirieron que citoplasma y
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nucleo se comunican para ello de alguna forma. Por otro lado, PTGS se refiere al
silenciamiento de RNAs mensajeros (messenger RNAs, mRNAs) o de otros tipos, que
son destruidos o cuya traduccién es bloqueada, previniendo asi la expresion de las

proteinas que codifican. Este proceso media la proteccion frente a acidos nucleicos

exdgenos.
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Fig. 5: Diagrama esquematico de las rutas de silenciamiento en plantas. A, Rutas de silenciamiento. El
silenciamiento se puede dividir en cuatro fases. |, deteccion y procesamiento por DCLs de RNAs virales a
siRNAs. Il, Amplificacion de siRNAs virales primarios y secundarios por RDRs (RdRps en la figura) de la
planta. lll, Ensamblaje de siRNAs y RISC, y actuacidon de RISC activado. IV, silenciamiento sistémico y
defensa sistémica antiviral. El silenciamiento se inicia con un dsRNA exdgeno, como un RNA viral, un
intermediario de replicacidn viral o un trasposén; o endégeno, como un mRNA defectuoso al que le falta
cap o la cola poli-A; o pequeios RNAs propios en el funcionamiento celular. Diferentes DCLs procesan
los dsRNAs en siRNAs de 20-24 nts. Estos siRNAs nuclean el ensamblaje de RISC, cuyo efector es AGO.
DCL1 participa en la biogénesis de miRNAs. DCL3 participa en la formacién de siRNAs enddgenos de 24
nts que inducen metilacién de DNA e histonas. DCL2 y DCL4 generan siRNAs de 22 y 21 nts relacionados
con la defensa frente a acidos nucleicos extrafos, como los virales. Los siRNAs sirven como molde de
secuencia especifico para silenciar o regular genes, trasposones y virus, y para modificar la estructura de
la cromatina. AGO utiliza una sola hebra del siRNA como molde para el silenciamiento especifico de
secuencia. Una vez RISC encuentra la diana complementaria a este siRNA, y en funcion del siRNA y la
proteina AGO efectora, se inhibe la transcripcion, se degrada el RNA o mRNA complementario, o se
metila el DNA. Figura creada a partir de Baulcombe (2004); Hutvagner y Simard (2008); Meister y Tuschl
(2004); Brodersen y Voinnet (2006); Carthew y Somtheimer (2009); Zhang y Zhu (2011). B, DCLs. Las
proteinas DCLs compiten por la unién a dsRNAs generando siRNAs de diversa longitud que se uniran a
distintas proteinas AGO. Reproducido de (Bologna y Voinnet 2014). C, Actuacién de los siRNAs. Las
hebras de siRNA unidas a AGO guian el RISC en: 1, la degradacion endolitica de RNA; 2, la represién de la
translacién; y 3, marcar la cromatina para la metilacion. Reproducido de Ruiz-Ferrer y Voinnet (2009).
RdDM: RNA-directed DNA methylation, metilacion de DNA dependiente de RNA. Met: grupo Metilo en la
metilacion de DNA. dsRNA: double-stranded RNA, RNA de doble hebra. RdRp: RNA-dependent RNA
polymerase, polimerasa de RNA dependiente de RNA. siRNA: small-interference RNA, pequefio RNA de
interferencia. RISC: RNA-induced silencing complex, complejo de silenciamiento de RNA. AGO:
Argonaute, argonauta. DCL: dicer-like, RNAsa Ill semejante a dicer.

Brodersen y Voinnet (2006) diferenciaron tres etapas en el silenciamiento: formacién
de dsRNAs, procesamiento de éstos en siRNAs de 20-24 nts, e inhibicién de RNAs o
DNAs de secuencia complementaria o parcialmente complementaria. Cerutti y Casas-
Mollano (2006) identificaron en estudios bioquimicos y genéticos tres componentes
proteicos principales en el silenciamiento de RNA en plantas: enzimas DCLs, proteinas
AGO y RDRs. Y Baulcombe (2004) indicé que hay al menos tres rutas de silenciamiento
de RNA en plantas, que no son completamente independientes unas de otras. Estas
rutas se relacionan con las diferentes DCLs, siRNAs y AGOs que intervienen en el
ensamblaje del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing
complex, RISC). La primera ruta es citoplasmica, y el dsRNA inductor puede ser un
intermediario de replicacion de un RNA viral; la segunda es el silenciamiento de
MmRNAs mediado por miRNAs, y destruye del mRNA diana o inhibe su traduccion a
proteinas; y la tercera estd asociada a la RADM vy la supresiéon de la transcripcién

(Baulcombe 2004).
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Por lo tanto, una vez que un virus invade una célula, el silenciamiento antiviral se
puede dividir en cuatro pasos principales (Fig. 5). En primer lugar se detectan los
dsRNAs virales, generados como intermediarios durante la replicacién viral, o de la
conformacion secundaria de los RNAs virales, y las DCLs los procesan en siRNAs
primarios. En segundo lugar, las RDRs, junto con otras proteinas, amplifican los RNAs
virales generando nuevos dsRNAs virales que son procesados por DCLs en siRNAs
secundarios. En tercer lugar, los siRNAs primarios y secundarios se unen a AGO, donde
permanece una sola hebra monocatenaria, y se ensambla RISC que dirige la
degradacion de los RNAs virales con secuencias complementarias a las de estos siRNAs
guia o media la metilacién de acidos nucleicos en RdDM, en funcién del RISC que se
ensamble. Por ultimo, la sefial o sefiales de silenciamiento sistémico se transportan
célula-célula por los plasmodesmos (Mlotshwa et al. 2002) y por el floema hacia el
resto de la planta (Yoo et al. 2004), estableciendo el silenciamiento y defensa sistémica

antiviral (Dunoyer et al. 2005; Molnar et al. 2010, 2011).
1.2.1. Deteccion y procesamiento de RNAs virales

El silenciamiento se inicia a partir de precursores de dsRNA (Fig. 5), que varian en
funcién de su longitud y origen, y que son procesados por las DCLs a siRNAs (Meister y
Tuschl 2004). Estas DCLs de plantas son enzimas semejantes a las enzimas Dicer de
vertebrados y levaduras. Las DCLs contienen un dominio Piwi/Argonaute/Zwille (PAZ),
gue une un extremo del dsRNA precursor de siRNAs, con dos nts desapareados en el
extremo 3’. La hebra de RNA se extiende hasta el centro procesador en que el dominio

RNAsa Il corta el RNA, dejando dos nts desapareados en el extremo 3’.

En A. thaliana hay 4 DCLs que generan siRNAs de diferente tamafio (Blevins et al. 2006;
Bouché et al. 2006; Deleris et al. 2006; Fusaro et al. 2006; Diaz-Pendon et al. 2007) en
funcién de la distancia entre los dominios PAZ y RNAsa (MacRae et al. 2006). Aunque
el dsRNA viral es accesible a todas las DCLs, DCL2 y DCL4 son las que presentan mas
afinidad por los RNAs virales. DCL1 participa en la biogénesis de miRNAs de 21 nts
(Finnegan et al. 2003; Papp et al. 2003; Xie et al. 2004) que se incorporan a AGO1 y su
diana son mRNAs (Xie et al. 2004; Baumberger y Baulcombe 2005), aunque también

puede actuar sobre dsRNAs (Blevins et al. 2006; Bouché et al. 2006). DCL3 genera
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siRNAs de 24 nts a partir de siRNAs asociados a repeticiones (repeat-associated small
interfering RNAs, rasiRNAs), que se incorporan a AGO4 y guian la metilacion de DNA y
modificacion de histonas en TGS (Xie et al. 2004; Matzke y Birchler 2005). Esta DCL3
puede producir siRNAs virales primarios en ciertas condiciones (Wang et al. 2011b) y
tiene un papel antiviral contra CMV (Bouché et al. 2006; Fusaro et al. 2006; Diaz-
Pendon et al. 2007), y puede amplificar la producciéon de siRNAs de 21 nts de DCL4
(Diaz-Pendon et al. 2007). En A. thaliana, DCL2 y DCL4 producen siRNAs virales contra
distintos virus de RNA de polaridad positiva como CMV, de forma jerarquica o
redundante (Bouché et al. 2006; Deleris et al. 2006; Fusaro et al. 2006; Diaz-Pendon et
al. 2007) y en funcién del virus inductor (Blevins et al. 2006). Bouché y colaboradores
(2006) mostraron que en infecciones con CMV, la mayoria de siRNAs virales eran
producidos por DCL4, y Deleris y colaboradores (2006) constataron que DCL2 podia
suplir su actividad. Diversos autores han informado de que en plantas infectadas se
encuentran principalmente siRNAs virales de 21 nts, producto de DCL4, seguidos por
siRNAs de 22 nts (por debajo del 20% de siRNAs virales), producto de DCL2 (Ding 2010;
Llave 2010), por lo que DCL4 actia como sensor primario en la produccion de siRNAs
primarios de actividad antiviral (Xie et al. 2004; Bouché et al. 2006; Deleris et al. 2006;
Fusaro et al. 2006; Bologna y Voinnet 2014). La enzima DCL4 también esta implicada
en la propagacién del silenciamiento célula-célula (Dunoyer et al. 2005; Blevins et al.

2006) que aisla al virus en las hojas inoculadas (Deleris et al. 2006).
1.2.2. Ensamblaje de RISC

Las moléculas de dsRNAs procesadas por las DCLs generan siRNAs que se adhieren a
las proteinas AGO. Estas proteinas también tienen un dominio PAZ que une RNAs de
hebra sencilla, siRNAs o miRNAs (Lingel et al. 2003; Song et al. 2003; Yan et al. 2003),
un dominio Mid, y un dominio PIWI con accion RNAsa que cataliza el corte de la hebra
complementaria al siRNA, degradandola (Song et al. 2004; Parker et al. 2005). Son las
efectoras del complejo RISC y por tanto un componente clave en las rutas de

regulacién génica en que participan los siRNAs.

En A. thaliana hay 10 AGOs que actuan junto con las DCLs en el procesamiento de

diferentes especies de siRNAs (Dunoyer et al. 2007), participan en la maduracién del
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siRNAs eliminando su hebra no activa (Matranga et al. 2005; Miyoshi et al. 2005;
Leuschner et al. 2006) por la norma de la asimetria (Khvorova et al. 2003; Schwarz et
al. 2003), e inician la adhesion al RNA especifico complementario a la hebra de siRNA
que portan (Hutvagner y Zamore 2002). La proteina AGO activada con el siRNA dirige el
ensamblaje de RISC y este complejo funciona como una multiproteina que reconoce y
se adhiere a RNAs complementarios al siRNA que porta, catalizando su degradacién o
represion (Hammond et al. 2000; Zamore et al. 2000; Meister y Tuschl 2004). Meister y
Tuschl (2004) comprobaron que las proteinas AGO usan unas proteinas adaptadoras
qgue seleccionan los siRNAs y miRNAs procedentes de diferentes dsRNAs, que se
ensamblan en diferentes RISCs en funcion de los cofactores que participan, por lo que
algunos autores han diferenciado entre RISC o siRISC, que contienen siRNA, y miRISC,
gue contienen miRNA (Mourelatos et al. 2002; Carthew y Sontheimer 2009). De este
modo, la diana de RISC puede ser un mRNA, un RNA viral o DNA en el caso de RdDM
(Wassenegger 2000; Bender 2001; Lippman y Martienssen 2004) y el corte
endonucleotidico se da en la region complementaria, unos 10 nts por delante del nt

emparejado con el extremo 5’ del siRNA acoplado a AGO (Elbashir et al. 2001).

Bologna y Voinnet (2014) definieron tres clados que contienen las diez proteinas AGO
identificadas en Arabidopsis: AGO1, 5 y 10; AGO2, 3y 7; y AGO4, 6, 8 y 9. La mayor
parte de éstas (AGO1, 2, 3, 4, 5, 7 y 10) se han implicado en la defensa antiviral de
plantas (Hamera et al. 2012; Garcia-Ruiz et al. 2015; Wang et al. 2011b; Schuck et al.
2013; Qu et al. 2008; Jones et al. 2006; Feng et al. 2013; Jaubert et al. 2011). Bologna y
Voinnet (2014) han asociado principalmente AGO4, 6 y 9 con siRNAs de 24 nts; AGO1,
2, 5y 7 con siRNAs de 21-22 nts; y AGO7 y 10 casi exclusivamente con los miR390 y
miR165/166, respectivamente; mientras que AGO8 presenta bajos niveles de
expresion en Arabidopsis y se ha considerado un pseudogén al que aun no se ha

atribuido un papel (Bologna y Voinet, 2014).

Diversos autores han relacionado AGO1, 2 y 4 con la infeccién y resistencia frente a
CMV (Wang et al. 2011b; Ye et al. 2009; Hamera et al. 2012; Diaz-Pendon et al. 2007;
Zhang et al. 2006b), y unen diferentes conjuntos de siRNAs virales primarios y
secundarios. AGO1 se ha asociado con miRNAs y siRNAs de transgenes, siRNAs virales y

trans-acting siRNAs (ta-siRNAs) (Baumberger y Baulcombe 2005; Qi et al. 2005; Zhang

28



et al. 2006b; Montgomery et al. 2008b) de 21 nts y con uridina en el extremo 5’ (Mi et
al. 2008; Takeda et al. 2008; Wang et al. 2011b), aunque recientemente también se ha
observado un alto porcentaje de siRNAs de 24 nts unidos a AGO1l. AGO2 toma
principalmente siRNAs con adenosina en el extremo 5’. El sesgo de AGO1 y 2 por
siRNAs con uracilo o adenina en 5’ se ha observado también en la seleccion de siRNAs
endogenos (Mi et al. 2008; Montgomery et al. 2008a; Takeda et al. 2008). Wang y
colaboradores (2011b) observaron que durante la infeccion viral AGO1 era necesaria
en el silenciamiento de siRNAs secundarios, y que las plantas defectivas en esta
proteina eran hipersusceptibles a las infecciones (Morel et al. 2002; Qu et al. 2005;

Zhang et al. 2006b).

Como respuesta general de la planta frente a virus, se ha notificado un aumento en la
induccion de la transcripcion de AGO1 en las infecciones con CMV, con el virus de la
mancha en anillo del cimbidium (cymbidium ringspot virus, CymRSV) y con la cepa cr
del virus del mosaico del tabaco (tobacco mosaic virus, TMV) (Zhang et al. 2006b;
Csorba et al. 2007; Havelda et al. 2008). Sin embargo este incremento no conllevaba
un aumento en la actividad de la proteina, ya que los supresores de silenciamiento
virales pueden condicionar la produccién de AGO, la estabilidad de los siRNAs, la carga
de siRNAs en AGO1, o la traduccién, estabilidad, actividad o degradacion de AGO1
(Chapman et al. 2004; Lakatos et al. 2006; Zhang et al. 2006b; Baumberger et al. 2007;
Bortolamiol et al. 2007; Csorba et al. 2007; Azevedo et al. 2010; Chiu et al. 2010; Giner
et al. 2010; Varallyay et al. 2010).

Las proteinas AGO4 y AGO6 se han asociado con la metilacién de DNA e histonas (en
RdDM). Li y colaboradores (2008) localizaron AGO4 en el nucleo y en los cuerpos de
Cajal (Cajal bodies, CBs), y unos cuerpos asociados al nucléolo llamados cuerpos A-B,
donde su actividad se ha relacionado con RdDM junto con otras proteinas con la
misma localizacién (RDR2, DCL3 y la subunidad NRPD1 de la polimerasa IV con
actividad polimerasa de RNA dependiente de DNA) lo que ha sugerido que en los CBs
se da el silenciamiento transcripcional dependiente de siRNAs de 24 nts (Li et al. 2006;
Li et al. 2008). Tras la activacion con el siRNA, AGO4 recluta RISC y las metiltranferasas
de DNA que metilan el DNA y forman heterocromatina (Fig. 5) (Wassenegger et al.

1994; Matzke et al. 2007; Chinnusamy y Zhu 2009; Law y Jacobsen 2010). En

29



Arabidopsis se ha identificado parte de los componentes involucrados en RdADM: DCL3,
otras proteinas que reclutan la RdDM, proteinas que metilan el DNA y proteinas que
remodelan la cromatina (Mahfouz 2010; Zhang y Zhu 2011). Cao y Jacobsen (2002)
observaron que AGO4 y AGOG6 participan en RdADM uniendo siRNAs y en el ensamblaje
de enzimas metiltransferasas que catalizan la metilacién de novo de DNA. La enzima
citosina demetilasa revierte esta metilacion, con lo que la expresidon génica tiene un
control dindmico en respuesta a sefiales de crecimiento y desarrollo, estrés, o
infecciones. Diversos estudios han mostrado que la ruta de RdDM puede reconocer
acidos nucleicos virales, transgenes y trasposones (Kumpatla et al. 1998; Matzke y
Matzke 1998; Voinnet et al. 1998), y se pueden utilizar virus para silenciar genes

especificos en la planta a nivel de DNA (Kanazawa et al. 2011).

Wang y colaboradores (2011a) han mostrado que AGO1 puede suplir la funcién de
AGO4 en plantas de Arabidopsis defectivas en ago4, por lo que AGO1 puede actuar de
forma redundante en la regulacion de RdDM (Wang et al. 2011a). La diversificacidn,
especializacidn, solapamiento y redundancia en las rutas de silenciamiento por RNA,
con sus distintas DCLs y AGOs podria por lo tanto resultar ventajosa para la planta a
pesar de su coste, permitiendo regular diferencialmente unas rutas y otras, y potenciar
por ejemplo la ruta de silenciamiento involucrada en la defensa antiviral sin necesidad
de alterar otras rutas de silenciamiento implicadas en otros procesos enddgenos, o

compensar el bloqueo de una de ellas mediado por patégenos.

1.2.3. Generacion de siRNAs virales secundarios

Se han descrito tanto RDRs de plantas como RDRs de origen viral. Las RDRs de planta
amplifican secuencias de RNA a partir de RNAs de hebra sencilla o transcritos de RNA,
produciendo de novo intermediarios de doble cadena que sintetizan la cadena
complementaria usando iniciadores o cebadores de la reaccién, como los siRNAs
(Ahlguist 2002). Schiebel y colaboradores (1998) caracterizaron la primera RDR vegetal
en tomate, y poco después se observd que también participaban en los mecanismos
de defensa antiviral frente a virus de RNA, donde juegan un papel importante en el
silenciamiento. En Arabidopsis hay seis RDRs que intervienen en la amplificacién y la

diseminacion del silenciamiento. Wang y colaboradores (2010) sugirieron que se
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desarrollaron para participar en la biogénesis de siRNAs endégenos y en la
amplificacién de siRNAs virales, como mecanismo de defensa antiviral. Las RDRs
vegetales no actian sobre mRNAs, que presentan las estructuras cap y la cola Poli-A
(secuencia larga de poliadenilato, formada por multiples adeninas), sino sobre RNAs o
mRNAs carentes de estas estructuras, mientras que las RDRs virales si pueden actuar
en aquellos mRNAs. Los dsRNAs generados por las RDRs son sustrato de las DCLs que
generan siRNAs virales secundarios (Baulcombe 2004), y tanto DCL2 como DCL4
pueden reconocer y procesar los dsRNAs producto del sistema RDR6/supresor de
silenciamiento génico 3 (Suppressor of gene silencing 3, SGS3) para producir siRNAs
virales secundarios, a diferencia de DCL1y DCL3, que no los pueden producir (Wang et

al. 2011b).

La infeccion viral estimula la expresion de genes rdr en muchas plantas (Ahlquist 2002),
y diversos estudios han mostrado que en Arabidopsis se producen siRNAs virales
secundarios a consecuencia de la actividad de las RDRs del huésped frente a
infecciones de virus de RNA de polaridad positiva (Diaz-Pendon et al. 2007; Donaire et
al. 2008; Garcia-Ruiz et al. 2010; Wang et al. 2010). Las RDRs también son inducibles
por el acido salicilico (salicilic acid, SA), fitohormona que dispara respuestas de defensa

genéricas (Xie et al. 2001).

De las seis RDRs de A. thaliana, se ha confirmado la intervencién de RDR1, 2y 6 en la
respuesta antiviral. Las restantes (RDR3, 4 y 5) no participan en la respuesta antiviral
de silenciamiento o su actividad es secundaria a las de RDR1 y RDR6 (Lowery 2012).
Estas dos participan en el silenciamiento antiviral frente a virus de RNA (Yang et al.
2004; Schwach et al. 2005; Diaz-Pendon et al. 2007; Donaire et al. 2008), y RDR6, junto
con DCL2 y DCL4, es la responsable de la biogénesis de siRNAs enddgenos de la planta
para silenciar miRNAs (Poethig et al. 2006; Chapman y Carrington 2007; Voinnet 2008).
Wang y colaboradores (2010) han mostrado que RDR1 amplifica preferentemente la
region terminal 5 de los tres RNAs de la cepa Fny de CMV, mientras que RDR6

amplifica preferentemente la region terminal 5’ y el RNA 4.

Diversos estudios han mostrado que la proteina 2b de CMV suprime in vivo el

silenciamiento de RNA dependiente de RDR6 (Diaz-Pendon et al. 2007; Zhang et al.
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2008; Wang et al. 2011b), y en plantas defectivas en rdr6 la infeccién viral se ve
facilitada (Jiang et al. 2012). La dispersidon de silenciamiento antiviral célula-célula
depende de RDR2 y RDR6, aunque en su propagacién a larga distancia no se da esta
dependencia (Dunoyer et al. 2005; Schwach et al. 2005; Brosnan et al. 2007; Dunoyer
et al. 2007; Smith et al. 2007; Diaz-Pendén y Ding 2008; Voinnet 2008). Se ha
observado que el silenciamiento se extiende en ambos sentidos del siRNA inductor
(3'=>5’ y 5’>3’) en plantas, mientras que en otros organismos, como nematodos, se
extiende sélo en un sentido (3’>5’) (Sijen et al. 2001; Vaistij et al. 2002; Petersen y
Albrechtsen 2005).

1.3. Supresores virales de silenciamiento de RNA: mecanismos

virales de interferencia con el silenciamiento génico

La invasion de un virus induce respuestas de defensa en la planta, como el
silenciamiento de RNA viral. Los virus han desarrollado supresores de silenciamiento
de RNA (Li y Ding 2006; Ding y Voinnet 2007; Valli et al. 2009) que bloguean las rutas
de silenciamiento en diferentes puntos y permiten la invasién del huésped
(Anandalakshmi et al. 1998; Kasschau y Carrington 1998; Vance y Vaucheret 2001;
Chapman et al. 2004; Mlotshwa et al. 2005; Diaz-Penddn y Ding 2008). Actualmente se
han identificado mas de 35 familias de supresores virales de silenciamiento de RNA en

virus de plantas (Diaz Penddn y Ding, 2008; Li y Ding 2006; Pumplin y Voinnet 2013).

Jones y colaboradores (1999) mostraron que CMV prevenia el silenciamiento en
plantas en nuevos tejidos no silenciados. Y Li y colaboradores (1999) demostraron que
la proteina 2b de TAV tiene funcidn supresora de silenciamiento, como corroboraron
Lucy y colaboradores (2000) en la cepa Q de CMV. Los ensayos de Béclin y
colaboradores (1998) con la cepa R de CMV (subgrupo 1), mostraron que la proteina
2b inhibia la dispersion de la seiial sistémica de silenciamiento en Arabidopsis y tabaco,

como han observado también Mlotshwa y colaboradores (2002).
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Aunque los supresores de silenciamiento tienen secuencias y funciones especificas
diversas, comparten algunos mecanismos de accién y propiedades bioquimicas (Diaz-
Pendén y Ding, 2008; Li y Ding, 2006; Ding y Voinnet, 2007). Unos parecen actuar
uniendo y secuestrando siRNAs para inhibir el ensamblaje de RISC y la dispersién
célula-célula del silenciamiento (Chapman et al. 2004; Lakatos et al. 2006; Dunoyer et
al. 2010), lo que podria ser un mecanismo general de supresidn de silenciamiento de
RNA (Mérai et al. 2005; Lakatos et al. 2006; Li y Ding 2006); mientras que otros inhiben
el silenciamiento interaccionando con los componentes proteicos de su maquinaria
(Wu et al. 2010; Burgyan y Havelda 2011); y algunos supresores tienen mecanismos de
actuacién multiples en varios puntos de las rutas de silenciamiento. La interrupcién o
supresién del silenciamiento de un modo u otro lleva eventualmente a la reduccién o
eliminacion completa de siRNAs (Zhang et al. 2006b). La proteina 2b de CMV, nuestro
objeto de estudio, se podria encontrar entre estos supresores de actuacion multiple,
uniendo siRNAs e interaccionando con las proteinas AGO, como se discutird mas

adelante.

Los supresores de silenciamiento no sélo afectan a la defensa antiviral de la planta,
sino que interfieren y alteran procesos fisioldgicos bdsicos dependientes de la
regulaciéon de la expresién génica enddgena, favoreciendo las condiciones para la
infeccion sistémica. De este modo, el virus utiliza la maquinaria de silenciamiento de la
planta reprogramando la expresion génica del huésped y proporcionando un entorno
celular favorable a la proliferacidn viral (Dunoyer y Voinnet 2005; Zhang et al. 2006b;
Ding y Voinnet 2007; Donaire et al. 2008; Donaire et al. 2009). Esta reprogramacién
contribuye a la patogénesis y al desarrollo de sintomas caracteristicos de diferentes
virus (Whitham y Wang 2004; Pallas y Garcia 2011), y se ha visto en distintos estudios
gue parte de los sintomas manifestados por las plantas infectadas con CMV se deben a
la interferencia de los supresores con las rutas de regulacion génica (Carrington y
Ambros 2003; Peragine et al. 2004; Borsani et al. 2005; Du et al. 2014b). A
continuacion veremos mas detenidamente diferentes mecanismos mediante los cuales

los supresores virales interrumpen el silenciamiento de RNA.
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1.3.1. Union de supresores virales a acidos nucleicos

Una propiedad observada en varios supresores de silenciamiento de distintas familias
de virus no relacionadas es su capacidad de union a siRNAs y dsRNAs (Fig. 6) (Bucher et
al. 2004; Chapman et al. 2004; Chellappan et al. 2005; Lu et al. 2005; Mérai et al.
2005). La captura de siRNAs podria bloquear la sefial de silenciamiento local y
sistémico al impedir que el siRNA se una a AGO (Schott et al. 2012) bloqueando el

silenciamiento.

Algunos supresores que unen RNAs son las proteinas 2b de Cucumovirus, P14 de
Aureusvirus, P15 del virus del macizo del cacahuete (Peanut clump virus, PCV), P19 de
Tombusvirus, P21 de Closterovirus, AC4 de Geminivirus, B2 de Nodavirus y la proteasa
componente “helper” de Potyvirus (helper component-protease, HC-Pro) del virus del
mosaico del nabo (Turnip mosaic virus, TUMV) (Goto et al. 2007; Rashid et al. 2008;
Chen et al. 2008; Silhavyi et al. 2002; Vargason et al. 2003; Chapman et al. 2004;
Lakatos et al. 2004; Chellapman et al. 2005; Lu et al. 2005; Mérai et al. 2005; Garcia-
Ruiz et al. 2015).

Los supresores de silenciamiento unen diferentes tipos de RNAs, la proteina P19 del
virus de las manchas en anillo del clavel italiano (Carnation italian ring-spot virus, CIRV)
y del virus del enanismo arbustivo del tomate (Tomato bushy stunt virus, TBSV), unen
siRNAs de 21 nts con extremos romos o con dos nts desapareados en los extremos 3’
(Silhavy et al. 2002; Vargason et al. 2003; Ye et al. 2003), otros supresores como HC-
Pro del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV), P21 del virus del
amarilleo de la remolacha (Beet yellows virus, BYV) y p122 de TMV, unen in vitro
siRNAs con dos nts desapareados en los extremos 3’ (Lakatos et al. 2006; Csorba et al.
2007). HCPro de TuMV une in vivo siRNAs de 21 y 22 nts (Garcia-Ruiz et al. 2015); y
otros supresores, como B2 del virus del escarabajo neozelandés (Flok house virus, FHV)
y P14 del virus latente del Pothos (Pothos latent virus, PoLV) unen dsRNAs
independientemente de su tamano. En virus animales se ha visto que los supresores
de silenciamiento pueden impedir el acceso de las DCLs a los dsRNAs, inhibiendo la
generacion de siRNAs (Chao et al. 2005; Lu et al. 2005; Aliyari et al. 2008) aunque no se

ha observado tal hecho en virus vegetales.

34



Chen y colaboradores (2008) observaron que la proteina 2b de TAV unia siRNAs
independientemente de su secuencia por medio de residuos con carga positiva
situados en la primera a-hélice, algunos de ellos formando parte de las sefiales de
localizacion nuclear (Nuclear localisation signal, NLS) y el motivo de fosforilacién, que
también participa en el reconocimiento de la hélice de RNA. Duan y colaboradores
(2012) mostraron que en la cepa SD (subgrupo IB) de CMV las dos primeras a-hélices
de la proteina 2b, en que se encuentran las NLSs y el motivo de fosforilacion, son
necesarias en la unién a siRNAs de 21 nts, aunque sélo la primera es necesaria en la
union a siRNAs de 24 nts y RNAs largos. Estos mismos autores confirmaron que las
NLSs y la sefal de localizacidon nucleolar (Nucleolar localisation signal, NoLS) forman
parte de la estructura de unién a RNAs de la proteina. Rashid y colaboradores (2008)
por otro lado observaron que la mitad amino de la proteina 2b de TAV (aas 1-71) une
in vitro siRNAs, miRNAs y RNAs de hebra sencilla en ensayos de espectroscopia; y Chen
y colaboradores (2008) observaron la unién preferente a siRNAs de 21 nt, siRNAs de
hebra sencilla de 21 y 30 nts y miRNAs in vitro con diferente afinidad. Goto y
colaboradores (2007) mostraron que la proteina 2b de la cepa CM95R (subgrupo IA) de
CMV unia in vitro siRNAs y miRNAs, como las proteinas P19 de tombusvirus y P21 de
BYV. En este estudio, la proteina 2b mostré mas afinidad por el siRNA que por el
miRNA, mientras que P19 tuvo semejante afinidad por ambos; y en un estudio
posterior, Hamera y colaboradores (2012) observaron que la proteina 2b de la cepa SD

(subgrupo IB) de CMV unia in vivo siRNAs y miRNAs.

En algunos casos en que se ha observado unidn in vitro a siRNAs, ésta no se ha
demostrado in vivo (Schott et al. 2012). Y en ocasiones distintos grupos de
investigacidn han obtenido resultados diferentes que se podrian deber a diferencias en
las técnicas o en las cepas de virus utilizadas. En el caso de la proteina 2b de CMV,
algunos autores han propuesto que su mecanismo de supresién de silenciamiento es la
union y secuestro de siRNAs (Wang et al. 2004; Goto et al. 2007; Rashid et al. 2008;
Kanazawa et al. 2011; Duan et al. 2012; Hamera et al. 2012), mientras que otros han
propuesto que su modo de accion se basa en la interaccidn e inhibicién de proteinas

AGO (Mérai et al. 2006; Zhang et al. 2006b).
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La utilizaciéon de plantas de Arabidopsis defectivas en dcls ha permitido discriminar el
efecto de la actividad de algunos supresores en diferentes rutas de silenciamiento. Asi,
se va visto que la proteina p38 del virus del arrugamiento del nabo (Turnip crinkle
virus, TCV) inhibe la acumulacién de siRNAs de 21 nts dependientes de DCL4 (Deleris et
al. 2006) y que la proteina 2b de CMV suprime el silenciamiento inhibiendo la
acumulacién de siRNAs virales de 21, 22 y 24 nts (productos de DCL4, DCL2 y DCL3,
respectivamente) (Bouché et al. 2006; Fusaro et al. 2006; Diaz-Penddn et al. 2007), lo
que es compatible con la actividad bloqueadora de RADM e inhibicién de la dispersion
de la sefal de silenciamiento célula-célula que se ha visto en esta proteina (Guo y Ding

2002).

La union de las proteinas supresoras a RNAs de diferentes tipos interrumpe el
silenciamiento tanto al unir dsRNA, impidiendo la actuacién de las DCLs que generan
siRNAs, como al unir siRNAs, impidiendo que éstos se unan a AGO. También interfieren
con la dispersidn de la senal de silenciamiento, ya que los siRNAs de 21 y 22 nts estan
implicados en la dispersion local y sistémica del silenciamiento en plantas infectadas

(Diaz-Pendon et al. 2007).

36



dsRNA viraI—u‘.
| BN N BN | | . N | T
cortes por DCLs ‘_l - .
DRB4

Senal de silenciamiento

sistémico @
@ — |

LT

2b

SIRNAs LTI 5h SNy

virales

Amplificacion

ensamblaje de RISC ‘ JIIEL"‘
AGO1/2/7
-

2b
RISC

captura de RNA -
AGO1/2/7
Corte y degradacion de RNAs diana

Fig. 6: Actividades de supresores de silenciamiento virales en las rutas de silenciamiento. El esquema
muestra la supresién del silenciamiento de RNA por diferentes supresores de silenciamiento virales. En
las rutas de silenciamiento los dsRNAs virales son detectados y degradados a siRNAs por enzimas DCLs
(DCL2/3/4), con actividad RNAsa lll. El siRNA viral resultante se une a proteinas AGO, y se ensambla el
RISC. Este RISC, utilizando una de las hebras del siRNA como molde, degrada RNAs virales diana. Las
RDRs del huésped y otros cofactores como SGS3 amplifican la sefial de silenciamiento generando siRNAs
secundarios y dispersando el silenciamiento a tejidos sistémicos de la planta. Los supresores virales de
silenciamiento podrian actuar uniendo siRNAs, previniendo el ensamblaje de diferentes efectores o
inhibiendo su funcién, o uniéndose al dsRNA inductor, como la proteina B2 de FHV. Las proteinas P38 de
TCV y P6 de CaMV actuan a nivel de las DCLs. Otras proteinas supresoras inhiben el silenciamiento
secuestrando siRNAs, como P19 de CymRSV, de CIRV y de TBSV, HC-Pro de TEV, P122 de TMV y 2b de
CMV. Mientras que otras proteinas actian a nivel del RISC, actuando sobre la proteina AGO e inhibiendo
la formacion del complejo, como las proteinas PO de BWYV, P38 de TCV y P1 de SPMMYV, o actuando
sobre el complejo ya formado. Algunas proteinas interfieren la amplificacién de siRNAs secundarios,
inhibiendo la actividad de las RDR, como la proteina 2b de CMV, o inhibiendo el cofactor de RDR, SGS3,
como la proteina V2 de TYLCV. Algunas proteinas supresoras actlan a varios niveles de la ruta de
silenciamiento, como la proteina 2b de CMV que une siRNAs (Goto et al. 2007), interacciona con AGO
(Zhang et al. 2006b) y actua a nivel de las RDRs, ya que el virus defectivo en la proteina 2b, CMVA2b
recobra la infectividad en plantas rdr6 y la acumulacidn de siRNAs virales se reduce (Wang et al. 2011b),
lo que sugiere que la proteina 2b inhibe especificamente la amplificacién de siRNAs virales secundarios
dependientes de RDR6, que son esenciales en la defensa antiviral. Figura modificada a partir de Jiang y
colaboradores 2012.
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1.3.2. Interaccion de supresores virales con proteinas de las rutas del

silenciamiento

Los supresores de silenciamiento también interaccionan con elementos proteicos de
las rutas de silenciamiento (Fig. 6). Algunos ejemplos son las proteinas 2b de las cepas
Fny y SD (subgrupos IA y IB, respectivamente) de CMV que se unen a AGO1 inhibiendo
su actividad (Zhang et al. 2006b; Feng et al. 2013); las proteinas P38 de TCV y P1 del
virus del moteado suave de la batata (Sweet potato mild mottle virus, SPMMV) que
mimetizan los motivos GW/WG de proteinas enddgenas de la planta que interaccionan
con AGO1, uniendo competitivamente AGO1 para inhibir su actividad (Azevedo et al.
2010; Giner et al. 2010); las proteinas PO del virus del amarilleo occidental de la
remolacha, (Beet western yellows virus, BWYV) y P25 del virus X de la patata (Potato
virus X, PVX) que promueven la degradacion de AGO1 (Chiu et al. 2010; Baumberger et
al. 2007; Bortolamiol et al. 2007); y otras proteinas supresoras, como P19 de CIRV, P21
de BYV y HC-Pro de TEV, que unen siRNAs potencialmente previniendo que éstos se
unan a AGO (Chapman et al. 2004; Lakatos et al. 2006). Jamous y colaboradores (2011)
comprobaron que el supresor de silenciamiento HC-Pro del virus del mosaico amarillo
del calabacin (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) inhibia in vitro la actividad metilasa
de la enzima HUA ENHANCER1 (HEN1), lo que conlleva una reduccion general de la
acumulacién de sRNAs en la planta (Boulet et al. 2003; Li et al. 2005).

Algunas proteinas supresoras pueden interaccionar con o afectar a varias proteinas
AGO, como la proteina P25 de PVX, que interacciona con AGO1, AGO2, AGO3 y AGO4
(Chiu et al. 2010) y la proteina 2b de CMV, que interacciona con al menos AGO1 y
AGO4 (Zhang et al. 2006b; Ye et al. 2009; Hamera et al. 2012; Feng et al. 2013). Zhang
y colaboradores (2006b) demostraron la interaccién de la proteina 2b de CMV con
AGO1, inhibiendo su actividad degradadora y posteriormente, Hamera y colaboradores
(2012) confirmaron la interaccion in vivo con AGO4 mediante co-inmunoprecipitacién,
gue nosotros habiamos visualizado anteriormente también in vivo, como veremos mas
adelante. Posteriormente a la publicacion de nuestros resultados, estos autores

propusieron que la proteina 2b de la cepa SD (subgrupo IB) de CMV compite con AGO4
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por la unién a siRNAs ademds de interaccionar con AGO4, suprimiendo asi la

metilacion mediada por esta proteina (Hamera et al. 2012).

Bisaro (2006) observé que algunos supresores de silenciamiento de virus de DNA
interfieren la ruta de metilacién de DNA. En diversos estudios se ha observado que las
proteinas AL2 del virus del mosaico dorado del tomate (Tomato golden mosaic virus,
TGMV) y L2 del virus del enrollamiento de la punta de la remolacha (Beet curly top
virus, BCTV) inhiben TGS interaccionando e inactivando la adenosina kinasa del
huésped (Wang et al. 2003; Wang et al. 2005); mientras que la proteina C2 del virus
del enrollamiento severo de la punta de la remolacha (Beet severe curly top virus,
BSCTV) interacciona con la proteina S-adenosil-metionina decarboxilasa del huésped,

previniendo asi modificaciones epigenéticas en el genoma viral (Zhang et al. 2011).
1.3.3. Interferencia de supresores virales con la amplificacion de siRNAs

Durante la replicacion, los virus de RNA de polaridad positiva producen intermediarios
de doble cadena a partir de los que se generan siRNAs virales primarios y secundarios.
Las proteinas RDR1, RDR2 y RDR6 de la planta reconocen los RNAs virales y producen
dsRNAs y siRNAs virales secundarios, esenciales en la defensa antiviral (Garcia-Ruiz et
al. 2010; Wang et al. 2010; Wang et al. 2011b). He aqui otro punto sensible que
pueden bloquear los virus, ya que las plantas en las que la funcién de RDR1 o RDR6
estd comprometida presentan mayor susceptibilidad a algunos virus de RNA (Mourrain
et al. 2000; Xie et al. 2001; Yang et al. 2004; Qu et al. 2005; Schwach et al. 2005;
Donaire et al. 2008). Distintas lineas de investigacion han mostrado que la proteina 2b
de CMV inhibe la actividad de las RDRs (Diaz-Pendon et al. 2007; Zhang et al. 2008;
Wang et al. 2011b) y Zhang y colaboradores (2008) han mostrado que las proteinas 2b
de TAV y HC-Pro del virus del mosaico de la caifa de azlcar (Sugarcane mosaic virus,
SCMV) inhiben la acumulacién del mRNA de la RDR6 del huésped. La dispersion
intercelular de la sefial de silenciamiento depende de RDR6 (Schwach et al. 2005), por

lo que si la proteina 2b inhibe la funcién de RDR6, se facilita la infeccidn.

Wang y colaboradores (2011b) han observado que el virus CMVA2b (cepa Fny),

deficiente en la proteina supresora 2b, requiere la actividad de RDR6 para ser
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silenciado y otras proteinas de Arabidopsis como SGS3 para la formacién de siRNAs
virales secundarios. Estos autores y Voinnet (2008) han relacionado SGS3 con RDR6 y
con DCL4 en la ruta de silenciamiento. En plantas de Arabidopsis que presentan
comprometido sgs3, CMVA2b causa sintomas severos (Wang et al. 2011b). En el
mismo sentido, la proteina supresora de silenciamiento V2 de la cepa Israel del virus
del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow curl leaf geminivirus, TYLCV), interfiere
la amplificaciéon de siRNAs virales secundarios al interaccionar con la proteina SGS3
(Mourrain et al. 2000; Peragine et al. 2004; Zrachya et al. 2007; Glick et al. 2008;
Kumakura et al. 2009).

Diaz-Penddn y colaboradores (2007) propusieron que la proteina 2b inhibia la
produccién de siRNAs secundarios dependientes de RDRs inducibles por SA, como
RDR1, ya que en presencia de 2b no se detectan siRNAs virales producto de esta RDR.
Se han propuesto dos mecanismos que podrian explicarlo: por interaccidon de la
proteina 2b con AGO1, que inhibiria la actividad de AGO1 (Zhang et al. 2006b), esencial
en la amplificaciéon de silenciamiento dependiente de RDR; o uniendo siRNAs y su
precursor de dsRNA, inhibiendo la produccién de siRNAs secundarios, como se ha visto
en la proteina B2 del FHV (Chao et al. 2005; Lu et al. 2005). Otras proteinas como P6
del virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV) inhiben el
silenciamiento interaccionando con la proteina DBR4, necesaria para la produccién de
siRNAs de 21 nts dependientes de DCL4 (Haas et al. 2008); o el supresor de
silenciamiento HC-Pro de SCMV, que podria inhibir la funcién de DCL3, afectando asi a

la acumulacion de siRNAs de 24 nts (Zhang et al. 2008).

Las infecciones de plantas de Arabidopsis deficientes en rdrs con virus deficientes en la
supresidn de silenciamiento, han mostrado que la resistencia a distintos virus de RNA
de sentido positivo depende de la producciéon de siRNAs virales secundarios producto
de RDR1, RDR2 y RDR6 (Mourrain et al. 2000; Xie et al. 2001; Diaz-Pendon et al. 2007;
Donaire et al. 2008; Garcia-Ruiz et al. 2010; Wang et al. 2010; Wang et al. 2011b), y
distintas lineas de investigacién han mostrado que la proteina 2b de CMV suprime la
formaciéon de siRNAs virales secundarios producto de las RDRs (Diaz-Pendon et al.
2007; Zhang et al. 2008; Wang et al. 2011b). Wang y colaboradores (2010) han

demostrado que RDR1 y RDR6 tienen un papel esencial en la amplificacion de siRNAs
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virales y el silenciamiento viral en la infeccidon con la cepa Fny de CMV deficiente en la
proteina 2b en plantas de Arabidopsis (CMVA2b). En esos ensayos, observaron que la
pérdida de rdrl incrementaba la acumulacién viral de forma significativa, mientras que
la pérdida de rdr2 o rdr6 era apenas perceptible, por lo que RDR1 y RDR6 pueden
cumplir funciones distintas (Wang et al. 2010). Ademas, RDR1, es inducible por SA,
mientras que RDR6 no lo es (Xie et al. 2001; Yu et al. 2003). Ambas sintetizan dsRNA
que DCL2 y DCL4 procesan en siRNAs virales secundarios, amplificando la sefial de
silenciamiento antiviral, aunque RDR1 amplifica preferentemente siRNAs de la region
5’ de los tres RNAs virales de CMV, mientras RDR6 amplifica el siRNAs del resto (Wang
etal. 2010).

1.4. La proteina 2b

1.4.1. Actividad funcional de la proteina 2b

Los primeros estudios de la proteina 2b de Cucumovirus se centraron en la funcién de
la proteina. Ding y colaboradores (1995b) mostraron que ésta no era necesaria para la
replicacion del genoma viral. Este grupo introdujo, en la cepa Q (subgrupo Il), un codén
de terminacidn al inicio de la secuencia de 2b que previno la traduccion de la proteina,
originando el virus CMVA2b. La ausencia de expresion de 2b atenud la infeccién en
Nicotiana glutinosa e inhibié la infeccién sistémica en pepino, aunque continué
infectando Nicotiana (Ding et al. 1995a) y observaron que CMVA2b no inducia
sintomas en N. tabacum , N. benthamiana o Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. Sin
embargo, Lewsey y colaboradores (2009) observaron mas tarde que si podia inducir

sintomas severos similares a CMV en el ecotipo C24.

Inicialmente se identificaron las proteinas 2b de CMV y TAV como supresores de PTGS
(Li et al. 1999) y como determinantes de movimiento viral a larga distancia (Ding et al.
1995a; Ji y Ding 2001), y se observdé que aumentaba la patogenicidad viral en N.
benthamiana al expresarla desde un vector viral heterdlogo (Lucy et al. 2000). Ding y

colaboradores (2006) observaron, en un estudio en que reemplazaron el gen 2b de la
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cepa Q (subgrupo II) de CMV con el de la cepa V de TAV, que el hibrido resultante
presentaba mayor virulencia que las cepas parentales, y determinaron que 2b era un
determinante de virulencia (Ding et al. 1996). Y Shi y colaboradores (2002) observaron
que esto mismo sucedia al reemplazar el gen 2b de la cepa Q (subgrupo Il) con el de la
cepa WAII (subgrupo IA) de CMV, por lo que sugirieron que la proteina 2b también
determinaba la especificidad de huésped (Shi et al. 2002). Diversos autores han
relacionado la severidad de los sintomas de las plantas infectadas con CMV con la
acumulacién viral (Gal-On et al. 1994; Ding et al. 1996; Du et al. 2007), pero estudios
posteriores han mostrado que 2b no es el Unico determinante de patogenicidad de
CMV y que las diferencias en la expresién de sintomas no se deben a diferencias en la
acumulacién viral, ya que en cepas con sintomas atenuados o con variaciones que
afectan a la expresion de sintomas pero no a la acumulacién viral, la sustitucién
puntual de un solo aa de la proteina 2b puede afectar a la virulencia (Shi et al. 2002;
Lewsey et al. 2009 y consultar Anexo V). Varios ejemplos son la mutacidn puntual del
aa* en el motivo de fosforilacion de la cepa Pepo (subgrupo IA) que genera el aislado
36R37 con virulencia atenuada respecto a la de la cepa Pepo (Kobori et al. 2005); la
mutacion puntual del aa*® de la cepa CM95R (subgrupo IA) que genera la cepa CM95,
gue inhibe la unién a siRNAs vy la actividad supresora de silenciamiento (Goto et al.
2007); las mutaciones puntuales en los aa® y aa* de la cepa Fny, que suavizan los
sintomas en la planta sin afectar a la acumulacién viral (Lewsey et al. 2009); y la
sustitucion puntual del aa'® de la cepa M1 (subgrupo IA), que atenda sus sintomas

(Maneechoat et al. 2015).

Entre las funciones que se han sugerido para la proteina, encontramos que Mayers y
colaboradores (2000) sugirieron que la mitad amino de la proteina, que contiene las
NLSs y una regién de la proteina enriquecida en argininas (arginine rich region, ARR),
podria unir DNAs y RNAs, y que ésta podria ser la principal actividad de la proteina
(Mavyers et al. 2000). Esta linea ha sido estudiada en diferentes grupos de investigacion
(Duan et al. 2012; Hamera et al. 2012) y, junto con nuestros resultados, sugiere que la
unién a siRNAs a determinadas relaciones molares correlaciona con la actividad
supresora de silenciamiento. Lucy y colaboradores (2000) sugirieron que la proteina 2b

era un competidor en el transporte nuclear o en la regulacién transcripcional, y Guo y
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Ding (2002) sugirieron que interferia con la metilacion de DNA. Diversos grupos han
comprobado que la proteina 2b inhibe el silenciamiento local y sistémico en plantas
transgénicas (Jones et al. 1999; Guo y Ding 2002), y Qi y colaboradores (2004) también
observaron que podia suprimir el silenciamiento a nivel unicelular en protoplastos.
Diversos estudios han demostrado que la proteina 2b de cucumovirus interrumpe las
defensas de la planta mediadas por SA (Ji y Ding 2001; Mayers et al. 2005; Shang et al.
2011) y acido jasmonico (jasmonic acid, JA) (Westwood et al. 2014) e induce tolerancia
a la sequia en A. thaliana y N. benthamiana infectadas con la cepa Fny (subgrupo IA)

(Westwood et al. 2013).

Otras lineas de investigacion han sugerido que la proteina 2b actua interaccionando
con proteinas pertenecientes a la maquinaria del silenciamiento como las proteinas
AGO1 (Zhang et al. 2006b) y AGO4 (Hamera et al. 2012; Feng et al. 2013), y un grupo
ha observado que inhibe la expresién de AGO4 (Ye et al. 2009). En los ultimos afios se
ha observado la interaccion de diferentes proteinas supresoras de silenciamiento con
AGO, como la proteina PO de Poliovirus, que interacciona con AGO1 libre (no formando
parte de RISC) mediando su degradacion (Pazhouhandeh et al. 2006; Baumberger et al.
2007; Csorba et al. 2009), y la proteina P38 de TCV que interacciona con AGO
directamente, lo que puede impedir que se unan siRNAs (Schott et al. 2012). Nuestros
datos y otros estudios recientes han mostrado la interaccion de la proteina 2b de la
cepa Fny (subgrupo IA) con las proteinas AGO1 y AGO4 de A. thaliana (Zhang et al.
2006b; Hamera et al. 2012; Feng et al. 2013).

Las diferencias entre los sintomas causados por diferentes cepas de virus se han
atribuido a diferencias en la interaccién entre sus supresores virales de silenciamiento
y la ruta de miRNAs (Zhang et al. 2006b; Shimura y Pantaleo 2011). La ruta de los
miRNAs, ademas de actuar como mecanismo de defensa, participa en procesos
celulares basicos de la planta. Lewsey y colaboradores (2007) compararon el efecto en
la expresidon de sintomas de la proteina 2b de las cepas Fny (subgrupo IA, expresién de
sintomas severos) y LS (subgrupo Il, sintomas leves) en Arabidopsis, y como se ha visto,
esta proteina perturba las rutas de miRNAs, e inhibe la actividad de proteinas del
huésped por interaccion directa (Inaba et al. 2011; Lewsey et al. 2007; Lewsey et al.

2009; Zhang et al. 2006b). Un estudio reciente ha mostrado que la proteina 2b de la
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cepa Fny (subgrupo IA) afecta a las rutas de miRNA mientras que las de las cepas LSy Q
(subgrupo 1l) no lo hacen, explicando asi las diferencias sintomaticas entre diversas
cepas de los subgrupos | y Il de CMV (Du et al. 2014b). Las plantas transgénicas que
expresan la proteina 2b de la cepa Fny muestran un fenotipo semejante a las plantas
mutantes miR159ab (Allen et al. 2007), y Du y colaboradores (2014b) han observado
que la expresion de la proteina 2b de la cepa Fny en plantas transgénicas de
Arabidopsis aumenta la acumulacion del miR159 y miR159* maduro, como
consecuencia de la estabilizacién del duplex miR159/miR159* unido a los complejos de
2b de la cepa Fny (Goto et al. 2007; Duan et al. 2012; Hamera 2012). Esta estabilizacion
previene que miR159 active RISC y, al no activarse el complejo aumentan los
transcritos de genes Gibberellin-requlated myb domain protein-like MYB33 y MYB65
(diana de miR159), al no ser degradados. Por tanto, la expresion de sintomas en
plantas infectadas con la cepa Fny, reside en la perturbacién de los niveles del miR159,
y segun los autores esto puede ser extensible a otras cepas del subgrupo | de CMV (Du
et al. 2014b). Tanto la cepa Fny como la cepa LS suprimen el silenciamiento, por lo que
el estudio de este grupo indica que las cepas severas de CMV desarrollan sintomas por
la inhibicidn de la ruta de miRNAs, una funcién que es independiente de la supresién

de silenciamiento mediada por siRNAs (Mochizuki y Ohki 2012).

Mourrain y colaboradores (2000) han observado que CMV se acumula mas en plantas
de Arabidopsis mutantes deficientes de rdr6. Diaz-Penddn y colaboradores (2007) han
observado que durante la infeccion de CMVA2b en Arabidopsis, la mayoria de los
siRNAs virales son generados por RDR1 y han asociado la expresiéon de 2b con la
reduccion de la acumulacion de siRNAs virales. Otros genes que participan en la
amplificacién del silenciamiento dependiente de RDR son sgs3 (Mourrain et al. 2000),
agol (Morel et al. 2002), o sde3 (Dalmay et al. 2001), que contribuyen a la biogénesis
de siRNAs secundarios de CMV (Diaz-Penddn et al. 2007). Las mutaciones en rdrl, rdr2
o rdr6 en Arabidopsis no varian la acumulaciéon de siRNAs virales en las infecciones
cursadas por otros virus de RNA de polaridad positiva como TCV, el virus del
cascabeleo del tabaco (Tobacco rattle virus, TRV) o tobamovirus (Blevins et al. 2006;
Deleris et al. 2006), y Zhang y colaboradores (2008) han observado que las proteinas
2b de TAV y HC-Pro de SCMV inhiben la acumulacién del mRNA de RDR6. Como la
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dispersién de la seial de silenciamiento intercelular depende de RDR6 (Schwach et al.
2005), la proteina 2b podria inhibir la funcién de RDR6 para favorecer la infeccidon

sistémica del virus.

En un estudio posterior, Wang y colaboradores (2011b) han demostrado que CMVA2b,
requiere de la actividad de RDR6 para ser silenciado. En la generacién de siRNAs virales
secundarios de CMVA2b participan las proteinas SGS3, relacionada con RDR6 en la ruta
de silenciamiento (Voinnet 2008), y DCL4 (Wang et al. 2011b), y en plantas que tienen
comprometido sgs3, CMVA2b causa sintomas severos (Wang et al. 2011b). Se ha visto
qgue la proteina supresora V2 de TYLCV también interfiere la amplificacion de siRNAs
virales secundarios al interaccionar con SGS3 (Mourrain et al. 2000; Peragine et al.

2004; Zrachya et al. 2007; Glick et al. 2008; Kumakura et al. 2009).

Diaz-Pendodn y colaboradores (2007) propusieron que el supresor 2b inhibe la
produccién de siRNAs secundarios dependientes de RDRs inducibles por SA, como
RDR1 (Yu et al. 2003), ya que en presencia de 2b no se detectan siRNAs virales
producto de esta RDR. Propusieron dos mecanismos que podrian explicarlo: por
interaccion de la proteina 2b con AGO1, que inhibiria la actividad de AGO1 (Zhang et
al. 2006b), siendo AGO1 esencial en la amplificacién de silenciamiento dependiente de
RDR; o uniendo siRNAs y su precursor de dsRNA, inhibiendo asi la produccion de
siRNAs secundarios, como se ha visto en la proteina B2 de FHV (Chao et al. 2005; Lu et
al. 2005). Otras proteinas como P6 de CaMV inhiben el silenciamiento interaccionando
con la proteina DBR4, necesaria para la produccion de siRNAs de 21 nts dependiente
de DCL4 (Haas et al. 2008). Y el supresor de silenciamiento HC-Pro de SCMV parece
inhibir la funcién de DCL3, afectando asi a la acumulacion de siRNAs de 24 nts (Zhang

et al. 2008).

Ademas de interaccionar con elementos de la maquinaria de silenciamiento, se ha
encontrado que las proteinas 2b de TAV y CMV y otros supresores interaccionan con
otras proteinas celulares. De este modo, Nakahara y colaboradores (2012) han
observado que los supresores de silenciamiento HC-Pro de TuMV vy del virus del
amarilleo del trébol (Clover yellow vein virus, CIYVV), asi como 2b de TAV y de CMV de
las cepas HL (subgrupo IB), Y (IA), CM95 (IA) y CM95R (IA) interaccionan con la
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calmodulina rgs-CaM de tabaco. Takabatake y colaboradores (2007) observaron que
esta proteina de tabaco se expresaba en la respuesta hipersensible (hipersensitive
response, HR) frente a TMV (Takabatake et al. 2007), y en diferentes estudios se ha
observado la interaccion in vitro especifica de rgs-CaM con los supresores de
silenciamiento virales HC-Pro de TEV, de TuMV y de CIYVV, y con el supresor 2b de
CMV y de TAV (Anandalakshmi et al. 2000; Nakahara et al. 2012), reconociendo sus
dominios de unién de dsRNA. En todos los casos los supresores actuaron como un
inhibidor competitivo de la unién de siRNA, e interfirieron la actividad de las proteinas
supresoras; al interaccionar con 2b, ésta ultima no puede unir siRNAs, y el complejo
formado (calmodulina/2b) es degradado por la célula via autofagia (Nakahara et al.
2012). Estos autores han demostrado que las mutaciones que afectan a la afinidad de

la proteina 2b por los siRNAs también afectan a la interaccion con rgs-CaM.

Inaba y colaboradores (2011) y Masuta y colaboradores (2012) encontraron que las
proteinas 2b de las cepas Y, HL (subgrupos IA y IB, respectivamente), y Q y M
(subgrupo IlI) de CMV interaccionaban con la proteina catalasa 3 (CAT3) de A. thaliana.
Esta interaccion se localiza en los 40 aas de la mitad carboxilo de 2b (Inaba et al. 2011),
en que predominan las cargas negativas.CAT3 cataliza la descomposicidn de la especie
reactiva perdéxido de hidrégeno (H,0;), que participa en respuestas de resistencia a
patégenos induciendo la muerte celular como HR, en agua y oxigeno (Noctor y Foyer
1998; Foreman y Tang 2003; Peng et al. 2005). La interaccion 2b/CAT3 trasloca CAT3
del citoplasma al nucleo induciendo la muerte celular. Las proteinas 2b de las cepas del
subgrupo Il de CMV reducen la actividad de CAT3 tan eficientemente como la cepa Y
(IA) (Masuta et al. 2012), y se cree que la necrosis en hojas infectadas con CMV se
debe a un descenso de la actividad de CAT3 resultado de la interaccidon 2b/CAT3, por lo
gue Masuta y colaboradores opinan que la interaccién podria favorecer a CMV, ya que

no previene la dispersién de CMV.
1.4.2. Dominios de la proteina 2b

El gen 2b se encuentra en todos los cucumovirus secuenciados (Ding et al. 1994)
solapando con la porcién 3” terminal del ORF 2a, en distinto marco de lectura (siempre

ORF+1 respecto a 2a) (Ding et al. 1995b), aunque no se encuentra en otros virus
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proximos filogenéticamente como bromovirus o alfamovirus. El gen 2b tiene un origen
hibrido: la parte que solapa con 2a se ha podido generar por sobre-escritura
(overprinting), mientras que la region no solapante, que corresponde al dominio
terminal carboxilo de la proteina (16 aa, conservado en todos los cucumovirus) es tan
antigua como 2a y similar a la secuencia terminal de proteinas 2a bromovirales,
probablemente originada por la inserciéon de un nucleétido en la secuencia de 2a que
cambid su marco de lectura al de 2b (Ding et al. 1995a). La proteina 2b esta compuesta
por entre 95 y 111 aas, presentando en el subgrupo | diez u once aas mds que en el
subgrupo Il (Ding et al. 1994; Ye et al. 2009; ver Anexo ). Shi y colaboradores (2002)
consideran que la diferencia en la virulencia entre ambos subgrupos es resultado de las

diferencias entre sus respectivos genes 2b (Shi et al. 2002).

Aunque CMV se replica y acumula en el citoplasma, la proteina 2b de cucumovirus se
localiza predominantemente en el nicleo (Lucy et al. 2000; Mayers et al. 2000; Wang
et al. 2004). Esta proteina presenta en la mitad amino dos NLSs en el subgrupo | de
CMV, y una sola NLS en el subgrupo Il de CMV (Lucy et al. 2000). Las NLSs del subgrupo
l, ?KKQRRR?’ y **RRER®®, son ricas en argininas (R) y estdn contenidas en la ARR que
proporciona lugares de unién a acidos nucleicos (Mayers et al. 2000). La proteina 2b
también presenta una NolLS que Duan y colaboradores (2012) han localizado entre los
aas 13-37 de la proteina en la cepa SD (subgrupo IB) de CMV. La secuencia NoSL
consenso se ha encontrado en otras proteinas virales y celulares que se localizan en el
nucléolo (Boyne y Whitehouse 2006; Rajamaki y Valkonen 2009), y su presencia en la
proteina sugiere que ésta presenta alguna funcién nucleolar (Taliansky et al. 2010).
Wang y colaboradores (2004) observaron que en la cepa Fny (subgrupo IA) de CMV,
una sola de las NLSs podia traslocar la proteina al nucleo aunque la delecciéon de una

de las mismas afectaba a su actividad (Wang et al. 2004).

Lucy y colaboradores (2000) informaron de que la proteina 2b de la cepa Q (subgrupo
II) presenta unos motivos conservados en todos los Cucumovirus y que potencialmente
son lugares de fosforilacidn, sustrato de las enzimas caseina quinasa Il (CKII) (S/TxxD/E)
(en TNVE* y “°SPSE*® en la cepa Fny, y °STAD™ y “°SPSE*® en la cepa Q) y quinasa

40g pAt

dependiente de ciclina 2 (CDK2) (en en las cepas Fny y Q) (Lucy et al. 2000). Ding

y colaboradores (1994) mostraron que el motivo de fosforilacién es importante en el
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movimiento a larga distancia en plantas de pepino y tabaco. La combinacién de NLSs y
motivos de fosforilacidon constituyen un motivo llamado CcN, que se ha relacionado en
otras proteinas con la regulacion de la localizacidon nuclear mediada por fosforilacién
(Jans 1995; Jans y Hubner 1996). La existencia de un CcN potencial en la proteina 2b de
Cucumovirus sugiere que ésta podria moverse entre el citoplasma y el ntcleo de forma
controlada por su estado de fosforilacion, como se ha visto en el virus 40 del simio

(simian virus 40, SV40) (Xiao et al. 1996).

La mitad carboxilo de la proteina contiene un dominio que Ye y colaboradores (2009)
han denominado dominio tres o tercera alfa-hélice en la cepa SD (subgrupo IB),
S3SELIEMYHH? (que en la cepa Fny corresponde a 63SELTGSCRH71, ver Anexo 1) y que
los autores han relacionado con la actividad supresora y la inhibicion de la
transcripcion de AGO4. Las cepas del subgrupo Il de CMV, que muestran menor
patogenicidad sobre el huésped, carecen de este dominio; y la deleccion del mismo en

la cepa SD disminuye la actividad supresora de la proteina (Ye et al. 2009).

La proteina 2b también presenta un dominio terminal amino y un dominio terminal
carboxilo, que en la cepa Fny corresponden a los aas 1-17 y 95-110, respectivamente.
Ambos se han implicado en la induccidon de sintomas (Lewsey et al. 2009) y son
necesarios para sobrepasar la resistencia inducida por SA en la planta (Zhou et al.
2014). El dominio terminal amino esta muy conservado dentro de los subgrupos | y Il
de CMV, aunque varia entre ambos. En este extremo, Chen y colaboradores (2008) han
localizado en la proteina ortdloga de TAV un motivo de cremallera de leucinas, que
participa en la formacién de dimeros de dimeros. Nemes y colaboradores (2014) han
determinado que los primeros aminoacidos de la proteina (aas 1-3), aunque no
participan en la conexién entre dimeros, se localizan en el centro de union a siRNAs del
tetrdmero de 2b y, aunque no son esenciales en la actividad supresora, son necesarios
en el movimiento célula-célula. Y Ye y colaboradores (2009) observaron en la cepa SD
(subgrupo IB) de CMV que los aas 1-8, que sélo varian en un aa respecto a la cepa Fny,
son muy importantes en la induccién de sintomas, y que la sustitucion de estos aas en
la cepa Q (asintomadtica, subgrupo Il) por los de la cepa SD formando una proteina
guimera, aumenta la actividad supresora respecto a la cepa Q. Por lo que este dominio

de la proteina parece que participa en diversas actividades. Por otro lado, el dominio
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terminal carboxilo estd ausente en algunos cucumovirus como TAV. Ding vy
colaboradores (1994) observaron que en CMV éste era necesario en la expresion de
sintomas en plantas de tabaco e importante en el movimiento a larga distancia.
Diferentes estudios han asociado este dominio terminal carboxilo con la toxicidad en la
expresion de la proteina en bacterias (Mayers et al. 2000; Goto et al. 2007; Dong et al.
2015; Sueda et al. 2010); y recientemente, dentro de esta region de la proteina, Gellért
y colaboradores (2012) han relacionado el motivo *>DDTD?®, conservado en CMV, con
la estabilidad de la proteina 2b en la formacidon de tetrdmeros en estudios de
dinamismo molecular, por la unién divalente a iones de magnesio. Sin embargo, las
delecciones en este dominio terminal no afectaron a la actividad supresora de
silenciamiento, dependiente de la unién a siRNAs como muestran nuestros datos y los
de Chen y colaboradores (2008). Estos autores utilizaron la fraccién con los aas 1-69 de
la proteina 2b de TAV en estudios de cristalografia y revelaron la formacion de
dimeros y tetrameros unidos a siRNAs, y el estudio mas reciente de Dong vy
colaboradores (2015) utiliza la fraccidon de proteina 2b con los aa 1-61 de la cepa Fny
de CMV vy observan la formacién de dimeros, tetrameros y oligdmeros de 2b, por lo
gue esa fraccion de la proteina parece mas relacionada con la induccién de sintomas

gue con la actividad supresora de silenciamiento.

Nemes y colaboradores (2014) en un estudio reciente en la cepa Fny han confirmado
gue los aas contenidos en las NLSs y el dominio de fosforilacion de la proteina 2b son
necesarios en la actividad supresora de la proteina, junto con los aa contenidos entre
las posiciones °NVE'? y *>LPF>’. De estos nuevos dominios implicados en la actividad
supresora, el primero contiene V', que en la proteina 2b de TAV es I'' y se habia
relacionado anteriormente con la cremallera de leucinas (Chen et al. 2008); y la
segunda regién contiene una L> que Xu y colaboradores (2013) han sugerido
indispensable en la formacién de dimeros de 2b. Ademas de estas regiones implicadas
en la actividad supresora, Nemes y colaboradores (2014) han identificado dos nuevos
motivos en 2b relacionados con el movimiento célula-célula, MEL® y 7°RHV72, en el
dominio terminal amino y en la mitad carboxilo de la proteina, respectivamente,

esenciales en su actividad supresora.
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1.4.3. Localizacion subcelular de la proteina 2b

Inicialmente Shi y colaboradores (1997) mostraron, en estudios de fraccionamiento
celular de tejidos infectados con TAV, que la proteina 2b se acumulaba en una fraccién
insoluble que sélo podia ser solubilizada en condiciones desnaturalizantes de dodecil
sulfato sidico (Sodium dodecyl sulfate, SDS) y urea. Pero su estudio no pudo
determinar la localizacién de la proteina mds alla de la observacion de que, junto con
la proteina, aparecian paredes celulares, nucleo, citoesqueleto y membranas. Mayers y
colaboradores (2000), en un estudio de fraccionamiento posterior, mostraron que la
proteina 2b de la cepa Fny de CMV se localizaba principalmente en el nucleo, aunque
no pudieron determinar si se encontraba en su interior o en su superficie. Aun asi
propusieron dos posibles modelos de actuacién de la proteina 2b en la supresién de
silenciamiento, no mutuamente excluyentes. En el primero la proteina 2b unia DNA o
proteinas reguladoras en el nucleo, previniendo la expresion de las proteinas
involucradas en la iniciacion de PTGS, o inhibiendo la expresion de genes relacionados
con la defensa. En el segundo modelo sugirieron que las ARR de la regién amino de la
proteina 2b podrian unir dsRNAs, como la proteina N de los virus bacteriéfagos
lambda, 21 y P22 (Lazinski et al. 1989). En este caso, la union 2b/dsRNAs los protegeria
de la accién de enzimas DCLs (Mayers et al. 2000). Por lo tanto ya Mayers y
colaboradores sugirieron una doble funcionalidad para las NLSs, mas alld de marcar la
localizacion subcelular de la proteina; y Wang y colaboradores (2004) sugirieron que la
region ARR unia RNAs. Nuestros resultados, junto con otros autores, como

discutiremos mas adelante, refuerzan esta teoria.

Ya en estudios de microscopia, Lucy y colaboradores (2000), en un estudio
contemporaneo a Mayers y colaboradores, mostraron la localizacién celular de 2b de
la cepa Q (subgrupo Il) de CMV. En este estudio expresaron la proteina 2b marcada
con GFP en sistemas libres de virus, en suspensiones celulares de células de tabaco
Bright Yellow 2 (BY2); y también expresaron 2b de forma persistente en plantas,
utilizando PVX como vector. En ambos casos localizaron la proteina en el nucleo. Sus
resultados correlacionaron la acumulaciéon nuclear de la proteina 2b con su actividad

supresora de silenciamiento, y la supresion de silenciamiento con la determinacion de
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virulencia. También observaron que una mutacién puntual en la NLS no afectaba a la
localizacion ni la actividad supresora de la proteina, mientras que sustituciones o

delecciones de mayor extension si lo hacian (Lucy et al. 2000).

Diversos estudios han sugerido que en el subgrupo Il de CMV la proteina 2b presenta
una acumulacién nuclear mas marcada que en el subgrupo | (Duan et al. 2012; Wang
et al. 2004; Lucy et al. 2000; Du et al. 2014a). Du y colaboradores (2014a) han
observado que en la cepa LS (subgrupo Il) de CMV la proteina 2b tiene una distribucién
predominantemente nuclear, pero no nucleolar. La acumulacién nuclear de la proteina
2b, como nosotros y otros autores han comprobado, no es suficiente para que la
proteina presente actividad supresora de silenciamiento, y recientemente Du y
colaboradores (2014a) han propuesto una relacién entre la localizacién de la proteina,
la patogenicidad del virus y la actividad supresora de silenciamiento, presentando
mayor virulencia las cepas con mayor presencia nuclear, y menor virulencia las cepas
con menor presencia nuclear aunque en éstas se encuentra mayor actividad supresora

de silenciamiento

En plantas transgénicas que expresan supresores de silenciamiento virales se han
asociado las alteraciones fenotipicas con la perturbacién de la regulacién de dianas de
mMRNAs del huésped (Zhang et al. 2006b; Jay et al. 2011), y Du y colaboradores (2014a)
han comprobado en plantas de Arabidopsis que la traslocacién forzada de la proteina
2b de la cepa Fny (subgrupo IA) al nucleo disminuye la perturbacién de las funciones
del miRNA. Este ultimo estudio es el mas reciente que ha tratado la localizacién
subcelular de la proteina 2b de CMV v, utilizando las cepas Fny y LS de CMV, ha
mostrado que tanto la presencia citopldasmica como nuclear de la proteina son
necesarias para el virus, regulando el equilibrio entre la acumulacién viral y el dafio a la
planta y maximizando el beneficio para el virus,. También han asociado la localizacién
nuclear con la virulencia de la cepa, y la actividad supresora de silenciamiento con la

union a siRNAs en el citoplasma (Du et al. 2014a).

La localizacidon de 2b en el nucleo hace pensar que la proteina desempefie alguna
actividad en el mismo. En el nucleo se encuentra el nucléolo y también los CBs (Ramdn

y Cajal 1903), estos ultimos son estructuras dinamicas que se mueven, se fusionan y se
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separan en el nucleo y nucléolo (Boudonck et al. 1999; Platani et al. 2000). Ambas
subestructuras tienen un papel en el silenciamiento de RNA en plantas (Li et al. 2006;
Pontes et al. 2006) y contienen diversas proteinas y pequefios RNAs (Cioce y Lamond
2005) que se han relacionado con la maduracién de RNA y el ensamblaje de complejos
relacionados con la transcripcién (Collier et al. 2006), con la regulacion del ciclo celular
y con las respuestas a estreses de origen variado (Cioce y Lamond 2005; Boulon et al.
2010). Los CBs estan enriquecidos en la proteina coilina, de funcidon desconocida, y
fibrilarina, mientras que como componente principal del nucléolo encontramos
fibrilarina y nucleolina (Chen et al. 2002). Recientemente se ha empezado a estudiar la
relacidn entre proteinas nucleares y proteinas virales (Semashko et al. 2012a y 2012b)
y Greco (2009) y Taliansky y colaboradores (2010) han mostrado que el nucleo y el
nucléolo juegan un papel importante en algunas infecciones virales en humanos,
animales y plantas, mientras que Kim y colaboradores (2007) han observado que el
nucléolo y algunas proteinas nucleolares participan en los ciclos de algunos virus
animales y vegetales, aunque la funcién de estas proteinas y el trafico nucleolar en las
infecciones virales es poco conocido. Se sabe que las proteinas que se localizan en el
nucléolo estan implicadas en el crecimiento y ciclo celular (Pederson 1998; Carmo-
Fonseca et al. 2000; Olson et al. 2000), y la interaccidon de proteinas virales con estas
proteinas nucleolares podria explicar su presencia en el nucléolo y el uso de funciones
nucleolares que dirigen alteraciones en la transcripcién celular y la alteracion del ciclo
celular, que facilitan la replicacion viral. Debido a nuestras observaciones sobre la
localizacion nucleolar y en CBs de la proteina 2b hemos analizado de modo preliminar
una potencial interaccién de la misma con las proteinas nucleares coilina, fibrilarina y

nucleolina, que también se encuentran en el nucléolo y los CBs, mediante BiFC.

AuUn no se conoce la funcion de la coilina, que se ha relacionado con la formacion de
los CBs (Isaac et al. 1998; Hebert y Matera 2000; Semashko et al. 2012b) y une acidos
nucleicos (Bellini y Gall 1998). Los niveles de coilina determinan el tamarfio (Collier et
al. 2006) y numero de los CBs (Shpargel et al. 2003), y su presencia es necesaria en su
formaciéon en A. thaliana, aunque no es esencial en la supervivencia de la planta
(Collier et al. 2006). Boudonck y colaboradores (1999) han especulado que esta

proteina tenga funcion de transporte, y también Bellini y Gall (1999) propusieron que,
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en asociacién con la fibrilarina, podrian formar parte de un sistema de transporte

entre citoplasma y nucleo que involucre el citoplasma, nucléolo y CBs.

La fibrilarina es una proteina muy conservada evolutivamente (Reichow et al. 2007)
que se ha relacionado con el procesamiento de RNA ribosdmico. Contiene un dominio
terminal amino rico en glicina y arginina (glycine- and arginine-rich domain, GAR), con
cargas positivas, con el que interacciona con otras proteinas celulares (Nicol et al.
2000; Jones et al. 2001) y virales (Yoo et al. 2003; Kim et al. 2007); y otras regiones de
unién a RNAs (Rakitina et al. 2011). La interaccidon con fibrilarina podria ser una
propiedad comun a varias proteinas virales en diferentes grupos taxondmicos: se ha
observado su interaccion con algunas proteinas de virus animales como la
nucleocapsida del virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (Porcine
reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) (Chen et al. 2000; Hiscox 2002;
Yoo et al. 2003; Hiscox 2007), aunque se desconoce su papel en las infecciones.
También se ha observado su interaccion con factores de virus de plantas que podrian
utilizar la fibrilarina en el movimiento viral, el ensamblaje de ribonucleoproteinas
(ribonucleoproteins, RNPs), y probablemente para combatir las defensas del huésped
(Taliansky et al. 2010). Varios ejemplos son la interaccién con la proteina
multifuncional VPg del virus A de la patata (Potato virus A, PVA) (Rajamaki y Valkonen
2009) o con la proteina ORF3 del virus de la roseta del cacahuete (Groundnut rosette
virus, GRV), cuyo ciclo incluye una fase en el nucléolo en que participan los CBs. En
este ultimo caso la interaccidn participa en la formacion de RNPs y es indispensable

para la propagacion viral a larga distancia en la planta (Kim et al. 2007).

La nucleolina también contiene un dominio GAR y un motivo de unién a RNA (Lapeyre
et al. 1987). Se cree que los Adenovirus podrian afectar al nucléolo porque es alli
donde se da la biogénesis de rRNA, y su interrupcién podria liberar recursos para la
biogénesis de mRNA de Adenovirus (Matthews 2001). Chen y colaboradores (2002)
han documentado la interaccion de la proteina N del virus de la bronquitis infecciosa
(Infectious bronchitis virus, 1BV), con la fibrilarina y la nucleolina; y Shimakami y
colaboradores (2006) han informado de su interaccién de la proteina no estructural
NS5B del virus animal de la hepatitis C (Hepatitis C virus, HCV), indispensable en la

replicacion viral. Se ha documentado la redistribucién de la fibrilarina hacia el
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citoplasma consecuencia de la infeccién viral de Coronavirus (Chen et al. 2002) y
Adenovirus (Puvium-Dutilleul y Christensen 1993), aunque aun no se conoce la razén
de esta redistribucién, también documentada en la nucleolina en infecciones con virus
animales (Waggoner y Sarnow 1998; Matthews 2001). Yang y colaboradores (1994)
piensan que esta redistribucidn podria evitar la interferencia de la proteina con la

replicacion viral, ya que actia como represor de la transcripcion.
1.4.4. Estructura de la forma funcional de la proteina 2b

Se ha caracterizado la estructura de varias proteinas supresoras de silenciamiento y se
ha visto que muchas de ellas actian formando parte de complejos o agregados,
estables o transitorios, necesarios para su accidn funcional. Estos agregados pueden
estar formados por dos o mas proteinas iguales, formando homodimeros como la
proteina P19 de Tombusvirus, que secuestra siRNAs de 21 nts de doble cadena
evitando que se unan al complejo RISC (Vargason et al. 2003; Ye et al. 2003) o la
proteina NS3 del virus hoja blanca del arroz (Rice hoja blanca virus, RHBV) que también
forma dimeros que unen siRNAs (Yang et al. 2011). Algunos supresores de
silenciamiento pueden unir dsRNAs o RNAs largos (Mérai et al. 2006) como la proteina
B2 de FHV, que forma un dimero que une dsRNA, evitando tanto la formacion de
siRNAs como su union a RISC (Chao et al. 2005; Lingel et al. 2005). Incluso se pueden
formar estructuras mas complejas, como los dimeros de dimeros (tetrameros)
observados por cristalografia en la proteina 2b de TAV, que unen in vitro RNAs de
doble cadena (Chen et al. 2008). En este caso primero se forman dimeros que unen
siRNA y éstos se asocian en tetrameros por uniones de hidrégeno y una cremallera de
leucinas en el dominio terminal amino de la proteina (Rashid et al. 2008, Chen et al.
2008). Recientemente Dong y colaboradores (2015) han informado de la formacion no
sélo de tetrameros sino de oligdmeros de mayor tamano en la cepa Fny de CMV. Otras
estructuras complejas observadas son las de la proteina P21 de BYV, que forma un
anillo de ocho proteinas cuyo interior alberga cargas positivas que interaccionan con el

RNA (Ye y Patel 2005).

No se habia visualizado in vivo la formacidon de ninguno de estos estos complejos

previamente al desarrollo de esta tesis. Hamera y colaboradores (2012) observaron
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que tanto los dimeros como los tetrdmeros de 2b unen sRNAs con semejante afinidad,
aunque encontraron que los tetrameros unian preferentemente los sRNAs,
comparados con los dimeros. Aunque también se podria interpretar sus resultados de
otro modo, y es que en presencia de sRNAs las proteinas 2b tienen a tetramerizar,
como observaron Chen y colaboradores (2008) en TAV, por lo que se encuentra mas
sRNAs unidos a tetrdmeros que a dimeros. Xu y colaboradores (2013) mostraron, en la
cepa Fny (subgrupo IA) de CMV, que la formacion de dimeros de 2b era necesaria en la
actividad supresora de silenciamiento de la proteina y la inducciéon de sintomas en
Nicotiana, y que la mutacién puntual del aa> en esta cepa inhibia la formacion de
dimeros de 2b. Dong y colaboradores (2015) informaron recientemente de que las
mutaciones puntuales de los aa’ y aa’® de 2b en esta cepa, que forman parte de la
correspondiente cremallera de leucinas en TAV (Chen et al. 2008), inhiben Ia
formacién de tetrdmeros de 2b y la unién a siRNAs, y mostraron que la formacion de
dimeros de 2b es necesaria, pero no suficiente, para la actividad supresora de
silenciamiento de la proteina 2b, en concordancia con nuestros resultados. Como se ha
observado en varios estudios, la cepa Q (subgrupo Il) de CMV tiene poco efecto en las
funciones del miRNA en plantas transgénicas, probablemente por la inestabilidad o
deficiencia de los dominios involucrados en esta actividad (Lewsey et al. 2007; Zhang
et al. 2006b); mientras que la cepa Fny (subgrupo 1A) es muy estable e interrumpe las
funciones del miRNA (Lewsey et al. 2007; Zhang et al. 2006b), y los resultados de Dong
y colaboradores (2015) indican que la cepa Q, cuyo aa*® contiene un residuo diferente
al de cepa Fny y tiene poca eficiencia en la unidn a siRNAs, no forma tetrameros, y han
sugerido una relacion entre ambos hechos, aunque sin poder establecer una relacién

causal.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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A pesar de su pequefio tamafio, la proteina 2b de Cucumovirus presenta propiedades
tales como a) su interaccion con proteinas celulares de la ruta de silenciamiento como
AGO1, suprimiendo su actividad catalitica (Zhang et al. 2006b, Duan et al. 2012) y
AGO4 (Hamera et al. 2012), y b) su unién a siRNAs, que puede incluso traslocar al
nucleo y nucléolo (Kanazawa et al. 2011) y a través de cuyo secuestro podria inhibir el
PTGS antiviral, como se ha visto en otros supresores de silenciamiento. A través de
estas interacciones realiza sus funciones como supresor del silenciamiento de RNA
inducido por siRNAs y de la metilacion de DNA dependiente de RNA (Duan et al. 2012),
siendo un determinante de virulencia viral (Shi et al. 2002); y suprime la dispersién de
silenciamiento célula-célula (Guo y Ding 2002; Nemes et al. 2014) y a larga distancia

(Ham et al. 1999).

Los estudios iniciales habian asociado la localizacién nuclear de la proteina con su
actividad como determinante de patogenicidad. Sin embargo, estudios posteriores,
entre ellos los nuestros, han demostrado que la acumulacion de la proteina 2b en el
nucleo no es suficiente para que ésta presente actividad supresora de silenciamiento
de RNA, y se ha propuesto que las regiones de la proteina que contienen las NLSs
tienen otro papel ademas de intervenir en el transporte de la proteina al ntcleo, como
es la union a RNAs (Wang et al. 2004). Otras lineas de investigacion han sugerido que
el mecanismo de actuacién de la proteina 2b de CMV es mediado por su interaccién
con proteinas AGO (Zhang et al. 2006b; Hamera et al. 2012; Duan et al. 2012; Feng et
al. 2013), bloqueando su actividad o inhibiendo su expresiéon (Ye et al. 2009). Las
interacciones de algunas proteinas virales con proteinas vegetales son importantes en
el curso de una infeccion viral, aunque aun se sabe poco de las interacciones de
proteinas supresoras con proteinas del huésped. Al inicio de este trabajo no se habia
visualizado in vivo la interacciéon de la proteina 2b con las proteinas AGO, ni estaba
claro qué dominios de la proteina determinaban estas actividades o cdmo contribuian
a la supresion de silenciamiento. En cuanto a la estructura del supresor de
silenciamiento 2b, Chen y colaboradores (2008) habian mostrado por cristalografia que
la proteina ortdloga de TAV formaba dimeros y tetradmeros y que estos complejos
unian in vitro RNAs de doble cadena, pero no se habia visualizado in vivo la formacién

de dimeros o estructuras mas complejas en CMV. Otras lineas de investigacion se
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habian centrado mas en la unién de la proteina 2b a siRNAs y miRNAs, y los sintomas
desarrollados en plantas infectadas con CMV hicieron pensar que algunos de los
efectos observados se debian a la inhibicién de las rutas de miRNAs (Zhang et al.
2006a; Du et al. 2014b), pero al inicio de este trabajo tampoco se habian estudiado
comparativamente las cinéticas de dichas uniones a diferentes tipos de RNAs o

utilizado diferentes proteinas mutantes de funcién en dichos estudios.

Por todo ello al comienzo de nuestro estudio nos encontramos con preguntas acerca
del modo de accién in vivo de la proteina 2b de CMV en su funcién supresora, tales
como si era necesaria 0 no su presencia nuclear para la actividad supresora de
silenciamiento; si su actividad en la supresién de silenciamiento estaba relacionada
con la unidén y secuestro de RNAs de las rutas del silenciamiento; o si su actividad
estaba mas relacionada con la interaccion con proteinas de la ruta de silenciamiento,
sin olvidarnos de que nos encontrabamos con una proteina con un mecanismo de
accién potencialmente multiple. Junto con estas preguntas surgieron otras durante el
desarrollo de la tesis, como intentar esclarecer el papel que cumple la proteina 2b en

el nucléolo y si potencialmente podria interaccionar con proteinas nucleares.

Teniendo en cuenta estas premisas y el estado de conocimiento del tema en el

momento de iniciar esta tesis doctoral, nuestros objetivos principales fueron:

1. Estudiar el efecto que generan diversas mutaciones y la fusidn a distintos genes,
reporteros o de otro tipo, en la actividad supresora de silenciamiento de la proteina,
visualizar la localizacién subcelular de la proteina 2b y la de una bateria de mutantes in
vivo en un sistema libre de virus, y establecer si existe relacidon entre una localizacién

subcelular determinada y la actividad supresora de silenciamiento de la proteina.

2. Visualizar in vivo la formacidn y localizacion de homodimeros de la proteina 2b y de
heterodimeros con los efectores de RISC AGO1 y AGO4, y determinar si las alteraciones
que afectan a la actividad supresora de la proteina guardan alguna relacién con estas

interacciones.

3. Caracterizar la union in vitro de la proteina 2b a diversos tipos de RNAs y las

caracteristicas de sus cinéticas de union y determinar, mediante el uso de una bateria
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de mutantes, si la unién a determinados tipos de RNAs correlaciona con la actividad
supresora de silenciamiento de la proteina 2b de CMV, y qué dominios o motivos de 2b

determinan esta capacidad.

4. Visualizar potenciales interacciones in vivo entre la proteina 2b y proteinas

nucleares que pudieran ser funcionalmente relevantes.

5. Relacionar los resultados de las diversas aproximaciones seguidas para el estudio de
la proteina 2b: de biologia celular in vivo con construcciones fluorescentes; de los
estudios in vitro con diversos tipos de RNAs; de actividades funcionales en ensayos
biolégicos de supresion del silenciamiento in planta, y establecer las conclusiones

pertinentes.

Nuestro trabajo ha intentado contribuir a clarificar la relacién entre la actividad
supresora de silenciamiento de RNA, la localizacién subcelular de la proteina, la
interaccion con proteinas Argonauta, la unién a siRNAs y una potencial interaccion de
la proteina con ciertas proteinas nucleares. La mayor parte de los resultados
presentados en esta tesis se han publicado en los articulos en revistas de alto impacto
Gonzdlez et al. 2010. Molecular Plant-Microbe Interaction. 23, 294; y Gonzalez et al.

2012. RNA. 18, 771.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Material bioldgico

3.1.1. Plantas

Se utilizaron plantas de la especie Nicotiana benthamiana. Las plantas se cultivaron en
camara de ambiente controlado en condiciones dptimas de crecimiento, a 22-2429C,
con humedad relativa de 60-75% y fotoperiodo de 16:8 horas de luz:oscuridad. Como

sustrato se empled una mezcla de tierra vegetal y vermiculita en proporcion 2:1.
3.1.2. Cepa Fny de CMV

Se utilizé la cepa Fny de CMV perteneciente al subgrupo IA (Roossinck et al. 1999). El
gen correspondiente a la proteina 2b de CMV Fny con nimero de acceso de GenBank
D00355 se cloné a partir del vector pFny209 (Rizzo y Palukaitis 1990). Su secuencia

nucleotidica y peptidica se puede consultar en la Fig. 7.
3.1.3. Cultivos bacterianos

Segun el fin del cultivo bacteriano, se utilizaron bacterias de la especie Escherichia coli
de las estirpes DH5a, XL1-Blue y JM109. Estas tres estirpes pueden acumular DNA
plasmidico con alta calidad para su aislamiento y analisis posteriores (Taylor et al.
1993). Ademas, se utilizé la especie Agrobacterium tumefaciens desarmada, estirpe
C58C1. Las células electrocompetentes de estas bacterias fueron preparadas en el
propio laboratorio a partir de un indculo conservado en glicerol. Se transformaron las

mismas por electroporacion.

E. coli DH5a (Hanahan 1985) permite amplificar DNA plasmidico. E. coli XL-1 Blue
(Bullock et al. 1987) se utilizd para amplificar el DNA plasmidico derivado de plasmidos
pQE30, ya que éste plasmido resulta téxico para bacterias E. coli DH5a. Finalmente E.
coli JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985) se utilizd para la expresién de proteinas 2b y
mutantes en bacteria. Los cultivos se crecieron en fase exponencial a 372C, con

agitaciéon de 200 revoluciones por minuto (rpm).
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A. tumefaciens C58C1 se utilizd para agroinfiltrar plantas. La agroinfiltracion es un
método para conseguir la expresion transitoria de genes en tejidos de planta. El
método se basa en inyectar en las hojas una suspensién de Agrobacterium
conteniendo plasmidos binarios con los genes a expresar en la regién del DNA de
transferencia (transfer DNA, T-DNA). Los cultivos se crecieron en fase exponencial a

289C, con agitacién a 220 rpm durante dos dias.
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Fig. 7: Secuencia del gen 2b y secuencia peptidica de la proteina 2b de la cepa Fny de CMV. Sombreado
en azul, alfa-hélices (a1, a2 y a3) de la proteina 2b. Sombreado en rojo, delecciones de las proteinas
mutantes. Las letras rojas representan aminoacidos con carga positiva, y las letras verdes representan
aminodcidos con carga negativa en la proteina. Los nimeros indican los nucleétidos en la secuencia del

gen.
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3.2. Clonaje de las construcciones plasmidicas

3.2.1. Mutantes de la proteina 2b de la cepa Fny de CMV

Se utilizé la proteina 2b de la cepa Fny de CMV y nueve mutantes que presentaron,
como se muestra en la Tabla 1y Fig. 8, delecciones en los dominios amino y carboxilo
(CMV2bA5T y CMV2bA3T, respectivamente), en una o ambas NLSs (CMV2bANLS1,
CMV2bANLS2 y CMV2bANLS1+2), en el supuesto motivo de fosforilacion
(CMV2bAKSPSE) y en un dominio relacionado con la inhibicidn de la transcripcion de
AGO4 (CMV2bAGSEL) por Ye y colaboradores (2009). Ademas, se utilizaron dos
mutantes por sustitucién puntual de Serina por Alanina en los aa $*° y $** (CMV2bS40A

y CMV2bS42A), dentro del supuesto motivo de fosforilacién.

Tabla 1: Resumen de los aminoacidos (aas) afectados por las mutaciones en la proteina 2b de la cepa
Fny de CMV con numero de acceso de GenBank D00355. El gen 2b se clond a partir del vector infectivo
pFny209 correspondiente al RNA 2 del virus (Rizzo y Palukaitis 1990). Se generaron una serie de
mutantes en diferentes puntos de la proteina de estudio, por deleccidon de los nucledtidos (nts) del
RNA2 de CMV indicados en la tabla. ML: Mutantes procedentes del grupo del Prof. John Carr
(Department of Plant Sciences, University of Cambridge, Downing Street, Cambridge CB2 3EA, UK) en
forma de plasmido F209 con las mutaciones correspondientes. 1G: mutantes clonados en el laboratorio
del Dr. Tomas Canto (Grupo “Interacciones moleculares planta/virus/vector” del CIB-CSIC, Ramiro de
Maeztu 9, 28040 Madrid). ML/IG: mutantes utilizados por ML en estudios previos y clonados de nuevo
en el laboratorio del Dr. Tomdas Canto.

CMV Proteina Nativa RNA 2 de la cepa Fny de
CcMvV
CMV2bAS5T (ML/IG) Delecciéon de aas1a 17 nts 2419 a 2469
CMV2bANLS1 (ML) Deleccién de aas 22 a 27 nts 2482 a 2499
CMV2bANLS2 (ML) Deleccién de aas 33 a 36 nts 2515 a 2526
CMV2bANLS1+2 (ML) Deleccién de aas 22 a27y 33 a36 nts 2482 a 2499y 2515 a
2526
CMV2bAKSPSE (ML) Deleccién de aas 39 a 43 nts 2533 a 2547
CMV2bS40A (ML) Sustitucion de aa®: Serina por Alanina  nts 2535 a 2537
sustitucién de AG por GC
CMV2bS42A (ML) Sustitucion de aa*’: Serina por Alanina nts 2542 a 2543
sustitucién de AG por GC
CMV2bAGSEL (1G) Deleccién de aas 62 a 65 nts 2602 a 2613
CMV2bA3T (ML/IG) Deleccién de aas 95a 110 nts 2701 a 2748
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Fig. 8. Representacion esquematica de la proteina 2b de CMV y de los mutantes utilizados. A, se muestra
la secuencia proteica de la proteina 2b de la cepa Fny de CMV comparada con la secuencia de otras
proteinas 2b (adaptado de Chen et al. 2008). B, esquema de la proteina 2b de CMV ilustrando la
presencia de regiones con estructura de alfa hélices, sombreado en naranja; con la distribucién de las
delecciones, rayado; y mutaciones puntuales, marcadas en negro, de los mutantes utilizados en este
estudio.

3.2.2. Amplificacion de DNA mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de DNA mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction, PCR) se realiz6 empleando como molde preparaciones de
DNA plasmidico (0,1-0.5 pg). La mezcla de reaccién se ajustd a 50 ul, en tampon HF
(Finnzymes) con una concentraciéon final de 1.5 mM MgCl,, en presencia de
oligonucledtidos especificos para el fragmento que se deseaba amplificar (ver Anexo Il)
a concentracién final 1,3 uM cada uno, mezcla de desoxinucleétidos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) (Promega. Cat. U120A a U123A) a concentracion final 0.2 mM cada unoy
2 unidades de enzima termoestable Phusion® High Fidelity DNA Polymerase

(Finnzymes. Cat. F-530L). El numero y condiciones de los ciclos de amplificacién
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variaron en funcién de los oligonucledtidos utilizados y el tamafio del fragmento a
amplificar. La reaccidn se realizd en termociclador (Thermal Cycler 2720. Applied

Biosystems).
3.2.3. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizé mediante electroforesis en geles de
agarosa (Agarose D2. Pronadisa. Cat. 8034) al 1% en tampdn Tris-Acetato EDTA (Tris
acetate-EDTA, TAE) pH 8, conteniendo bromuro de etidio (BrEt; Sigma Aldrich. Cat. E-
8751). La electroforesis se llevd a cabo a 100-120 V hasta la correcta separacion y
diferenciacién de la bandas de acidos nucleicos. Los geles se visualizaron por
transiluminacién con luz ultravioleta (UV) en Transiluminador Molecular Imager® Gel
Doc™ XR (BIO-RAD). Como marcador de peso molecular se utilizé 1 kb DNA Ladder
(Promega. Cat. G5711) y marcador de carga Blue/Orange 6X Loadding Dye (Promega.
Cat. G190A).

En experimentos de unién de RNA a proteina la electroforesis se realizd en geles de
agarosa al 2% en tampdn Tris-Acetato (Tris acetate, TA) pH 8, conteniendo BrEt. La
electroforesis se llevé a cabo a 110 V durante 11 minutos, lo que permite que el RNA
libre se introduzca en el gel aproximadamente un centimetro, suficiente para su
visualizacién y cuantificacién. Como marcador de peso molecular y control negativo se
utilizd el sRNA conveniente en cada gel. Los geles se visualizaron con el
transiluminador Molecular Imager® Gel Doc™ XR (BIO-RAD). Se tomaron imagenes

digitales para su posterior cuantificacion.
3.2.4. Clonaje en plasmidos binarios pROK2

Para la expresion transitoria en plantas, clonamos la proteina 2b de la cepa Fny de
CMV en el vector binario Ti, pROK2 (Baulcombe et al. 1986). El plasmido pROK2 es un
derivado del vector binario pBin19 (Bevan 1984). pROK2 es un vector grande (12.8 Kb)
gue consta de un cassete de expresién con el promotor 355 de CaMV, un sitio multiple
de clonaje (multiple cloning site, MCS) y el fragmento terminador del gen de la
nopalina sintasa del T-DNA de Agrobacterium (Nopaline synthase terminator, NOS

TERM).
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Se digirié el plasmido y el fragmento a clonar, proveniente de PCR o por digestidn
previa de otro clon, en un volumen de reaccidn de 50 pl, en presencia de albumina de
suero bovino (bovine serum albumin, BSA). Se adecuaron las condiciones de digestion
a las enzimas utilizadas, realizdndose digestiones secuenciales en aquellos casos en
que las condiciones requeridas para el correcto funcionamiento de las enzimas eran
incompatibles. Tras la digestidn se trataron los plasmidos con Fosfatasa Alcalina FastAP
(Fermentas. Cat. EF0651), segun las instrucciones del fabricante, para evitar su
recircularizacion y se precipitaron y lavaron los acidos nucleicos, resuspendiéndolos en
15 pl. Este volumen se cargd en un gel de agarosa 1% en tampdn TAE y se separaron
las bandas por electroforesis. Se tomaron del gel aquellas bandas que correspondian al
plasmido y a los fragmentos digeridos y se extrajeron del mismo con Qiaex Il Gel
Extraction Kit (QIAGEN. Cat. 20021). En este procedimiento, al afiadir la soluciéon QX1 vy
disolver la banda del gel de agarosa, se puso en contacto el plasmido y fragmento
requeridos para cada construccion, anterior a la adicion de la resina (QIAEX Il
suspension) del kit. Se continud segun las instrucciones del fabricante, seguido de
precipitacion y lavado de los acidos nucleicos. Finalmente se resuspendieron los acidos
nucleicos en 15 ul de mezcla de reaccién de ligacidn. La ligacidn de llevd a cabo a 162C
durante toda la noche con T4 DNA Ligasa (PROMEGA. Cat. M180A). El producto de la

ligacidn de utilizé para transformar E. coli.

Anteriormente se habia clonado la proteina 2b de CMV Fny en pROK2, construccion
pROK-2b (Canto et al. 2002). Contabamos ademas, con las construcciones pROK-mRFP
y pROK-GFP que expresaban la proteina fluorescente roja (monomeric red fluorescent
protein 1, mRFP1) (Shaner et al. 2004) y verde (green fluorescent protein, GFP) (Canto
et al. 2002), respectivamente. La proteina 2b se amplificé por PCR (oligonucleétidos 79
y 97, ver Anexo Il) y se clond usando las enzimas de restriccion Bam HI y Sac |, en los
extremos 5 y 3’ respectivamente, generando las construcciones pROK-2b-mRFP y
pROK-GFP-2b. Todas las construcciones marcadas con GFP contienen una variante de
GFP con fluorescencia desplazada al rojo (Tu65; Clontech) que no es visible bajo la
ldmpara UV (Black Ray, UVP). Ademas, se clond 2b en un plasmido pROK que contenia
el péptido hemaglutinina (Hemaglutinin, HA) de la hemaglutinina del virus de la gripe,

para generar la construccion pROK-2b-HA.
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Para generar los vectores para complementaciéon bimolecular fluorescente
(bimolecular fluorescence complementation, BiFC) basados en pROK2, se utilizaron las
mitades amino y carboxilo de la proteina fluorescente amarilla (splits yellow
fluorescent protein, sYFP; sYFPN y sYFPC, respectivamente): sYFPN, aas 1 a 154 y
sYFPC, aas 155 a 238 (Bracha-Drori et al. 2004). Se generaron asi las construcciones
pROK-sYFPN y pROK-sYFPC. La proteina 2b y los mutantes utilizados (todas las
construcciones sin el péptido HA) se clonaron en estos vectores con las enzimas de
restriccion Bam Hl y Sac | en extremos 5’ y 3’, respectivamente (ver Anexo lll). Con esto

generamos las construcciones pROK-sYFPN-2b y pROK-sYFPC-2b.

Del mismo modo que con la proteina nativa, los mutantes de la proteina 2b utilizados
se amplificaron mediante PCR a partir de clones infectivos que contenian los cDNAs
mutantes del RNA 2 de Fny de CMV (Fny-CMVANLS1, Fny-CMVANLS2, Fny-
CMVANLS1+2, Fny-CMVS40A, Fny-CMVS42A), amablemente donados por Mathew
Lewsey (Lewsey et al. 2009) del grupo del Prof. John Carr. Generamos asi las
construcciones en pROK2: pROK-2bANLS1, pROK-2bANLS2, pROK-2bANLS1+2, pROK-
2bAKSPSE, pROK-2bS40A, pROK-2bS42A; en pROK-GFP: pROK-GFP-2bANLS1, pROK-
GFP-2bANLS2, pROK-GFP-2bANLS1+2, pROK-GFP-2bAKSPSE, pROK-GFP-2bS40A, pROK-
GFP-2bS42A; en pROK con el péptido HA en el extremo 3’ de la secuencia del gen de
2b: pROK-2bANLS1-HA, pROK-2bANLS2-HA, pROK-2bANLS1+2-HA, pROK-2bAKSPSE-HA,
pROK-2bS40A-HA, pROK-2bS42A-HA; y en pROK a continuacion de las mitades amino y
carboxilo de la proteina YFP: pROK-sYFPN-2bANLS1, pROK-sYFPN-2bANLS2, pROK-
SYFPN-2bANLS1+2, pROK-sYFPN-2bAKSPSE, pROK-sYFPN-2bS40A, pROK-sYFPN-2bS42A;
y pROK-sYFPC-2bANLS1, pROK-sYFPC-2bANLS2, pROK-sYFPC-2bANLS1+2, pROK-sYFPC-
2bAKSPSE, pROK-sYFPC-2bS40A, pROK-sYFPC-2bS42A).

Para generar el mutante 2bAGSEL, se amplificaron por PCR las secuencias que
flanquean el fragmento GSEL a deleccionar de la proteina 2b con los oligonucleétidos
245 y 325 (ver Anexo 1), y se purificaron, seguido de accién con kinasa y ligacién con
T4 DNA ligasa (PROMEGA. Cat. M180A). El resultado de la ligacidn se utilizé como
molde de PCR con los oligonucledtidos 79 y 97 (ver Anexo Il), correspondientes a los
extremos de la secuencia de 2b, con las dianas de restriccion Bam HI y Sac |. El

fragmento resultante de esta PCR se digirio con las enzimas apropiadas para clonarlo
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en los plasmidos pROK2, pROK-GFP, pROK-sYFPN y pROK-sYFPC, pROK-HA y pQE30.
Obtuvimos asi las construcciones pROK-2bAGSEL, pROK-GFP-2bAGSEL, pROK-sYFPN-
2bAGSEL y pROK-sYFPC-2bAGSEL, pROK-2bAGSEL-HA y pQE-2bAGSEL-HA. Para sustituir

la proteina nativa en pF209 por 2bAGSEL, se utilizdé una aproximacidon semejante.

Las proteinas mutantes 2bA5T y 2bA3T, con delecciones en los extremos 5 y 3’ del
gen, se generaron por PCR con los pares de oligonucledtidos 285 y 357, y 79 y 358,
respectivamente. Los fragmentos resultantes se digirieron con las enzimas apropiadas
para clonarlos en pROK2, pROK-GFP, pROK-sYFPN y pROK-sYFPC, pROK-HA y pQE30.
Asi obtuvimos las construcciones pROK-2bA5T y pROK-2bA3T, pROK-GFP-2bA5T vy
pROK-GFP-2bA3T, pROK-sYFPN-2bAS5T y pROK-sYFPC-2bA5T, pROK-sYFPN-2bA3T vy
pROK-sYFPC-2bA3T, y pQE-2bA5T y pQE-2bA3T.

También utilizamos una construccién de pROK2 que expresa la proteina fibrilarina
fusionada a mRFP (pROK-Fib-mRFP) (Kim et al. 2007), donada amablemente por M.
Taliansky y S.-H. Kim (The James Hutton Institute, Dundee, Reino Unido). Y se clonaron
las proteinas coilina y nucleolina de A. thaliana y fibrilarina de N. benthamiana en los
plasmidos pROK-GFP y pROK-sYFPN y pROK-sYFPC. Inicialmente se clonaron en un
plasmido psk, de alto nimero de copias, y de éste se traspasaron a los plasmidos
pROK. A partir de cDNA de Arabidopsis se amplificé la coilina con los oligonucledtidos
312 y 314, y la nucleolina con los oligonucledtidos 322 y 323. La fibrilarina de N.
benthamiana se amplific6 a partir del plasmido pROK-Fib-mRFP con los
oligonucleétidos 309 y 311. El fragmento resultante de coilina se clond en el plasmido
psk con las enzimas de restriccidn Kpn | y Sac | en extremos 5’ y 3/, y el resultante de la
nucleolina con las enzimas de restriccion Bam HIl y Kpn | en los extremos 5 y 3’,
respectivamente (ver Anexo lll). El fragmento resultante de la fibrilarina se cloné en el
plasmido psk con las enzimas de restriccion Bam HIl y Sac | en los extremos 5’ y 3’,
respectivamente. Con esto generamos las construcciones psk-coilina, psk-nucleolina y
psk-fibrilarina. Posteriormente se digirieron los fragmentos de coilina, fibrilarina y
nucleolina a partir de estos pldsmidos y se clonaron en los plasmidos pROK-GFP, pROK-
sYFPN y pROK-sYFPC con las enzimas de restriccion Kpn | y Sac | para la construccién
pROK-GFP-coilina, pROK-sYFPN-coilina y pROK-sYFPC-coilina; las enzimas de restriccidon

Bam HI y Kpn | para las construcciones pROK-GFP-nucleolina, pROK-sYFPN-nucleolina y
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pROK-sYFPC-nucleolina; y las enzimas de restriccion Bam HI y Sac | para las

construcciones pROK-GFP-fibrilarina, pROK-sYFPN-fibrilarina y pROK-sYFPC-fibrilarina.

Para aportar una sefial de exportacién Nuclear (nuclear export signal, NES) a la
proteina 2b, se tomd la NES de la proteina inhibidora de kinasa (protein kinase
inhibitor, PKl), con secuencia peptidica Asn-Glu-Leu-Ala-Leu-Lys-Leu-Ala-Gly-Leu-Asp-
lle-Asn-Lys-Thr-Ala (Wen et al. 1995). Se amplificé con los oligonucledtidos 333 y 334
(Ver Anexo Il) que afiadieron, en extremo 5 un ATG (codén metionina) con diana de
restriccion Nhe I, y en el extremo 3’ la diana de Xba I. Tras digerir el producto de PCR
con ambas enzimas, se clond el fragmento de PCR conteniendo NES en las
construcciones pROK-GFP-2b y pROK-GFP-2bAKSPSE linearizadas con Xba I, generando
respectivamente los pldsmidos pROK-NES-GFP-2b y pROK-NES-GFP-2bAKSPSE.
Posteriormente en este pldsmido, se elimind el segundo ATG correspondiente a la
primera metionina de la GFP, para evitar la iniciacién interna de la traduccién por
ribosomas en el RNA mensajero, ya que se observé que a partir de pROK-NES-GFP-2b

se expresaban las proteinas NES-GFP-2b y GFP2b (datos no mostrados).

Para ello, se realizé una PCR de GFP-2b eliminando el ATG inicial a partir de NES-GFP-
2b con los oligonucleétidos 289 y 410 (ver Anexo Il). A continuacién se cloné pROK-
NES-GFP2b y el resultado de la PCR digeridos con las enzimas Xba | y Bam HI, con lo

gue se sustituye el GFP con ATG inicial por GFP sin ATG inicial.
3.2.5. Clonaje en plasmidos pQE30

El plasmido pQE30 (Qiagen) es un vector de expresion de proteinas pequefo, de 3.4
kilobases (kbs) que consta de un promotor T5, el operdn lac inducible por Isopropil-B-
D-1-tiogalactopirandsido (Isopropyl 6-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG), un fragmento
correspondiente a 6 Histidinas (6xHis), MCS, region terminadora y resistencia a
ampicilina (Fig. 9). Las histidinas quedan fusionadas al extremo amino de la proteina
una vez expresada en bacteria y permiten la purificacion de la misma por

cromatografia de afinidad.
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Fig. 9: Esquema del plasmido pQE30 utilizado para la expresidon de la proteina 2b y mutantes en
bacteria, una vez clonadas la proteina nativa y mutantes en el MCS.

Para la expresién de la proteina 2b de CMV y sus mutantes en E. coli, se realizdé una
PCR a partir de pF209 y pF209 conteniendo las mutaciones (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T) con los
oligonucleétidos 79 y 285 (ver Anexo Il). El primero afiade la diana de restriccion Bam
Hl y el segundo afiade el péptido HA y la diana de restriccién Sac |. Se digirieron el
plasmido y fragmentos correspondientes a 2b-HA nativo y 2b-HA mutantes, con Bam
Hly Sac | y se ligaron con pQE30. Generamos asi las construcciones pQE-6xHis-2b-HA y

los diferentes pQE-6xHis-2b-HA mutantes
3.2.6. Transformacion de bacterias

Para introducir las construcciones plasmidicas en las bacterias, se partid de células
competentes. La técnica empleada fue electroporacién. En este caso se somete a las
bacterias a un campo eléctrico que desestabiliza las estructuras de membrana.
Durante este proceso se inducen poros temporales por los que el DNA puede entrar en

las bacterias.

Se utilizaron cubetas Bio-Rad de paso éptico de 0.2 cm (Gene Pulser/MicroPulser
Cuvettes BIO-RAD. Cat. 165-2086). Para introducir las construcciones generadas en E.

coliy A. tumefaciens se utiliz6 el electroporador MicroPulser ™ (BIO-RAD).
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Tras la electroporacién se dejo las células una hora en medio de recuperacién (medio
de cultivo Luria Bertani, LB; 15mM MgCI2) y posteriormente se sembré en césped en
placas de Petri con medio LB (bactotriptona 10g/l, extracto de levadura 5g/I y NaCl
10g/I)/Agar en presencia de los antibioticos pertinentes en cada caso. Se dejo crecer E.
coli 24h a 37°C; A. tumefaciens se dejo 48h a 282C. Una vez crecidas las colonias,
seleccionamos algunas de ellas y las crecimos en medio LB con antibidticos, E. coli a

37°Cy A. tumefaciens a 282C, con agitacién 200y 220 rpm, respectivamente.
3.2.7. Purificacion de DNA plasmidico

La purificacién de DNA plasmidico se realizé a partir de cultivos de E. coli, estirpes
DH5a y XL-1 Blue, crecidos en medio de cultivo en presencia del antibiético adecuado
a la cepa bacteriana y construccién que se quiere seleccionar. Para ello se cultivaron
las bacterias conteniendo el plasmido de interés en 5 ml de medio LB con el antibidtico
a 379Cy 200 rpm durante 24h. Se centrifugd los cultivos y, se purifico los plasmidos a
partir del precipitado (pellet) haciendo miniprep con High Pure Plasmid Isolation Kit

(Roche. Cat. 11754777001).
3.2.8. Seleccion de clones y secuenciacion

Tras la digestion con las enzimas apropiadas, seleccionadas para cada construccién, se
seleccionaron aquellos clones de la construccidon cuyo patréon de digestidn se
correspondia con el esperado para la construccién de interés.Se secuenciaron estos

resultados de miniprep en el servicio de secuenciacion Secugen S.L.

Siguiendo las instrucciones de Secugen S.L., se mandd para la secuenciacién un
volumen de 15 pl de la muestra con concentracién adecuada y 1,5 pl de

oligonucleétidos a concentracion 5 M.

En el caso de plasmidos con bajo numero de copia, como ocurre con el plasmido
pROK2, es habitual una pobre secuenciacidon de la construccién. En estos casos se
realizé una PCR previa a la secuenciacién, con los mismos oligonucledtidos que se
emplearian en la secuenciacidén, para amplificar el fragmento y poder secuenciarlo. Los

clones en plasmidos psk se mandaron secuenciar con los oligos F17 y R19
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proporcionados por el servicio de secuenciacién Secugen S.L. (Anexo Il); los clones en
pldsmidos pROK se mandaron secuenciar con los oligonucleétidos 327 y 328 (Anexo ll);
los clones en el plasmido pQE30 se mandaron secuenciar con los oligonucledtidos 329
y 330 (Anexo ll); y el clon Fny2bAGSEL se mandd secuenciar con los oligonucleétidos

79y 97 (Anexo Il).

3.3. Expresion transitoria de genes en tejidos vegetales

mediante agroinfiltracion

La técnica de agroinfiltracion permite expresar transitoriamente en planta proteinas
nativas o modificadas, previamente clonadas en un vector de expresion. Este vector se
introduce en una cepa desarmada de Agrobacterium que, en contacto con tejidos
vegetales por infiltracion sobre la propia hoja, introduce el segmento de interés en las
células vegetales infectadas, donde se expresa transitoriamente la proteina de interés.
Esto nos permite, por ejemplo, estudiar los efectos de una proteina aislada del entorno
viral. La técnica de agroinfiltracién y sus aplicaciones en expresion transitoria de genes
y en ensayos de supresién del silenciamiento de un gen reportero por proteinas virales
con actividades supresoras ha sido descrita y puesta a punto previamente (English et

al. 1997; Voinnet et al. 1998; Johnasen y Carrington 2001; Canto et al. 2002).
3.3.1. Crecimiento e induccion de cultivos de Agrobacterium

Para transferir las construcciones obtenidas en E. coli a A. tumefaciens se utilizd la
técnica de electroporacién con BIO-RAD MicroPulser ™ de plasmidos purificados,
como se ha descrito anteriormente en el punto 3.2.6. Tras el crecimiento de colonias
en placa, se selecciond una, redonda y aislada, y se dejé crecer en medio LB en
presencia de los antibiéticos pertinentes en un volumen de 2 ml durante 24 horas, tras
lo cual se aumenté el cultivo a 5 ml y se dejd crecer 24 horas mas. Las condiciones del

cultivo fueron de 282C, 220 rpm, como se ha descrito previamente.
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3.3.2. Agroinfiltracion de tejidos vegetales

Para expresar las construcciones de la proteina 2b y sus mutantes en N. benthamiana,
transformamos una cepa desarmada de A. tumefaciens, C58C1 (van Larebeke et al.
1974), con los plasmidos binarios que contenian la construccidn a expresar. Crecimos
los cultivos de bacterias en medio LB con antibidticos a 282C, hasta fase de crecimiento
exponencial. Centrifugamos a baja velocidad para eliminar el medio de cultivo y
resuspendimos los cultivos bacterianos en medio de induccién (10mM acido 2-N-
morfolino-etanosulfénico [morpholineethanesulfonic acid, MES]; 10 mM MgCl,; 200
UM Acetosyringona) con una densidad éptica (optical density, OD) a 600 nm (ODggo) de
0,2.

Tras una induccidn de 2-3 horas a temperatura ambiente y sin agitacién, infiltramos
hojas de N. benthamiana completamente expandidas. Sobre la hoja, en el punto de
infiltracién, practicamos un pequeiio orificio con una punta de pipeta pequefia y sobre
ésta, presionamos con cuidado e infiltramos desde la superficie del envés de la hoja
una porcion de cultivo bacteriano inducido con acetosyringona, utilizando para ello
jeringuillas de 1 ml, sin aguja (Fig. 10). El tejido infiltrado resultante tiene forma
circular y un didmetro aproximado de 2 cm. En aquellos casos en que era necesario
infiltrar mas de una construccién en la misma en la misma infiltracién, preparamos las
mezclas de los cultivos que contenian las construcciones a infiltrar en medio de
induccidon (cada cultivo bacteriano a mezclar a una ODggo final de 0,2) para su

infiltracidn en las hojas.

De forma habitual infiltramos dos focos por hoja (izda. y dcha. de la hoja) y dos hojas
por planta. Cada experimento se repitié al menos dos veces. Tras la infiltracion, se
esperd de 3 a 6 dias para visualizar el resultado con [dmpara UV o en microscopio

confocal.
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Fig. 10: Agroinfiltracién de hojas completamente expandidas de N. benthamiana, A. Infiltracion de hojas
con suspensiones bacterianas inducidas de Agrobacterium, que contienen las construcciones de interés,
con ODgy =0,2. B. Observacion de hojas agroinfiltradas con un vector que expresa la proteina
fluorescente verde (GFP libre, eGFP), visible bajo luz UV, en presencia o ausencia del supresor de
silenciamiento 2b de CMV. Lado derecho de las hojas, control, infiltrado con Agrobacterium que expresa
eGFP junto con Agrobacterium que expresa el vector vacio pROK. Lado izquierdo de las hojas, infiltrado
con Agrobacterium que expresa eGFP junto con la construccién que expresa la proteina 2b de CMV
(hoja izquierda), y que expresa la proteina mutante 2bANLS1, que carece de actividad supresora de
silenciamiento, (hoja derecha). En presencia de un supresor de silenciamiento funcional, el disco
infiltrado muestra mayor fluorescencia bajo iluminacién UV.

3.4. Ensayos de actividad supresora de silenciamiento

La técnica de supresién de silenciamiento local o agropatch assays, nos permite
chequear de una forma visual o mediante cuantificacidn de proteinas o transcritos en
el disco infiltrado la actividad supresora de silenciamiento de una proteina o, carencia

de actividad de la misma en dicho ensayo.
3.4.1. Visualizacion de fluorescencia en tejidos vegetales

La técnica consiste en agroinfiltrar dos focos por hoja, a derecha e izquierda de la hoja,
respectivamente, siguiendo el procedimiento expuesto anteriormente en el punto
3.2.2. En el foco izquierdo (cara abaxial de la hoja) pondremos un control negativo, que
consiste en una mezcla de bacterias (A. tumefaciens C58C1) que contienen un
plasmido vector que expresa una proteina fluorescente verde, eGFP libre, visible bajo
luz UV; y bacterias que contienen el vector vacio que se ha utilizado en las
construcciones a chequear (pROK2). El otro foco consiste en una mezcla de bacterias
gue expresan eGFP libre y bacterias que expresan la construccion que tenemos interés

en comprobar su actividad (Fig. 10). El vector que expresa eGFP libre, visible bajo luz
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UV ha sido donado amablemente por J. Cubero (INIA, Crta. de la Corufia, km 7,5

Madrid).

La expresién de GFP libre a partir de un vector binario es parcialmente silenciada por la
planta, y bajo luz UV se ve de un tono verde apagado, que se hace mas débil segun
pasan los dias (Fig. 10 y Canto et al. 2002). Lo mismo ocurre al coinfiltrar dicha
construccion junto con una construccion que no tiene actividad supresora de
silenciamiento, como el vector vacio pROK2. Sin embargo, si se expresa junto con un
vector que exprese un proteina con actividad supresora de silenciamiento, se suprime
el silenciamiento del RNA mensajero expresado transitoriamente desde el T-DNA
agroinfiltrado y se observa un incremento de la fluorescencia derivada de GFP bajo luz
UV, de un verde brillante (Fig. 10B, hoja izda. lado izdo.). De 3 a 6 dias
postagroinfiltracion (dpi), observamos las hojas y fotografiamos la fluorescencia
derivada de la expresion transitoria de GFP libre en las hojas, iluminando con ldampara
UV. Las imagenes tomadas se procesaron digitalmente con Adobe Photoshop CS5

Extended (Adobe Systems Software Ltd.).
3.4.2. Inmunodeteccion de proteinas o western blot

Una vez tomadas las imdgenes de las hojas, guardamos los circulos de tejido
infiltrados, para hacer una inmunodeteccion de proteinas y detectar la presencia de las

proteinas en los tejidos infiltrados.
3.4.2.1. Preparacion de la muestra para analisis por western blot

Se extrajo de las hojas de N. benthamiana el contenido de proteinas totales de
aproximadamente 0,1 g de tejido infiltrado (correspondiente a un circulo de
agroinfiltracién). Para ello, la muestra congelada en nitrégeno liquido se hizo polvo con
un émbolo en 300 pl de tampdn fosfato salino (Phophate buffered saline, PBS) 1X, 1%
Mercaptoetanol. Tomando 50 pl de este extracto y 50 pl de Laemli 2X (4% SDS; 2% 2-
Mercaptoetanol; 0,1 M Tris HCI pH 6,8; BPB; 20% Glicerol), se homogeneizd y se hirvid
a 952C la muestra con agitacion durante 3 minutos, para extraer las proteinas totales;

y se centrifugd para clarificar la muestra.
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3.4.2.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Cargamos 15 ul de la muestra por pocillo en los geles de poliacrilamida con SDS. Como
marcador de peso molecular utilizamos Precision Plus Protein™ Standards Dual Color
(BIO-RAD. Cat. 161-0374). En los casos en que ha sido necesario cuantificar cantidad de
proteina, se incluyd en el gel de interés una serie de concentraciones conocidas de BSA

para construir una recta patrén que permitiera inferir la concentracién de proteina.

Las muestras se fraccionaron por SDS-PAGE en geles con 15% de acrilamida (BIO-RAD.
Cat. 161-0158) en sistemas Mini Protean Il (BIO-RAD) y fuente de electroforesis
BIORAD, hasta que el marcador de frente azul (presente en el Laemli 2X) escapa por la

base del gel.

Una vez acabada la electroforesis, aquellos geles control de carga o que se utilizaron
para estimar una cantidad de proteina, se tifieron con azul de coomassie (Sigma-
Aldrich Brilliant Blue R. Cat. B0149) y se elimind el exceso de azul con solucién de

destefiido (metanol 15%, acido acético glaciar 10%).
3.4.2.3. Transferencia humeda a membranas

Los geles de proteinas se transfirieron, por electro transferencia himeda en buffer tris-
glicina (tris-glicina [25 mM Tris; 192 mM Glicina]; 20% Metanol), a membranas de
transferencia de proteinas (Hybond-P PVDF membranes, Amersham, GE Healthcare.
Cat. RPN303F) durante una hora a 100 V, en frio. Una vez transferidas las proteinas a la
membrana, se tifieron con rojo Ponceau (Ponceau S solution SIGMA. Cat. P7767)
durante unos minutos y se tomd la imagen de las bandas como control de carga. A
continuacion se destifid la membrana con agua y se bloqued con solucion de bloqueo
(PBS 1X; 5% peso/volumen leche en polvo desnatada) durante al menos una hora, para

evitar la adherencia de anticuerpos a zonas no especificas de la membrana.
3.4.2.4. Inmunodeteccion de proteinas por western blot

Una vez bloqueada la membrana se puede detectar la presencia de proteinas

especificas en la membrana. Nosotros teniamos interés en detectar las proteinas 2b y
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proteinas 2b mutantes (en los diferentes vectores construidos), GFP (eGFP libre o en

construcciones tipo GFP-2b) e YFP (en construcciones de BiFC).

Para la deteccion inmunoldégica de GFP, se utilizé un anticuerpo policlonal contra GFP
de ratén, donado por G. Cowan (James Hutton Institute, Dundee, Reino Unido). Para la
deteccidon de proteina 2b de la cepa Fny de CMV se utilizé un anticuerpo policlonal de
ratén contra los dominios amino y carboxilo de la proteina (aas 2-58 y 51-107,
respectivamente), desarrollado por el Dr. Félix A. Atencio en el CIB-CSIC. Para la
deteccion de proteinas marcadas con sYFPN, se utilizé el anticuerpo policlonal de ratén
contra la terminacién amino de GFP (Anti-GFP, N-terminal antibody produced in rabbit.

SIGMA. Cat. G1544).

Se incubd la membrana en solucion de bloqueo en presencia de los anticuerpos
primarios durante toda la noche en agitacién suave a temperatura ambiente. Se lavé
bien la membrana en solucién de lavado [PBS 1%; 0.05% Tween 20 (Sigma Aldrich. Cat.

P1379)] antes de poner el anticuerpo secundario.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron un anticuerpo antiratén conjugado con
fosfatasa alcalina [Anti-Mouse IgG (whole molecule)-Alkaline Phosphatase antibody
produced in goat. SIGMA. Cat. A3688] o uno anticonejo [Anti-Rabbit 1gG (whole
molecule)—Alkaline Phosphatase antibody produced in goat. SIGMA. Cat. A3687], para
detectar los anticuerpos primarios contra las proteinas 2b y GFP, respectivamente. Se
incubd la membrana en solucién de bloqueo en presencia de los anticuerpos
secundarios con la dilucion adecuada durante una hora en agitacidon a temperatura

ambiente, y se lavé de nuevo la membrana en solucidn de lavado.

La presencia de las proteinas se revelé con sigmaFAST ™ BCIP/NBT (SIGMA Aldrich.

Cat. B5655), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El control de carga de los geles se llevd a cabo por geles PAGE-SDS del 15% tefiidos con
azul de coomassie-R (Sigma-Aldrich Brilliant Blue R. Cat. B0149) o por tincién de la
membrana de transferencia con Rojo Ponceau (Ponceau S solution. SIGMA. Cat.

P7767).
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3.5. \Visualizacion in vivo de proteinas con marcajes

fluorescentes

Para observar la localizacidon subcelular de las proteina 2b y mutantes de CMV en
células vegetales epidérmicas se clonaron las mismas en el vector pROK2-GFP a
continuacion del marcador fluorescente, formando las construcciones pROK-GFP-2b y
las variantes con la proteina mutada de 2b. Ademads, la proteina nativa se clond
también en posicidn anterior al fluoréforo GFP y mRFP formando las construcciones
pROK-2b-GFP y pROK-2b-mRFP. Todo ello se ha descrito anteriormente en el apartado
3.2.4.

Para la observacion del efecto que produce la presencia de una sefial NES en la
localizacion subcelular de la proteina 2b se utilizé la construccion pROK-NES-GFP-2b
descrita en el apartado 3.2.4. La visualizacidon de las proteinas fusionadas a tags
fluorescentes se llevé a cabo en microscopio confocal tras su expresiéon transitoria en

hojas de N. benthamiana
3.5.1. Agroinfiltracion y expresion transitoria

Infiltramos hojas de N. benthamiana con las construcciones a visualizar in vivo,
marcadas con los fluoréforos GFP y mRFP. Este método nos ofrece una forma sencilla
de expresar una proteina en planta, ya que se infiltra la suspensién bacteriana
directamente en las hojas, difunde en el tejido y permite la observacidon de campos de
células epidérmicas que expresan la construccidn de interés. Las construcciones que
contenian GFP se infiltraron junto con un plasmido que contenia la proteina fibrilarina
con el fluoréforo mRFP (pROK-Fib-mRFP). La proteina fibrilarina se localiza en los
nucléolos y cuerpos de cajal, por lo que se utilizd como marcador de estos corpusculos

subnucleares.
3.5.2. Infiltracion de tincion DAPI

En algunos casos se utilizé la tincién DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Esta tincidon

fluorescente atraviesa las membranas celulares y se une al DNA por lo que se usa
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como marcador de los nucleos, pero no tifie los nucléolos. Se puede utilizar tanto en

células fijadas como vivas.

Se infiltraron las zonas agroinfiltradas de las hojas con tincion DAPI (4ug/ml en agua) 2

horas antes de su visualizacién en el microscopio confocal.
3.5.3. Visualizacion de fluorescencia in vivo con microscopio confocal

El Miscroscopio Confocal emplea una técnica Optica para reconstruir imagenes
tridimensionales, seleccionando cada vez un solo plano (eje z) del campo, descartando
la informacion de otros planos con el pinhole. Esto nos permite observar campos
epidérmicos en la muestra in toto. Ya que la superficie de la hoja es irregular, se hizo
un barrido tomando imdagenes en el eje z para reconstruir el campo de células
epidérmicas. Estas imagenes se procesan con el programa Leica para superponerlas en
una sola proyeccién que suma la fluorescencia derivada de todas ellas, permitiendo ver
una imagen plana a partir de una muestra tridimensional. Las imagenes se formaron
con dos Microscopios Laser Confocales espectrales (CLSM) Leica TCS SP2 y SP5 (Leica

Microsystems).

Las preparaciones se montaron unos minutos antes de ir al Microscopio Confocal, a
partir de tejido fresco colocado sobre portaobjetos. Se evitd en la medida de lo posible
tomar tejidos con nervaturas, para facilitar la visualizacién y evitar una superficie
irregular. Se coloco el tejido sobre el portaobjetos con la cara adaxial hacia el mismo,
para observar campos de células epidérmicas en la superficie abaxial, desde la que se
habia infiltrado con la jeringuilla. Se inmovilizé el tejido sobre el portaobjetos con

ayuda de cinta adhesiva de doble cara.

Se observo el tejido con objetivos de inmersién en agua a tiempos variables tras la
infiltraciéon (entre 2 y 5 dpi, dependiendo del tipo de experimento) y se tomaron
imagenes con objetivos 20x, 40x y 63x, en funcion de si interesaba tomar imagenes de
campos de células epidérmicas o centrarnos en compartimentos subcelulares, como se

ha descrito anteriormente (Canto et al. 2006).
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Las imagenes se obtuvieron por barrido secuencial (SP2 y SP5) y escaner resonante
(SP5), con los siguientes ajustes de excitacion (longitud de onda en la que un
fluoréforo absorbe luz) y emisién (rango de longitudes de onda en las que un
fluoréforo emite luz): para GFP, excitacidon de 488 nm y emision de 500 a 530 nm; para
YFP, excitacién a 514 nm y emisién de 530-550 nm, para mRFP, excitaciéon de 561 nmy

emision de 590 a 630 nm; para DAPI, excitacién de 405 nm y emisidn de 440 a 475 nm.

3.6. Complementacion bimolecular fluorescente

Para visualizar interacciones en células vivas utilizamos la técnica de la
complementacidn bimolecular fluorescente (BiFC). Es un método muy sensible (Morell
et al. 2008) basado en la interaccion entre dos mitades de una proteina fluorescente
fusionadas a las proteinas que se pretenden estudiar, que permite visualizar in vivo
interacciones potenciales proteina-proteina (Citovski et al. 2006) entre proteinas
iguales o diferentes y establecer su ocurrencia subcelular in vivo y en el contexto
celular por observacidon directa sobre tejido fresco, eliminando posibles artefactos
causados por rotura celular o fijacion del tejido previa a su visualizaciéon (Kerppola
2006). La asociacion de proteinas produce un complejo fluorescente a partir de
constituyentes no fluorescentes y se ha utilizado en distintos tipos celulares y

organismos (revisado en Kerpola 2006).

Se examind por co-expresiéon transitoria potenciales interacciones entre pares de
proteinas coexpresadas en células epidérmicas por agroinfiltracién, observando en
microscopio confocal la fluorescencia, de 3 a 6 dpi. Comprobamos diferentes
combinaciones de plasmidos, en los dos sentidos de la interaccidén en aquellos casos en
gue se observa la interaccion entre proteinas diferentes, no asi en homodimeros. La
visualizacién se hizo a veces en presencia de fibrilarina marcada con mRFP (Fib-mRFP)
como marcador nucleolar. Las agroinfiltraciones de vectores binarios expresando
proteinas marcadas para BiFC se hicieron en las mismas condiciones que para
proteinas fluorescentes monoméricas, y se visualizaron con los ajustes de excitacidon y

emision de la YFP intacta (excitacion 514 nm; emisiéon 530-550 nm).
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3.7. Uniodn in vitro de la proteina 2b a RNAs

Para los estudios de unidn in vitro de la proteina 2b a RNAs se expresé la proteina 2b y
mutantes en bacterias, previa comprobacion de la funcionalidad de la construccién en
estudios de agroinfiltracion. En estudios anteriores, diversos grupos han expresado y
purificado sélo proteina 2b truncada, ya que encontraron dificultades en la expresién
de la proteina completa, pero nosotros no encontramos ningun problema por lo que
nuestros resultados muestran las propiedades de la unién a RNAs de la proteina 2b

completa.

Para expresar y purificar las proteinas 2b y mutantes utilizamos el sistema
QlAexpressionist ™ (QIAGEN) con el vector pQE30. Este sistema se basa en el marcado
con seis histidinas (6xHis tag), que se unen selectivamente a matrices cromatograficas
por afinidad al metal niquel- acido nitrilotriacético (nickel- nitrilotriacetic acid, Ni-NTA),

sin interferir en su estructura y funcién.
3.7.1. RNAs

Para visualizar la union in vitro de sRNAs a la proteina 2b y sus mutantes, y
posteriormente calcular sus cinéticas de unidn, sintetizamos tres RNAs sintéticos,
basados en la secuencia del miRNA 171 de A. thaliana (Fig. 11): de hebra sencilla y
polaridad positiva (ss siRNA); de doble hebra, con 2 nts desapareados en los extremos

terminales 3' (ds siRNA); y el micro RNA correspondiente (miRNA).

Para preparar los sRNAs de doble hebra, se tomaron cantidades equimoleculares de
los sSRNAs de hebra sencilla de polaridad complementaria, se hirvieron durante 5
minutos en agua y se enfriaron lentamente hasta temperatura ambiente. Para los
experimentos de unidn in vitro a proteina, se utilizd 5 pmol de sRNAs de doble hebra
(ds siRNA, miRNA) y 15 pmol de ss siRNA, ya que en este caso 5 pmol de RNA de

cadena sencilla no se visualizaron bien en el gel.
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UGA UUG AGC CGC GCC AAU AUC

ds SIRNA A G ACU AAC UCG GCG CGG UUA U
| I I N I I N O N O N N |
- UGA UUG AGC CGC GCC AAU AUC
AG ACU CAC UUG GUC CGG UUA U
ss SIRNA UGA UUG AGC CGC GCC AAU AUC

Fig. 11: Representacion de los sRNAs sintéticos utilizados en el estudio, correspondientes al RNA 171 de
Arabidopsis thaliana: sSRNA de doble hebra (ds siRNA), micro RNA (miRNA) y sRNA de hebra sencilla (ss
SiRNA).

3.7.2. Expresion de proteinas en bacterias

Para expresar la proteina 2b nativa y las proteinas mutadas en bacteria, se clonaron en
el plasmido de expresién pQE30 sus secuencias génicas generando pQE30-2b, como se
ha explicado en el apartado 3.2.5. Estas proteinas presentan, una vez en el plasmido
pQE30, 6 histidinas (6xHis) en el extremo amino de la proteina, procedentes del
plasmido pQE30, y el péptido HA que clonamos nosotros anteriormente en el extremo
carboxilo de la proteina 2b. No sabemos si las histidinas y el péptido HA a ambos
extremos de la proteina 2b la estabilizan, ya que nosotros no observamos toxicidad
alguna durante la expresiéon de proteinas. Las proteinas se expresaron en la cepa
JM109 de E. coli. Se utilizé un cultivo recién transformado con el plasmido pQE30-2b,
ya que en nuestra experiencia, los stocks bacterianos ultracongelados presentan
alguna dificultad en el crecimiento y expresién de proteinas. Partimos de varias
colonias de células transformadas, que crecimos a 372C durante la noche con agitacién
en 50 ml de medio liquido 2xYT (bactotriptona 16 g/l, extracto de levadura 10 g/l y

NaCl 5 g/l) en presencia de ampicilina. A la mafana siguiente se llevo el cultivo a 300
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ml y se dejé crecer durante una hora mas. A continuacion inducimos la expresion de la
proteina durante 3 horas afadiendo al cultivo IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido) (CALBIOCHEM. Cat. 420322) a una concentracién final 1 mM.
Tras la induccidn, se elimind el sobrenadante por centrifugacion a 42C y se guardaron

los precipitados de cultivo a -202C durante al menos 1 hora.
3.7.3. Purificacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Resuspendimos los precipitados de bacterias en 3 ml de tampdn B (100mM NaH,POy;
10mM Tris-HCI; 8M Urea, pH 8) en presencia de PMSF (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandésido) a una concentracion final de 1 mM para romper las células. Las
muestras se mantuvieron en agitacion a 50 rpm y temperatura ambiente durante una
hora. Luego las clarificamos por centrifugacién a 6000 rpm, 10 minutos a temperatura
ambiente. Tomamos el sobrenadante, que tiene un aspecto bastante transparente si la
lisis celular es completa, y descartamos el precipitado con restos celulares. A
continuacion se purificd la proteina por incubacién con la resina de Ni-NTA (QIAGEN.
Cat. D-40724). Previamente a la incubacién es necesario lavar tres veces y equilibrar la
resina con el tampdn B, en que también se encuentra la proteina que estamos
purificando. Incubamos, en pequeiias columnas de plastico de cromatografia (de un
diametro de 1,5 cm) cerradas en ambos extremos e inclinadas, el sobrenadante con
300 pl de resina Ni-NTA en agitacién a 50 rpm, a temperatura ambiente durante una
hora, para que se una la proteina por afinidad entre el Niquel de la resina y las
histidinas en las proteinas expresadas. Posteriormente colocamos la columna en
vertical, cuidando de que la resina quedase depositada en la base. A continuacion se
lavé la resina con tampones que eliminaron el resto de componentes del sobrenadante
Yy que poco a poco bajaron el pH hasta el pH de elucién. Conviene poner el volumen ml
a ml, para el correcto lavado de la muestra, y el lavado se realizé con la siguiente
secuencia: 10 ml con tampdn By 5 ml de tampon C (100mM NaH2PO4; 10mM Tris-HCl;
8M Urea, pH 6.3). Por ultimo eluimos con tampdn E (100mM NaH,PO,4; 10mM Tris-HCl;
8M Urea, pH 4.5) de la siguiente manera: Pusimos 1 ml y se eluyd rdpidamente en un
eppendorff de 1.5 ml, muestra E1, en principio la proteina no la encontramos en esta

fase de elucion. Luego se incubd con 1 ml de tampdn E durante 10 minutos y se eluyd
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en otro ependorff, E2, que en principio contenia la proteina purificada. Por ultimo se
afiadid 1 ml mds y se eluyd en otro tubo, E3, que en principio tiene proteina muy

diluida.

Una vez purificadas las proteinas se realizd una electroforesis de 10 pl de muestra en
PAGE-SDS al 15% para comprobar que se han purificado y que el tamano de las mismas
es el esperado, y para determinar su concentracidn de cara a los ensayos. En aquellos
casos en que la cantidad de proteina obtenida resultaba insuficiente para los ensayos
de unién a sRNAs, se concentrd la misma 2x-4x, utilizando las columnas Amicon ultra

0.5 de 10 kilodalton (kDa) (SIGMA-ALDRICH. Cat. Z677108-96).
3.7.4. Renaturalizacion de proteinas

Las proteinas purificadas en estas condiciones presentaban una alta concentracion de
urea en el tampdn de elucion y se encuentraban desnaturalizadas. Para renaturalizar
las proteinas purificadas se utilizé la técnica de didlisis, que permite eliminar poco o
poco la urea y demads productos presentes en el tampdn de elucidon de forma que la
proteina lentamente va recuperando su conformacién nativa. La tripa de didlisis es
necesario hervirla 5 min y dejarla enfriar lentamente en agua ultrapura (Milli-Q)

previamente para que tome sus propiedades.

La dialisis se llevd a cabo frente a agua Milli-Q en una relacién 1:10°. Asi, para
renaturalizar 100 pl de proteina purificada se puso en tripa de dialisis frente a 100 ml
de agua Milli-Q en agitacion 70 rpm durante 60 minutos. Durante este tiempo se
cambio el agua a los 20, 40 y 50 minutos. La proteina renaturalizada presenta actividad
durante un corto espacio de tiempo, por lo que una vez renaturalizada, es necesario

hacer los experimentos de union in vitro a RNAs en un breve periodo de tiempo.
3.7.5. Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar la proteina 2b renaturalizada se realizé una electroforesis con 10 ul de
la proteina dializada en PAGE-SDS al 15%, y se tind el gel con azul de coomassie. Se
elimind el exceso de azul quimicamente con solucién de desteiiido. Se escaned el gel y

obtuvimos la imagen en tonos grises. La cuantificacion se llevd a cabo por
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densitometria con el programa Gel-Pro Analyzer (version 3.1.00.00. Media
Cybernetics) frente a una recta patron a partir de concentraciones conocidas de BSA
presentes en el mismo gel. Se infirid la concentraciéon de proteina utilizando el
programa de cdlculo Excel (Microsoft Corp.). Con esto obtuvimos los pug de proteina
renaturalizada presentes en 10 ul de muestra dializada. Para pasar esta concentracién
a pmol/ul necesitamos saber los KDa de nuestra proteina, que se calcularon por

traduccién de secuencia en el portal www.sciencegateway.or/tools/proteinmw.htm.

En el portal www.genscript.com/conversion.html relacionamos los KDa con los pg y

pmol, con lo que finalmente pudimos convertir la concentracién de proteina dializada
presente en el gel que medimos como pg/ul, en las medidas pmol/ul que utilizamos

en los calculos para union a sRNAs.

Para nuestros ensayos, dado el volumen de muestra que manejdbamos, se requirié

una concentracion de proteina renaturalizada de al menos 3 pmol/ul.
3.7.6. Uniodn in vitro de proteina a sSRNAs

Para los experimentos de unién in vitro de proteinas a sRNAs, se utilizd sRNAs
sintéticos (ds siRNA, miRNA y ss siRNA) a concentracién fija (ver apartado 3.7.1), y
concentraciones crecientes de proteina 2b renaturalizada. La unidn in vitro se llevd a
cabo en volumenes de 15 pl en tampdn de unién a RNAs (20 mM Tris-HCl pH 7.5; 50
mM NaCl; 5% Glicerol) en presencia de 1ImM MgCl,, incubados durante 15 minutos en
hielo. El resultado de la incubacion se cargd en geles de Tris Acetato (TA) y agarosa al
2% tenidos con BrEt. El fundamento de esta técnica es que el sRNA libre (no unido a
proteina) entra en el gel durante la electroforesis, mientras que el sRNA unido a
proteina queda retenido en el pocillo del gel, donde habitualmente se puede visualizar.
Este sRNA que entra en el gel se puede cuantificar, y es el inverso al RNA que ha

guedado retenido por la proteina.

Los geles resultantes se fotografiaron en transiluminador Molecular Imager® Gel Doc™

XR (BIO-RAD) y las imagenes se analizaron con el programa Gel-Pro Analyzer.
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3.7.7. Cuantificacion de pequeiios RNAs unidos a proteinas

Para cuantificar los RNAs unidos a proteina, se obtuvo una imagen en tonos grises del
gel de agarosa con los tonos invertidos, apareciendo las bandas que corresponden al
RNA en tonos oscuros. La cuantificacién del RNA libre (no unido a proteina) presente
en el gel se llevé a cabo por densitometria con el programa Gel-Pro Analizer
(MediaCybernetics). Estos datos se trataron posteriormente con el programa Excel
(Microsoft Office). La cuantificacion de las bandas (de mas intensa, RNA libre, a menos
intensa; el RNA retenido por la proteina no penetra en el gel ya que queda retenido
por la proteina en el pocillo del gel en que se deposité la muestra) permite relativizar
la densidad de cada banda respecto a la de la calle control en el gel con RNA libre. Los
valores resultado de relativizar la densidad de cada calle (muestras con concentracion
creciente de proteina) frente a la calle control, con RNA libre, oscilan de 0 a 1. Valores
proximos a 1 indican mayor intensidad de banda en el gel, que significa mas RNA libre,
no unido a proteina; valores mds préoximos a 0 indican menor intensidad de banda y
por lo tanto mdas RNA retenido por la proteina en el pocillo del gel. Al expresar estos
datos en porcentaje (0-1 expresado como 0%-100%), un 100% corresponde a la
totalidad del RNA libre, no unido a proteina, calle control) y un 0% corresponde con la
situacion en que todo el RNA queda retenido por la proteina. Para calcular el dato
inverso, el porcentaje de RNA unido a proteina, que es lo que nos interesa (y no el RNA
libre que es el que ha penetrado en el gel y podemos cuantificar por intensidad de
banda), restamos estos valores, que ya hemos representado como porcentaje, a 100
(porcentaje). De este modo pasamos de hablar de porcentaje de RNA libre en el gel, a

porcentaje de RNA retenido por la proteina (en el pocillo).

Habiendo estimado anteriormente en un gel de PAGE-SDS la concentracién de
proteina renaturalizada, relacionamos el porcentaje de retencién de RNA calculado
con la concentracién conocida de proteina en cada uno de los pocillos del gel, con lo
gue expresamos en una grafica la relacidn molar de proteina:RNA frente al valor de
retencion de RNA. Obtuvimos asi las cinéticas de retencion de RNA de cada una de las
proteinas, 2b y mutantes, con los tres sRNAs, que representamos en curvas con el

programa Excel (Microsoft Office).
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3.7.8. Calculo de la constante de disociacion y del coeficiente de Hill

El coeficiente de Hill es un indicador de cooperatividad en la unién a RNA, como se ha
descrito anteriormente (Marcos et al. 1999). La unién cooperativa significa que la
afinidad de una molécula por el ligando cambia con la cantidad de ligando unido.
Describe la fraccién de macromoléculas saturadas por ligando en funcién de la
concentracién de ligando. El coeficiente de Hill de las proteinas 2b y las proteinas
mutantes se calculd usando la transformacion de Hill de los datos de unién a RNA
obtenidos en experimentos repetidos. Valores del Coeficiente de Hill <1 indican unién
cooperativa negativa. Esto significa que, una vez que el ligando (sRNA) se ha unido a la
proteina, la afinidad por el mismo disminuye. El Coeficiente de Hill con valor =1
significa unién no cooperativa. En este caso la afinidad de la proteina por el ligando no
depende de si otras moléculas de ligando se han unido a proteina. Y coeficiente de Hill
con valor >1 significa unidn cooperativa positiva. Aqui la afinidad por el ligando

aumenta segun se van uniendo proteina y ligando.

También se determind la constante de disociacién aparente (Kd) en base a los datos
obtenidos. Kd es la concentracién de proteina a la que el 50% del sSRNA aparece unido
en la interaccién proteina/RNA. Representa la concentracion de ligando en la que un
lugar de unidon de una proteina esta ocupado a medias. Cuanto menor es una

constante de disociacién, mas afinidad hay entre proteina y ligando.

Para determinar los valores del Coeficiente de Hill y Kd se utilizé la ecuacion de Hill en
Sigmaplot 11 [Systat Software Inc. (SSI) San Jose, CA. USA], en que n representa el

Coeficiente de Hill:

Fraccidn unida = 1/(1+(Kd"/[Protein concentration]"))
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4. RESULTADOS
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4.1. Localizacion subcelular y actividad supresora de

silenciamiento de la proteina 2b de CMV

4.1.1. Proteina 2b nativa fusionada a marcadores fluorescentes

Para analizar en detalle la distribucidon subcelular in vivo de la proteina 2b de la cepa
Fny de CMV la hemos fusionado a proteinas fluorescentes. Sin embargo, un aspecto
importante a tener en cuenta al trabajar con proteinas fusionadas a una secuencia
peptidica es el posible efecto que el marcaje pueda tener en su funcionalidad
bioldgica. Los ensayos de supresidn de silenciamiento local de la expresién transitoria
de genes en T-DNAs introducidos en N. benthamiana mediante agroinfiltracion
(ensayos de supresion local de silenciamiento, agropatch assays), nos permiten
evaluar la actividad supresora de las proteinas virales en un sistema libre de virus. En
este sistema, en ausencia de un supresor de silenciamiento, la expresion transitoria de
un gen indicador como GFP sufre un silenciamiento parcial que deprime su
acumulacién en el tejido infiltrado, lo que hace que bajo una ldmpara de luz UV la
fluorescencia derivada de esta proteina sea débil en comparacidon con una situacion de

ausencia de silenciamiento (ver Fig. 10, en Material y Métodos).

La presencia de la proteina 2b de la cepa Fny de CMV, expresada por agroinfiltracién a
partir del plasmido binario pROK2, causé una supresidn del silenciamiento parcial del
gen indicador GFP, como muestran las intensidades relativas de fluorescencia bajo
iluminacién UV derivadas de GFP, en presencia o ausencia del supresor viral (Fig. 12A,
primera hoja por la izquierda), o las acumulaciones correspondientes de GFP en los
tejidos agroinfiltrados, detectadas seroldgicamente (Fig. 12B, western blot). Cuando la
proteina 2b se expreso fusionada a la proteina GFP en su extremo amino (GFP-2b), o a
la proteina mRFP en su extremo carboxilo (2b-mRFP), las proteinas de fusién
retuvieron la actividad supresora de silenciamiento de GFP libre comparable a la de la
proteina nativa sin marcar (Fig. 12A, fluorescencia en hojas; y Fig. 12B, acumulacién de
la proteina en el tejido, western blots correspondientes). Las proteinas de fusién
SYFPN-2b y sYFPC-2b también presentaron actividad supresora de silenciamiento,

tanto infiltradas por separado como juntas (Fig. 12A). En todos los casos, la mayor
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acumulacién de GFP se correspondié también con una mayor acumulacidon de su

mMRNA en tejido infiltrado en el analisis por northern blot (Fig. 12C).
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Fig. 12: Actividad supresora de la proteina 2b de CMV. La proteina 2b fusionada a marcadores
fluorescentes retiene la actividad supresora de silenciamiento de RNA. Se co-agroinfiltré y expresé en
hojas de N. benthamiana la proteina GFP libre a partir de un vector binario (un clon que emite luz visible
bajo ldampara de luz UV), junto con el vector vacio pROK2, (circulo de infiltracion en lado dcho. de las
hojas, control interno de cada hoja), o junto con vectores binarios derivados de pROK2 que expresaban
las proteinas 2b nativa y 2b marcadas con diferentes fluoréforos o el péptido HA (circulo de infiltracién
en lado izdo. de las hojas), insertadas en el MCS del vector. A, Fotografias de las hojas agroinfiltradas. La
proteina 2b y todas las proteinas de fusidn retienen la actividad supresora de silenciamiento en ensayos
de supresidn local de silenciamiento, e inducen un aumento de la fluorescencia derivada de GFP libre
bajo iluminacidn UV. La contribucidn a la fluorescencia de GFP-2b se considera residual al acumularse en
cantidades mucho menores que la GFP libre, como se observa en el sexto carril del panel de western
blot con anticuerpo contra GFP. B, El aumento en la fluorescencia (en panel A) derivada de GFP en
presencia de la proteina 2b nativa o fusionada, se correlaciona con una mayor acumulacion de proteina
GFP [western blot, con anticuerpo (antibody Ab) contra GFP, panel superior]. La presencia de la proteina
2b nativa y fusionada se confirmé con un Ab contra 2b (western blot, panel central). El panel inferior
muestra el control de carga, gel de PAGE-SDS tefiido con azul de coomassie. En el western blot y el
control de carga, la linea M (mock) constituye tejido sano que ha seguido el mismo tratamiento de
infiltracion, sin GFP y con el vector vacio pROK2. C, Northern blot, andlisis de la acumulacidn transitoria
de mRNA de GFP (panel superior) y de los pequefios RNAs interferentes (siRNAs) de la proteina GFP
expresada transitoriamente en las mismas muestras (panel central). El aumento de la fluorescencia y
acumulacidn de GFP se correlaciona con la presencia de mayores niveles de mRNAs de GFP. Los paneles
inferiores correspondientes, muestran los controles de carga, tefiidos con bromuro de etidio (BrEt).
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En conclusidn, la presencia de marcadores fluorescentes fusionados a los extremos
amino o carboxilo de la proteina 2b no parecen causar un detrimento en su actividad
supresora de silenciamiento en ensayos de supresiéon local de silenciamiento, a pesar

de su considerable tamafio en relacidn al de la proteina viral nativa.

Para analizar en detalle la distribucién subcelular in vivo de la proteina 2b de CMV,
utilizamos la proteina marcada con GFP (GFP-2b) o con mRFP (2b-mRFP). Como hemos
visto, ambas proteinas de fusién tienen una actividad supresora de silenciamiento
comparable a la de la proteina 2b en ensayos de supresién local de silenciamiento (Fig.
12). Expresamos transitoriamente estas proteinas, individualmente, a partir del
pldsmido binario pROK2, por agroinfiltracién en hojas de N. benthamiana. La
visualizacién de campos de células epidérmicas infiltradas con las proteinas GFP-2b y
2b-mRFP en microscopio fluorescente confocal mostré que la proteina 2b-mRFP se
localiza en células epidérmicas, principalmente en unos puntos Unicos que podrian
corresponder a los nucleos celulares (Fig. 13A, izda.), aunque también se encontré una
parte en el citoplasma celular, que en este tipo de células se localiza en el contorno
celular (el resto estd ocupado por la vacuola). La tincion DAPI (Fig. 13A, central),
conocido marcador nuclear, permitié confirmar que estos puntos en los campos de
células epidérmicas correspondian efectivamente a nucleos celulares (Fig. 13A, dcha.).
Una observacion ampliada de estos mismos mostré que la proteina 2b-mRFP se
localiza en el nucléolo, ya que esta misma regién aparece en negro, sin tefir, en la
imagen con tincion DAPI (Fig. 13B), que no tifie la cromatina altamente condensada

contenida en el nucléolo.

Del mismo modo, la fluorescencia derivada de la proteina GFP-2b se localizé en los
nucleos de las células epidérmicas (Fig. 13C) y dentro de éstos en los nucléolos (Fig.
13D). Descartamos que esta fluorescencia derivase de GFP libre, ya ésta no ocurria en
el nucléolo (Fig. 13E). La expresion transitoria en el mismo tejido de las proteinas GFP-
2b y de fibrilarina fusionada a mRFP (Fib-mRFP), conocido marcador del nucléolo y de
los CBs (Kim et al. 2007), confirmd que la fluorescencia derivada de GFP-2b se
localizaba en el citoplasma y nucleo y en su interior en el nucléolo y CBs (Fig. 13F,
imagen izda. vs. imagen central), coincidiendo ambas como se muestra en la

superposicion de imagenes (Fig. 13F, dcha.).
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En conclusién, la proteina 2b de la cepa Fny de CMV no sélo se localiza en el nucleo
celular, como estaba publicado (Lucy et al. 2000; Mayers et al. 2000), sino que dentro
de éste lo hace en el nucléolo y en los CBs, ademas de estar presente en el citoplasma,

donde presenta una distribucién uniforme.

NG

FibmRFP

Fig. 13: Distribucién subcelular de la proteina 2b de CMV fusionada a diferentes fluoréforos y expresada
transitoriamente en hojas de N. benthamiana mediante agroinfiltracidon. A, Fluorescencia derivada de
2b-mRFP en un campo de células epidérmicas. La proteina se localiza en los nucleos (N, flechas en la
imagen izda.). La naturaleza nuclear de los puntos se confirmé con tincion DAPI, imagen central. La
imagen dcha. muestra la superposicion de las imagenes anteriores. B, Vista ampliada de un nucleo, con
2b-mRFP, panel izdo.; y tincion DAPI, panel dcho. La proteina 2b-mRFP se localiza, dentro del nucleo
celular, en el nucléolo (Nu, flechas). C, Fluorescencia derivada de la proteina GFP-2b. Las flechas marcan
algunos de los nucleos. D, Vista ampliada de la fluorescencia derivada de GFP-2b en el nicleo de una
célula epidérmica. La proteina se presenta en estructuras que parecen nucléolos (flechas). E, Vista
ampliada de la fluorescencia derivada de GFP libre en el nucleo, ausente en el nucléolo (punto negro
dentro del nucleo). F, Distribucion subcelular de GFP-2b co-agroinfiltrado con fibrilarina fusionada a
MRFP (Fib-mRFP). La fluorescencia de GFP-2b en el nucleo (imagen izda.) co-localiza con la fluorescencia
derivada de Fib-mRFP (imagen central), en los nucléolos, y CBs (pequefio punto a la derecha del Nu)
como confirma la superposicion de imagenes (imagen dcha.). La barra en la esquina superior dcha.
representa 100 um. La barra en la esquina inferior dcha. representa 10 um.
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4.1.2. Mutantes de la proteina 2b fusionados a marcadores fluorescentes

Para estudiar comparativamente la actividad bioldgica y la localizacion subcelular del
supresor 2b, hemos utilizado mutantes que afectan a dominios que se han
considerado funcionalmente importantes en la bibliografia. En los ensayos de actividad
bioldgica expresamos estas proteinas (2b y mutantes) con el péptido HA fusionado en
el extremo carboxilo, y en los estudios de localizacién subcelular las expresamos con
GFP fusionada en el extremo amino. En ambos casos la expresién fue transitoria,
mediante agroinfiltracién. Contamos con la proteina mutante 2bA5T con el extremo
terminal amino deleccionado; con tres proteinas mutantes con delecciones de una o
ambas NLSs (2bANLS1, 2bANLS2 y 2bANLS1+2, respectivamente); mutantes en un
supuesto motivo de fosforilacidn, ya sea por deleccién (2bAKSPSE) o por sustituciones
puntuales por alaninas de los residuos $*° o $* (2bS40A y 2bS42A); con un mutante
con una deleccién que afecta al dominio tres (2bAGSEL); y con un mutante que
presenta el dominio terminal carboxilo deleccionado (2bA3T). Las nueve proteinas
mutantes (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, S42A, 2bAGSEL, 2bAS5T
y 2bA3T) y los dominios de la proteina 2b que afectan estan representados en la Fig. 7
de Material y métodos y esquematicamente en las Figs. 8B y 15A. La proteina 2bA5T
carece de los primeros 17 aas del extremo terminal amino. Algunos de éstos forman
parte de la primera a-hélice de 2b, y la mayor parte de ellos forman parte del dominio
de cremallera de leucinas identificado en la formacidon de dimeros de dimeros en TAV y
CMV (Chen et al. 2008; Dong et al. 2015). Las proteinas con mutaciones en las NLSs y el
motivo de fosforilacién (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A y S42A)
afectan a la ARR y algunos de estos aas proporcionan lugares de unién a &acidos
nucleicos (Mayers et al. 2000). La proteina mutante 2bAGSEL presenta una deleccién
parcial del dominio 3 que Ye y colaboradores (2009) identificaron en la cepa SD
(subgrupo, IB) de CMV y que han relacionado con la inhibicién de la transcripcién de
AGO4. El mutante de deleccién 2bA3T tiene deleccionados los 16 ultimos aas, el
dominio terminal carboxilo, que se ha relacionado con el desarrollo de sintomas en
plantas infectadas con el virus (Lewsey et al. 2009) y con la toxicidad en la expresion de
proteinas en bacterias (Mayers et al. 2000; Goto et al. 2007; Dong et al. 2015; Sueda et
al. 2010).
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La patologia de los virus que contienen las mutaciones utilizadas en nuestro estudio
habian sido caracterizadas previamente en planta por Lewsey y colaboradores (2009)
excepto para la mutacion 2bAGSEL. Nosotros hemos caracterizado la infeccion de CMV
conteniendo esta mutacion en el RNA2 inoculando mecanicamente hojas de N.
benthamiana con los transcritos del RNA1, RNA2 conteniendo el gen 2bAgsel y RNA3
obtenidos in vitro de los correspondientes clones infectivos. El fenotipo que presentd
la planta infectada fue mas suave que el de la planta infectada con CMV, con menor

atrofia y deformacién de las hojas intermedias, y sin necrosis (Fig. 14).

Fny-CMV FNY-CMV2bAGSEL mock

Fig. 14: Patogenicidad del virus Fny-CMV2bAGSEL en plantas de N. benthamiana. El virus presenta
sintomas menos severos que el virus nativo (Fny-CMV), con atrofia y distorsion foliar mas leve en la
planta, y sin necrosis.

Con respecto a la actividad supresora en ensayos de supresion local de silenciamiento,
las proteinas mutantes con un péptido HA fusionado en el extremo carboxilo 2bANLS1-
HA, 2bANLS2-HA, 2bANLS1+2-HA, 2bAKSPSE-HA, y 2bA5T-HA no presentaron actividad
supresora de silenciamiento, mientras que las proteinas mutantes 2bS40A-HA,
2bS42A-HA, 2bAGSEL-HA y 2bA3T si lo hicieron (Fig. 15B). El analisis de la acumulacién
por western blot de dichas proteinas en el tejido agroinfiltrado mostré que las
proteinas mutantes sin actividad supresora apenas se acumulaban respecto a la
proteina nativa, mientras que aquellos mutantes que retenian la actividad supresora

de silenciamiento (2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T) si se acumularon normalmente

100



(Fig. 15C). Un ensayo semejante con las proteinas de fusién GFP-2b, GFP-2bANLS1,
GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2, GFP-2bAKSPSE, GFP-2bS40A, GFP-2bS42A, GFP-
2bAGSEL, GFP-2bA3T y GFP-2bA5T, mostré que las proteinas GFP-2bANLS1, GFP-
2bANLS2, GFP-2bANLS1+2, GFP-2bAKSPSE y GFP-2bA5T carecian de actividad
supresora de silenciamiento, mientras que la proteina GFP-2b, y los mutantes GFP-
S40A, GFP-S42A, GFP-2bAGSEL y GFP-2bA3T si la presentaban, induciendo en las hojas
un aumento en la fluorescencia en el area agroinfiltrada bajo ldmpara ultravioleta. Por
lo que la fusién de un gen reportero como GFP no alterd la actividad supresora de

silenciamiento de cada proteina mutante (Fig. 16).

La localizacion subcelular de los mutantes expresados como fusiones a GFP se visualizd
directamente en los casos de las construcciones GFP-2bS40A, GFP-2bS42A, GFP-
2bAGSEL y GFP-2bA3T mediante su expresion transitoria en células epidérmicas de
tejido agroinfiltrado (Fig. 17). En todos los casos, tanto en campos de células
epidérmicas como en nucleos individuales a mayor magnificaciéon, se observd una
localizacion citopldsmica y nuclear, y dentro del nucleo en el nucléolo (Fig. 17). En los
casos de las construcciones GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2, GFP-
2bAKSPSE y GFP-2bA5T, inicialmente no se observo fluorescencia en el tejido infiltrado,
o se observd débilmente. Esto podria ser debido a que las mutaciones hicieran a la
proteina inestable e impidieran su acumulacién, a que por la carencia de actividad
supresora de silenciamiento (Fig. 15) no se acumularan en cantidades suficientes para
emitir una fluorescencia detectable en el microscopio confocal, o a ambas razones. La
coexpresion del supresor de silenciamiento P19 de TBSV, que previene el PTGS en el
tejido infiltrado, permite altos niveles de expresidon transitoria de diferentes proteinas
ectdpicas. En nuestro caso la co-agroinfiltracion junto con este supresor de
silenciamiento heterdlogo fuerte permitid una acumulacion de estos mutantes a
niveles similares a los de la proteina nativa (Fig. 18A y B), lo que demostré que su falta
de acumulacién en ausencia de P19, o cuando fueron expresadas en CMV (Lewsey et
al. 2009), no se debia a que las mutaciones hicieran a la proteina inestable, sino a su
falta de actividad supresora de silenciamiento. Por lo tanto, al carecer de actividad
supresora, el silenciamiento de la planta dirigido a los transcritos que expresaban las

proteinas 2b mutadas deprimia su acumulacion.
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Fig. 15: Actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b nativa y las de los nueve mutantes
2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T, marcados con el
péptido HA en el extremo carboxilo. A, Representacién esquematica de la proteina 2b y de las
mutaciones utilizadas en el estudio. Tres mutantes presentan delecciones en una o en ambas NLSs
(2bANLS1, 2bANLS2 y 2bANLS1+2). Un mutante tiene deleccionado un supuesto motivo de fosforilacion
de la proteina (2bAKSPSE) mientras que dos mutantes presentan sustituciones puntuales en el mismo de
serina por alanina (2bS40A y 2bS42A). Otro mutante tiene una deleccién en el dominio 3 (2bAGSEL).
Otros dos mutantes tienen sus dominios terminales amino o carboxilo deleccionados (2bA5T y 2bA3T,
respectivamente). Las cajas naranjas representan las conformaciones de a-hélices previstas por los
modelos. Las dos primeras, en CMV son equivalentes a las de la proteina ortdloga 2b de TAV (Chen et al.
2008). La tercera es el dominio 3 en CMV (Ye et al. 2009). La numeracion corresponde a los aas en la
proteina 2b: dominio terminal amino, aas 1-17; NLS1, aas 22-27; NLS2: aas 33-36; KSPSE aas 39-43;
GSEL, aas 62-62; dominio terminal carboxilo, aas 95-110. B, Actividad supresora de las proteinas
mencionadas en A, en ensayos de supresion local de silenciamiento. Se expresé transitoriamente GFP
libre a partir de un vector binario co-agroinfiltrado con un vector vacio pROK2 (circulo dcho. en cada
hoja), o junto con vectores binarios derivados de pROK2 que expresan las distintas proteinas 2b (circulo
izdo. en cada hoja). Las proteinas 2bANLS1-HA, 2bANLS2-HA, 2bANLS1+2-HA, 2bAKSPSE-HA y 2bA5T-HA,
carecen de actividad supresora de silenciamiento, mientras que la proteina 2b-HA, y los mutantes
2bS40A-HA, 2bS42A-HA, 2bAGSEL-HA y 2bA3T-HA inducen un aumento en la fluorescencia en el area
agroinfiltrada bajo lampara UV. C, Analisis de la acumulacion por western blot de GFP libre (panel
superior) y de las proteinas 2b y mutantes (panel central). Aquellas proteinas que carecian de actividad
supresora de silenciamiento (2bANLS1-HA, 2bANLS2-HA, 2bANLS1+2-HA, 2bAKSPSE-HA, 2bA5T-HA) no
se acumularon en el tejido infiltrado, como tampoco lo hizo la proteina GFP. El panel inferior muestra el
control de carga del experimento (membrana de western blot tefiida con rojo ponceau S). La proteina
2b-HA, los mutantes puntuales 2bS40A-HA y 2bS42A-HA, y los mutantes de deleccién 2bAGSEL-HA vy
2bA3T-HA se acumularon en el tejido infiltrado e indujeron un aumento en la acumulacién de GFP. La
calle M (mock) representa tejido sano infiltrado con el vector vacio, que ha seguido el mismo proceso
que el resto del tejido tratado para la expresién transitoria.
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Fig. 16: Actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b y de los mutantes (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T) fusionados con GFP en el extremo
amino, en ensayos de supresion local de silenciamiento. Se expresd transitoriamente GFP libre a partir
de un vector binario co-agroinfiltrado con un vector vacio pROK2 (circulo dcho. en cada hoja), o junto
con vectores binarios derivados de pROK2 que expresaban las distintas proteinas 2b fusionadas a GFP
(circulo izdo. en cada hoja). Las proteinas GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2, GFP-2bAKSPSE
y GFP-2bAS5T, carecieron de actividad supresora de silenciamiento, mientras que la proteina GFP-2b, y
los mutantes GFP-2bS40A, GFP-2bS42A, GFP-2bAGSEL y GFP-2bA3T indujeron un aumento en la
fluorescencia en el drea agroinfiltrada bajo ldmpara UV.

Aquellas proteinas con delecciones en las NLSs o en el motivo de fosforilacién (GFP-
2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2 y GFP-2bAKSPSE) presentan una localizacion
subcelular diferente a la de la proteina 2b. La visualizacion de campos de células
epidérmicas (Fig. 18C, imagen izda. de cada construcciéon) muestra que la deleccién de
una o ambas NLSs restringe la fluorescencia principalmente al citoplasma bordeando la
pared celular y el nucleo y a los filamentos citoplasmaticos (cytoplasmic strands) que
los conectan atravesando la vacuola. No encontramos estas proteinas en el nucleo,
como se observa en las imagenes ampliadas de nucleos para cada una de estas
construcciones (Fig. 18C, resto de imdagenes). La deleccidon de la NLS2 no afectd tan
profundamente a la localizacion subcelular como la de NLS1, por lo que encontramos
algo de fluorescencia en el nucleo. Un caso distinto fue el de la proteina GFP-
2bAKSPSE, en la que la deleccion del motivo de fosforilacién afectd a la localizacidon
subcelular de la proteina en sentido opuesto, mostrando una localizacidn restringida al
nucleo y nucléolo. La coexpresién de estos diferentes mutantes con la proteina de
fusion Fib-mRFP permitid visualizar el nucleo y nucléolo (Fig. 18C, en rojo) y confirmar

la co-localizacidon nucleolar en este ultimo caso.
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En conclusidn, el extremo terminal amino, junto con las dos NLSs y el motivo de
fosforilaciéon parecen ser esenciales para la actividad supresora de silenciamiento de la
proteina 2b, ya que delecciones en estos tres dominios suprimen su actividad
supresora, ademas de alterar su localizacién subcelular en la mayor parte de los casos.
La localizacion nuclear de la proteina no es suficiente para conferirle actividad
supresora (mutantes GFP-2bA5T y GFP-2bAKSPSE). Las dos sustituciones puntuales por
alanina en el motivo de fosforilacion, GFP-2bS40A y GFP-2bS42A, o las otras dos
delecciones en motivos de la regidn carboxilo, GFP-2bAGSEL y GFP-2bA3T, no alteran

ni la actividad supresora ni la localizacién subcelular de la proteina.

GFP2bS40A GFP2bAGSE

GFP2bS42A GFP2bA3T +

Fig. 17: Distribucion subcelular de la proteina 2b de CMV y de las proteinas 2b mutantes con actividad
supresora de silenciamiento, marcadas con GFP (GFP-2b, GFP-2bS40A, GFP-2bS42A, GFP-2bAGSEL vy
GFP-2bA3T). De cada una de las proteinas de fusion se muestra un campo de células epidérmicas
(imagen izda.) y una imagen ampliada de un nlcleo representativo de la muestra (imagen dcha.). La
fluorescencia derivada de estas proteinas se encuentra en el citoplasma y los nucleos de células
epidérmicas (imagen izda.), y dentro de éstos, en nucléolos y CBs. La barra en la esquina inferior izda.
representa 100 um. La barra en la esquina inferior derecha representa 10 um.
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Fig. 18: Acumulacidn y distribucion subcelular de la proteina 2b de CMV y de mutantes sin actividad
supresora de silenciamiento, marcadas con GFP (GFP-2b, GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2,
GFP-2bAKSPSE, GFP2bA5T). Se co-agroinfiltraron con el marcador nucleolar Fib-mRFP, y en ausencia (A)
o presencia (B) del supresor de silenciamiento P19 de TBSV. A, B, Analisis la acumulacion de la proteina
2b y mutantes por western blot del tejido infiltrado. C, imagen izda., fluorescencia derivada de campos
de células epidérmicas; resto de imagenes, vista ampliada de nlcleos representativos: imagen izda.,
fluorescencia derivada de las proteinas GFP-2b, GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2, GFP-
2bAKSPSE y GFP-2bA5T; imagen central, fluorescencia derivada de Fib-mRFP; imagen dcha,,
solapamiento de ambas imdagenes. Las proteinas con una o ambas NLSs deleccionadas tienen alterado
su patrén de localizacién, presentando una distribuciéon principalmente citoplasmica. Por el contrario, la
proteina GFP-2bAKSPSE presenta un patron de distribucién marcadamente nucleolar y de los CBs. La
proteina GFP2bAS5T tiene un patrén de localizacién subcelular semejante a GFP-2b. La barra en la
esquina inferior izda. representa 100 um. La barra en la esquina inferior dcha. representa 10 um.

4.1.3. La proteina 2b marcada con una seinal de exportaciéon nuclear

Debido a que las NLSs y el motivo de fosforilacion de la proteina 2b de CMV (Lucy et
al. 2000; Wang et al. 2004) solapan con los dominios de unién a siRNAs en la proteina
ortéloga de TAV (Chen et al. 2008), es dificil determinar la importancia relativa de la
presencia nuclear y de la capacidad de unidén a siRNAs en su actividad supresora de
silenciamiento. Ambas propiedades han sido propuestas por separado como

necesarias para dicha actividad (Lucy et al, 2000; Zhang et al., 2006b,
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respectivamente). Nuestros resultados muestran que la sola presencia de la proteina
2b en el nucleo no confiere actividad supresora de silenciamiento a la proteina, ya que
aunqgue aquellas proteinas mutantes de 2b que presentan deleccionada una o ambas
NLSs (GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2 y GFP-2bANLS1+2) estdn esencialmente excluidas
del nudcleo y carecen de actividad supresora de silenciamiento, otros mutantes que
mantienen las NLSs (2bAKSPSE y 2bA5T), aun localizdndose en nucleo y nucléolo,
tampoco presentan actividad supresora (Figs. 15-18). Sin embargo, estas dos
mutaciones podrian afectar a la actividad supresora por razones distintas a la de su
localizacion subcelular. Nos planteamos por tanto diseccionar las propiedades de
localizacion nuclear y actividad supresora de silenciamiento en la proteina nativa,
aprovechando que, como hemos demostrado, la proteina 2b presenta una gran
tolerancia a los marcajes en sus extremos amino y carboxilo conservando su actividad
supresora de silenciamiento. Para ello marcamos GFP-2b con una sefial de exportacion
nuclear en su extremo terminal amino, generando la proteina de fusién NES-GFP-2b.
Cuantificamos su grado de presencia nuclear y determinamos su actividad bioldgica
como supresor. Esta NES procede de un inhibidor de proteina kinasa (PKI; Wen et al.
1995; Garcia et al. 2010) y su secuencia esta descrita en el apartado de Material y
Métodos. No teniamos de antemano una idea de cual seria la distribucidon subcelular
gue tendria esta construccién, ya que resultaria del equilibrio entre su entrada en el
nucleo, mediada por las NLSs, y su salida del mismo, mediada por su NES. En paralelo
expresamos transitoriamente NES-GFP-2b y GFP-2b mediante agroinfiltracion en hojas
de N. benthamiana, y observamos campos de células epidérmicas secuencialmente
durante un periodo de tres a seis dpi. Al tercer dia de la agroinfiltracion, las diferencias
en la localizacidn subcelular entre ambas proteinas (NES-GFP-2b y GFP-2b) resultaron
muy evidentes (Fig. 19A), la proteina de fusion NES-GFP-2b presentaba una
distribucién subcelular mucho mas citoplasmica que la de GFP-2b, que se acumulaba
en los nucleos y en particular nucléolos, ademas de en el citoplasma. Estas diferencias
se acentuaron a lo largo de los dias del experimento, incrementandose el nimero de
nucleos vacios en tejidos que expresaban NES-GFP-2b (Fig. 19A, paneles a 6 dpi). Por lo
tanto nuestra sefial NES promovia activamente la salida de la proteina de fusién del
nucleo e impedia su acumulacién en el mismo. Sin embargo, esto no afectdé a su

actividad supresora de silenciamiento a lo largo de los dias del ensayo en ensayos de
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agroinfiltracion. Tampoco afecté a su acumulacidn global en el tejido infiltrado, como
muestra el analisis comparado de la acumulacién por western blot de ambas
construcciones y del marcador GFP (Fig. 19B). Para cuantificar las diferencias en cuanto
a presencia nuclear entre NES-GFP-2b y GFP-2b, se expresé transitoriamente cada
proteina por separado y se tomaron imagenes aleatorias de campos epidérmicos bajo
las mismas condiciones, de modo que estas imagenes son directamente comparables.
Se realizd en ellos un conteo del nimero de nucleos que presentaban fluorescencia, de
3 a 6 dpi. Cada campo de células epidérmicas, de 750x750 um, contiene alrededor de
50-80 células epidérmicas. Se contaron en los mismos los nucleos con presencia de
fluorescencia derivada del supresor (definido como fluorescencia igual o mayor que la
del citoplasma perinuclear). A 3 dpi, en campos de células epidérmicas infiltradas con
GFP-2b encontramos que la mayoria de los nucleos presentaba fluorescencia, mientras
que el nimero de nucleos fluorescentes en campos epidérmicos que expresaban NES-
GFP-2b era ya un orden de magnitud menor, y esta diferencia se incrementaba a

medida que el experimento progresaba en el tiempo (Fig. 20A y B).

Se podria argumentar que la actividad supresora de silenciamiento de NES-GFP-2b (Fig.
19) fuera debida al efecto de la actividad de la proteina nuclear a tiempos muy
tempranos (anteriores a 3 dpi), antes de que la NES hubiera sacado completamente a
la proteina del nucleo. Se sabe que la proteina 2b se acumula en el tejido agroinfiltrado
a tiempos muy tempranos, siendo detectable a 1 dpi (Del Toro et al. 2014). Para excluir
esta posibilidad, realizamos un experimento de agroinfiltraciéon secuencial en el que
expresamos primero NES-GFP-2b o GFP-2b, y tres dias mas tarde agroinfiltramos el
mismo tejido con Agrobacterium que portaba un vector binario que expresa GFP libre,
una vez que NES-GFP-2b estd ya ausente del nucleo, como muestra la Fig. 20B. La
evaluacion de la fluorescencia bajo lampara UV indica que NES-GFP-2b y GFP-2b
suprimian el silenciamiento de GFP libre de modo comparable en esta infiltracidon

secuencial (Fig. 20C).

Estos experimentos no nos permiten excluir que el transito de proteina 2b por el
nucleo celular sea innecesario para su actividad supresora del silenciamiento, ya que
NES-GFP-2b entra y sale del nicleo continuamente y la ausencia de fluorescencia en el

mismo se debe a que el equilibrio entre entradas y salidas bascula su acumulacidn
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hacia el citoplasma. Pero si podemos concluir que la acumulacidn de esta proteina en
el nucleo no es necesaria para su supresion del silenciamiento de transcritos o de RNAs
virales, y que el ndcleo seguramente no es un organulo celular donde este tipo de

supresion esté teniendo lugar.

En la tabla 2 se puede consultar un sumario de la actividad supresora de silenciamiento
de la proteina 2b y los mutantes utilizados en nuestro trabajo, su localizacién
subcelular, y el fenotipo que presentan en planta el virus CMV y los virus
correspondientes que portan dichas mutaciones. No se encontré correlacion entre las

citadas propiedades.
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Fig. 19: Alteraciones en el patron de localizacion subcelular de la proteina GFP-2b de CMV marcada con
una sefial NES adicional (NES-GFP-2b), y su efecto en la actividad supresora de silenciamiento. Se
agroinfiltraron hojas de N. benthamiana para la expresidon transitoria de las construcciones. A,
Visualizacion de la fluorescencia derivada de campos de células epidérmicas que expresan GFP-2b o
NES-GFP-2b a 3, 4, 5y 6 dpi (paneles izdo. y dcho., respectivamente). Todas las imagenes se tomaron
bajo las mismas condiciones, y son directamente comparables. Los paneles superiores muestran campos
de células epidérmicas y los centrales nucleos individuales representativos. Las flechas indican nucléolos
(Nu). A 3 dpi, GFP-2b presentd mayor nimero de nucleos fluorescente que NES-GFP-2b. Seglin pasaron
los dias (4-6 dpi), las diferencias entre ambas proteinas aumentaron quedando la mayoria de los ntcleos
sin fluorescencia en el caso de NES-GFP-2b. Los paneles inferiores muestran la actividad supresora de
silenciamiento de ambas construcciones en ensayos de supresion local del silenciamiento a los mismos
dpi. En el lado dcho. de la hoja aparece el control (GFP libre co-agroinfiltrado con pROK2) y en el lado
izdo. GFP libre co-agroinfiltrada con GFP-2b o NES-GFP-2b. La barra en la esquina superior dcha.
representa 100 um vy la barra en la esquina inferior dcha. 10 um. B, Analisis de la acumulacion de GFP
libre y de GFP-2b y NES-GFP-2b por western blot a 3, 4, 5y 6 dpi. Se extrajeron las proteinas totales y se
analizaron con Ab contra GFP (panel superior) o contra 2b (panel central). El panel inferior muestra el
control de carga del experimento, la membrana de western blot tefiida con rojo ponceau S.
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Fig. 20: Cuantificacion de la alteracién en la localizacién subcelular de la proteinas NES-GFP-2b y GFP-2b.
A, Se expresd transitoriamente cada proteina mediante agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana y se
observaron campos de células epidérmicas de los tejidos infiltrados en microscopio confocal a3,4,5y 6
dpi. Las imagenes se tomaron bajo las mismas condiciones. Las diferencias en la distribucién subcelular
de NES-GFP-2b y GFP-2b se hicieron mas patentes conforme pasaban los dias, presentando NES-GFP-2b
muchos menos nucleos fluorescentes que GFP-2b. B, Cuantificacion del numero de nucleos
fluorescentes. Se analizaron cuatro campos de células epidérmicas aleatorios para cada construccién, de
750 x 750 um, y se contd el nimero de nucleos con fluorescencia en los campos infiltrados con NES-GFP-
2b (barras negras) y GFP-2b (barras grises). C, Supresidn de silenciamiento de GFP libre por NES-GFP-2b
y por GFP-2b en un experimento de agroinfiltracion secuencial. Se infiltraron las hojas con las
construcciones NES-GFP-2b (parte inf. izda. de la hoja), GFP-2b (parte inf. dcha. de la hoja), o el vector
binario vacio pROK2 (parte sup. dcha. de la hoja). Tres dias después se infiltraron estos mismos tejidos y
una cuarta zona no infiltrada previamente con un vector binario que expresa GFP libre. A los seis dias de
la primera agroinfiltracion se observd la fluorescencia derivada de GFP bajo la lampara UV. Se muestran
dos réplicas del experimento. La barra en la esquina sup. dcha. representa 100 um.
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Tabla 2: Sinopsis de la actividad supresora de silenciamiento, localizacion subcelular de la proteina 2b y
mutantes, y fenotipo de la infeccién viral. En la tabla se muestra un sumario de los resultados obtenidos
en los ensayos de actividad supresora de silenciamiento y localizacidn subcelular de las proteinas 2b y
mutantes fusionadas a GFP en el extremo amino y el fenotipo en planta de los correspondientes virus
(Fny, Eny2bA5T, Fny2bANLS1, Fny2bANLS2, Fny2bANLS1+2, Fny2bAKSPSE, Fny2bS40A, Eny2bS42A,
Fny2bAGSEL y Fny2bA3T). N: Nuclear. Nu: Nucleolar. Los simbolos + (y ++) indican una propiedad
positiva (o marcadamente positiva) mientras que el simbolo - indica negativo a una propiedad. ND, no
disponible por no haberse analizado.

Localizacion
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4.2. Visualizacion in vivo de interacciones de la proteina 2b

Muchas proteinas interaccionan consigo mismas para formar homodimeros, o con
proteinas diferentes para formar heterodimeros, y éstos en ocasiones forman parte de
agregados mdas complejos que pueden constituir el estado molecular en que una
proteina es funcional, o en el que se procesa y madura, almacena, o incluso degrada.
Chen y colaboradores (2008) han observado que la proteina 2b de TAV, ortdloga a la
proteina 2b de CMV, puede formar in vitro dimeros y tetrdmeros. Por ello era
interesante para nosotros visualizar in vivo interacciones de la proteina 2b de CMV, y
de las proteinas mutantes de que disponemos, consigo mismas y con otros factores
presentes durante la infeccion viral en la planta, relacionados con la maquinaria del

silenciamiento.
4.2.1. Visualizacion de homodimeros de proteina 2b

Mediante BiFC estudiamos si la proteina 2b interaccionaba in vivo consigo misma,
formando dimeros (homodimeros). La técnica permite visualizar las interacciones
directamente en células epidérmicas de tejido fresco sin fijarlo ni seccionarlo.
Expresamos transitoriamente las proteinas de fusion sYFPN-2b y sYFPC-2b, con las
mitades amino y carboxilo de la proteina fluorescente YFP fusionados en el extremo
amino de la proteina 2b, a partir de plasmidos binarios, mediante agroinfiltracion en
hojas de N. benthamiana. Si dos proteinas marcadas con las mitades complementarias
de YFP interaccionan entre si, la proximidad de éstas permite la reconstitucion de su
fluoréforo (Fig. 21A, izda.), emitiendo fluorescencia visible en microscopio confocal
bajo excitacién de luz adecuada (Hu et al. 2002; Kerppola 2006). Sin embargo, la mitad
de las interacciones potenciales, en que participan mitades iguales del marcador

fluorescente, continuarian siendo invisibles.

Observamos fluorescencia derivada de pares de proteinas 2b marcadas con sYFP
complementarias en tejidos agroinfiltrados en que se habian co-expresado, lo que
indica que la proteina 2b de CMV puede formar in vivo homodimeros (Fig. 21), como
sugerian las observaciones in vitro de la proteina ortéloga de TAV (Chen et al. 2008). La

fluorescencia derivada de la interaccién se localizd dentro de la célula vegetal
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distribuida por el citoplasma y el nucleo (Fig. 21A, dcha.). La visualizacién ampliada de
estos nucleos permitié observar que dentro del nucleo la interaccién tenia lugar en el
nucléolo, coincidiendo con la localizacién del marcador nuclear fibrilarina (Fib-mRFP;
Fig. 21B). Este patrdén de localizaciéon de la fluorescencia derivada de BiFC coincide con
el patron de localizacion subcelular de la proteina 2b fusionada a proteinas
fluorescentes intactas (2b-mRFP y GFP-2b, Fig. 13). Las proteinas sYFPN-2b y sYFPC-2b
retienen la actividad supresora de silenciamiento en experimentos de supresién local
del silenciamiento (Figs. 12, y 21C, izda.). La fluorescencia derivada de YFP
reconstituida en la interaccién YFPN-2b/YFPC-2b no fue visible bajo la ldmpara UV (Fig.
21C, dcha.), y cada una de las construcciones por separado (sYFPN-2b o sYFPC-2b) no
mostré fluorescencia en microscopio confocal para BiFC cuando se co-agroinfiltraron
con el binario complementario vacio, que expresa las mitades amino o carboxilo de
YFP junto con una pequeia cola peptidica en su extremo carboxilo (sYFPN-2b/sYFPC,
SYFPN/sYFPC-2b), utilizados como controles negativos en los experimentos. Chen y
colaboradores (2008) propusieron un modelo de formaciéon de los dimeros de la
proteina 2b de TAV, de su interaccién con siRNAs, y de formacion de dimeros de
dimeros mediante una cremallera de leucinas, y la proteina 2b de CMV podria estar

interaccionando de manera semejante (Fig. 21D).
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FibomRFP Solapadas

Fig. 21: La proteina 2b de CMV interacciona in vivo formando dimeros en experimentos de BiFC. A, La
BiFC se basa en la expresién de pares de proteinas fusionadas a mitades de una proteina fluorescente.
En caso de interaccion se puede reconstituir el fluoréforo dividido entre las dos mitades de la proteina
fluorescente produciéndose emisién de fluorescencia cuando es excitado a la longitud de onda
adecuada (panel izdo.; diagrama esquematico reproducido de Kerppola 2006). La co-agroinfiltracién en
hojas de N. benthamiana de sYFPN-2b y sYFPC-2b y la observacion de campos de células epidérmicas
nos permitié estudiar la posible interaccidn in vivo entre proteinas 2b (imagen dcha.). El patron de
localizacion subcelular de la fluorescencia fue similar a los observados para 2b-mRFP y GFP-2b,
principalmente nuclear, con presencia también en el citoplasma. B, En el nlcleo, la interaccidn sYFPN-
2b/sYFPC-2b (imagen izda.) co-localizd con el marcador nucleolar Fib-mRFP (imagen central). Las
imagenes solapadas se muestran en la imagen dcha. Cada una de las construcciones por separado
(sYFPN-2b y sYFPC-2b), co-expresadas con el vector vacio (sYFPN o sYFPC), no mostraron fluorescencia
(imagenes no mostradas). C, Ensayo de supresion local de silenciamiento de sYFPN-2b y sYFPC-2b.
Ambas construcciones retuvieron la actividad supresora. D, Reproduccion de los modelos propuestos
por Chen y colaboradores (2008) para el dimero y el dimero de dimeros (tetramero) de la proteina 2b de
TAV (imagenes izda. y dcha., respectivamente). El color azul representa zonas con cargas positivas y el
rojo cargas negativas. La interaccion con la hélice de RNA se da en zonas con cargas positivas, que
corresponden con las regiones ricas en arginina.
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Las nueve proteinas 2b mutantes utilizadas en este estudio (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T) fusionadas a las
mitades amino y carboxilo de YFP retuvieron la propiedad de interaccionar consigo
mismas (Fig. 22), entre ellas y con proteina 2b no mutada en ensayos de BiFC (datos no
mostrados). Aquellas proteinas mutantes de 2b que carecian de actividad supresora de
silenciamiento (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bA5T) se agroinfiltraron
en presencia del supresor de silenciamiento heterélogo P19 de TBSV para asegurar que
se alcanzaban niveles de acumulacién transitoria comparables a los mutantes con
actividad supresora (Fig. 22A). En aquellos mutantes cuya localizacion subcelular era
citopldsmica (GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2, GFP-2bANLS1+2) encontramos que la
interaccion de la proteina consigo misma se localizaba también en el citoplasma (Fig.
22B). La proteina 2bAKSPSE, con distribucion principalmente nucleolar (GFP-
2bAKSPSE), mostroé fluorescencia derivada de su autointeraccién en ensayos de BiFC
también en el nucléolo. Y las proteinas que presentaban localizacidon subcelular
semejante a la proteina 2b (GFP-2bS40A, GFP-2bS42A, GFP-2bAGSEL, GFP-2bAS5T y
GFP-2bA3T) en ensayos de BiFC también mostraron un fenotipo de fluorescencia
similar a GFP-2b (Fig. 22B y C). Todo ello sugiere que ninguna de estas mutaciones
impide la dimerizaciéon de la proteina 2b y que, pese a las diferentes localizaciones
subcelulares observadas in vivo en los mutantes marcados con GFP, en todos los casos

parecen estar formando homodimeros.

Dado que los diferentes mutantes de la proteina 2b parecen retener la propiedad de
interaccionar entre ellos, estudiamos la posibilidad de que las mutaciones que
suprimen el silenciamiento se pudieran complementar en trans, complementandose
entre si y recobrando el dimero la actividad supresora de silenciamiento. Para ello co-
agroinfiltramos y expresamos las construcciones mutantes para BiFC en pares, junto
con GFP libre. El ensayo se llevd a cabo con las seis proteinas mutantes de 2b que
teniamos en el momento de llevarlo a cabo (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2,
2bAKSPSE, 2bS40A vy 2bS42A). Nuestros resultados mostraron supresion del
silenciamiento de la GFP libre sdlo en aquellos casos en que una o ambas de las

construcciones de proteina 2b para BiFC retenian la actividad supresora, pero los
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mutantes que carecian de actividad supresora no pudieron complementarse en estos

ensayos de co-expresion (Fig. 23).

AN —— -sYFPN-2b (268aa)

M -SYFPC-2b (205aa)

Dt ——— -SYFPN-2b (268aa)

B J— R d -sYFPC-2b (205aa)

SYFPN+C 2bANLS1 SYFPN+C 2bANLS2 SYFP N+C 2bANLS 1+2

sYFP N+C 2bAKSPSE | sYFP N+C 2bS40A SYFP N+C 2bS42A

SYFP N*C 2bAGSEL J sYFP N+C 2bA3T sYFP2bAST

Fig. 22: Las proteinas mutantes de 2b retienen su propiedad de formar homodimeros in planta. Las
proteinas 2b mutantes, marcadas con sYFPN y sYFPC en el extremo amino de la proteina 2b, se co-
agroinfiltraron en N. benthamiana. A, Acumulacidn por western blot de los pares de proteinas (sYFPN- +
sYFPC-) de los seis mutantes analizados (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A y 2bS42A).
Los cuatro primeros mutantes, sin actividad supresora de silenciamiento, se acumularon pobremente
(western blot superior), pero la co-agroinfiltracién con P19 de TBSV iguald su acumulacién a la de las
proteinas con actividad supresora (western blot inferior). Debajo de cada western blot se muestran las
membranas tefiidas con rojo ponceau S como controles de carga. B, la fluorescencia derivada de BiFC en
campos de células epidérmicas fue predominantemente citoplasmica en el caso de los pares sYFPN+C
2bANLS1, sYFPN+C 2bANLS2 y sYFPN+C 2bANLS1+2, y principalmente nucleolar en el caso de sYFPN+C
2bAKSPSE. La fluorescencia derivada de las interacciones sYFPN+C 2bS40A y sYFPN+C 2bS42A fue
semejante a la derivada de la interaccion 2b/2b (ver Fig. 21). C, Fluorescencia derivada de la interaccion
de otros tres mutantes: la interaccién sYFPN+C 2bAGSEL fue predominantemente nucleolar, mientras
que las interacciones sYFPN+C 2bA5T y sYFPN+C 2bA3T fueron semejantes a la interaccion 2b/2b (ver
Fig. 21).
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Fig. 23: Comparacion de la actividad supresora del silenciamiento de las combinaciones posibles entre
seis pares de proteinas 2b mutantes marcadas para BiFC en ensayos de supresidon local de
silenciamiento. En cada hoja de N. benthamiana, como control interno negativo, se expresd
transitoriamente GFP libre junto con el vector binario vacio (pROK2; lado dcho. de cada hoja). En el lado
izdo. de las hojas se co-agroinfiltraron pares de proteinas 2b mutantes junto con GFP libre. Hubo
actividad supresora de silenciamiento en todos aquellos pares de proteinas en los que una o ambas
tenian actividad supresora de silenciamiento (2b y mutantes 2bS40A y 2bS42A), mientras que los
mutantes que carecian de actividad supresora por separado (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2,
2bAKSPSE) no se complementaron entre si en ninguna de las combinaciones posibles.

4.2.2. Visualizacion de interacciones de la proteina 2b con proteinas

argonauta

La interaccién de la proteina 2b de CMV con otras proteinas de la planta podria ser

importante en la actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b.
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Anteriormente a nuestro trabajo se habia demostrado mediante co-
inmunoprecipitacion que la proteina 2b de CMV interaccionaba in vivo con AGO1
(Zhang et al. 2006b), y también que inhibia la transcripcién de AGO4 (Ye et al. 2009).
En ensayos de reconstitucion in vitro de RISC, Zhang y colaboradores (2006b)
observaron que la proteina 2b de CMV inhibia el silenciamiento interaccionando con
AGO1, inhibiendo su actividad degradadora de RNAs. Estas proteinas AGO forman
parte de complejos RISC de la maquinaria del silenciamiento antiviral de la planta. Las
proteinas AGO son sus efectores, que degradan los RNAs diana. Mientras que AGO1
une siRNAs de 21 nts, derivados de DCL4, AGO4 une siRNAs de 24 nts derivados de
DCL3 (Mi et al. 2008).

Decidimos visualizar in vivo la ocurrencia subcelular de esas posibles interacciones
entre la proteina 2b y sus mutantes y las proteinas AGO1 y AGO4 mediante BiFC. La
proteina 2b se localiza en el citoplasma y nucléolo (Fig. 13) mientras que AGO1 lo hace
en el citoplasma y en el nucleo celular (Vaucheret 2008) y AGO4 principalmente en los
cuerpos nucleolares (Li et al. 2006). Mediante BiFC, visualizamos in vivo la interaccion
de 2b/AGO1 y 2b/AGO4 en el citoplasma y de 2b/AGO4 en el nucleo, co-
agroinfiltrando los pares de proteinas sYFPN-AGO1/sYFPC-2b y sYFPN-2b/sYFPC-AGO1,
y SYFPN-AGO4/sYFPC-2b y sYFPN-2b/sYFPC-AGO4 en hojas de N. benthamiana (Fig. 24,
A-D). La interaccion 2b/AGO4 no se habia estudiado anteriormente al desarrollo de
esta parte experimental de la tesis doctoral, aunque si se habia observado una
inhibicidon de la transcripcién de AGO4 por la proteina 2b, que Ye y colaboradores
(2009) relacionaron con el dominio tres o tercera alfa-hélice de esta ultima. Nuestras
observaciones nos permitieron visualizar in vivo fluorescencia derivada de BiFC, que
sugiere una interaccién de la proteina 2b con AGO4 dentro del nucleo celular, aunque
excluyendo el nucléolo del nucleo. Posteriormente a nuestro trabajo se ha demostrado
la interaccion in vitro de la proteina 2b de CMV con AGO1 y AGO4 de Arabidopsis en

experimentos de inmunoprecipitacion y pull down (Hamera et al. 2012).

Para ver si las mutaciones en nuestra bateria de mutantes de la proteina 2b afectaban
a la interacciéon del supresor con AGO1 o AGO4, o a la localizacién subcelular del
mismo, los co-agroinfiltramos con las proteinas AGO1 y AGO4 en pares compatibles

para BiFC (por ejemplo, sYFPN-AGO1/sYFPC-2bANLS1; sYFPN-AGO4/sYFPC-2bANLS1)
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en hojas de N. benthamiana. Las proteinas mutantes sin actividad supresora (2bANLS1,
2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bA5T) se co-agroinfiltraron junto con P19 de TBSV
para asegurar su acumulacién transitoria y poder visualizar fluorescencia derivada de

las interacciones, si las hubiere.
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Fig. 24: Visualizacion de la interaccion de la proteina 2b de CMV con las proteinas celulares AGO1 y
AGO4 de A. thaliana y su ocurrencia subcelular. Se co-agroinfiltraron y expresaron transitoriamente en
hojas de N. benthamiana las construcciones sYFPN-2b, sYFPN-AGO1, sYFPN-AGO4, sYFPC-2b, sYFPC-
AGO1 y sYFPC-AGO4 en pares complementarios. A y B, fluorescencia derivada de las interacciones
SYFPN-2b/sYFPC-AGO1 y sYFPN-AGO1/sYFPC-2b. La fluorescencia se localiz6 mayoritariamente en el
citoplasma y fue mucho mas débil que la observada en la interacciéon 2b/2b (ver Fig. 21). C y D,
fluorescencia derivada de las interacciones sYFPN-2b/sYFPC-AGO4 vy sYFPN-AGO4/sYFPC-2b. Lla
fluorescencia se localizé en el nucleo celular, aunque ausente del nucléolo (Nu, en la vista ampliada del
nucleo en la esquina inferior dcha. de las imagenes), y fue también mucho mas débil que la derivada de
2b/2b. La barra en la esquina superior dcha. representa 100 um. E, Analisis de la acumulacion por
western blot de sYFPN-2b, sYFPN-AGO1 y sYFPNA-GO4 en tejidos co-agroinfiltrados, en que se utilizd un
anticuerpo para detectar sYFPN (N-GFP Ab). El panel inferior muestra el control de carga, gel tefiido con
azul de coomassie. La acumulacion de sYFPN-AGO1 y sYFPC-AGO4 fue menor a la de sYFPN-2b. Mock
representa tejido infiltrado con tampdn de infiltraciéon en ausencia de agrobacterium, como control
negativo.

Nuestros resultados mostraron que los nueve mutantes de 2b analizados interaccionan
con ambas AGOs (Fig. 25): La distribucion subcelular de la fluorescencia derivada de su
BiFC fue semejante a la observada en la interaccién con la proteina 2b, todas las
proteinas 2b mutantes interaccionaron con AGO1 en el citoplasma, y con AGO4 en
citoplasma y nucleo, excluyendo el nucléolo. A pesar de que algunos mutantes
carecian de una o ambas NLSs (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2), esto no afectd a la
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localizacion de la interaccidn, por lo que la interaccion con AGO4 sobreexpresada
transitoriamente parece poder traslocar parte de dichos mutantes (o al complejo
resultante) al nucleo celular, excluyendo el nucléolo en cualquier caso. Incluso la
proteina 2bAKSPSE, de fuerte presencia nucleolar, se re-localizé al nucleoplasma al

interaccionar con AGO4, aunque no podemos saber en qué proporcion.
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Fig. 25: Visualizacidn y ocurrencia subcelular de interacciones de nueve mutantes de proteina 2b con las
proteinas celulares AGO1 y AGO4 de A. thaliana. Se co-agroinfiltraron en hojas de N. benthamiana los
pares de proteinas 2b mutantes y AGO con las mitades complementarias amino y carboxilo de la
proteina YFP en el extremo amino de las proteinas. Las proteinas 2b mutantes sin actividad supresora de
silenciamiento (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bA5T) se co-agroinfiltraron junto con P19
de TBSV para garantizar su acumulacion transitoria. Se muestra la fluorescencia derivada de BiFC en
campos de células epidérmicas. Todas las proteinas 2b mutantes interaccionaron con ambas proteinas
AGO. En todas las interacciones con AGO1, la fluorescencia fue principalmente citoplasmica, similar a la
BiFC resultante de 2b/AGO1. En todas las interacciones con AGO4, el patron de localizaciéon subcelular
fue nuclear, excluyendo al nucléolo, como la BiFC resultante de 2b/AGO4, a pesar de que algunas
proteinas 2b mutantes no se acumulaban en el nicleo celular por si mismas (ver Fig. 18).
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4.3. Union in vitro de la proteina 2b a RNAs

La unién a RNAs se ha encontrado en proteinas supresoras del silenciamiento de virus
de diferentes familias, y puede constituir una propiedad muy extendida en dichas
proteinas, y estar relacionada con sus actividades supresoras del silenciamiento. La
proteina 2b de TAV forma dimeros que unen in vitro sRNAs, con una relacidon entre
proteina y RNA de 2:1 (Rashid et al. 2008; Chen et al. 2008). En nuestro estudio
quisimos investigar si la proteina 2b de CMV unia in vitro diferentes tipos de RNAs, y
en caso afirmativo determinar las propiedades cinéticas de estas uniones. Los intentos
de purificacion de proteina 2b de planta, marcada con un péptido de seis histidinas
(6xHis) no fueron exitosos (datos no mostrados) por lo que expresamos en E. coli el
plasmido pQE30 conteniendo el gen 2b nativo o nuestra bateria de nueve mutantes
que expresaban las proteinas como fusiones a 6xHis en su extremo amino y el péptido
HA en su extremo carboxilo (construcciones pQE30- 6xHis-2b, 6xHis-2bANLS1, 6xHis-
2bANLS2, 6xHis-2bANLS1+2, 6xHis-2bAKSPSE, 6xHis-2bS40A, 6xHis-2bS42A, 6xHis-
2bAGSEL, 6xHis-2bA3T vy 6xHis-2bA5T). Las proteinas expresadas se purificaron
mediante columnas con resina Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes, y
posteriormente fueron renaturalizadas in vitro. Se evalud entonces su unidn in vitro a
sRNAs sintéticos en ensayos de retardo en gel (Rakitina et al. 2006). Estos SRNAs estan
basados en la secuencia del miRNA 171 de A. thaliana. Evaluamos tres tipos de RNAs
pequefios: de doble hebra de 21 nts con complementariedad total y dos nts
desapareados en los extremos (ds siRNA); el microRNA sintético (miRNA) de 21 nts con
complementariedad parcial con dos nts desapareados en los extremos y 4 nts
desapareados en su interior, dos de ellos consecutivos; y de hebra sencilla de 21 nts vy
polaridad positiva (ss siRNA), descritos en el apartado 3.7. de Material y Métodos (Fig.
11). Tras incubar las proteinas y el RNA en un tampdn de unién, sometimos la muestra
incubada a electroforesis en condiciones nativas. En este tipo de ensayos el RNA que
permanece unido a la proteina 2b no penetra en el gel o lo hace con retardo, mientras
gue el RNA libre penetra directamente en el mismo. El ensayo permite cuantificar
indirectamente la proporcion de RNA que se ha unido a la proteina, como medida
inversa a la cantidad de RNA que ha penetrado en el gel, y éste se puede cuantificar

midiendo la intensidad de banda visualizada frente al control.
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En un primer estudio incubamos la proteina 2b y seis mutantes (6xHis-2bANLS1, 6xHis-
2bANLS2, 6xHis-2bANLS1+2, 6xHis-2bAKSPSE, 6xHis-2bS40A, 6xHis-2bS42A) con ds
siRNA con una relacién molar proteina:RNA de 15:1. Esta relacion molar esperabamos
que fuera mds que suficiente para unir la totalidad del RNA, ya que estudios con la
proteina 2b de TAV habian mostrado que ésta podia unir sRNAs in vitro con una
relacion molar 2:1 en sus condiciones experimentales (Chen et al. 2008). El resultado
de este primer ensayo demostré que la proteina 2b de la cepa Fny de CMV une in vitro
ds siRNA (Fig. 26), como se habia observado anteriormente en otros estudios con otros
cucumovirus (Goto et al. 2007; Rashid et al. 2008). La proteina 2b de CMV vy las
proteinas mutantes 2bS40A y 2bS42A, que retuvieron su actividad supresora de
silenciamiento intacta (Fig. 15), unieron el ds siRNA, mientras que aquellos mutantes
en los en que se habia deleccionado la NLS1 (2bANLS1 y 2bANLS1+2) no impidieron la
entrada del ds siRNA en el gel. Sin embargo, las proteinas mutantes 2bANLS2 y
2bAKSPSE presentaron cierta uniéon a ds siRNAs en estos ensayos y retardaron
parcialmente su entrada en el gel (Fig. 26). En posteriores ensayos utilizamos ademas
los otros tres mutantes de la proteina 2b con delecciones fuera de la region de la
proteina supuestamente involucrada en la uniéon a sRNAs: 6xHis-2bAGSEL, con una
deleccién parcial de un dominio conservado en el subgrupo | de CMV; 2bA5T, con
deleccién del dominio terminal amino (aas 1-17); y 2bA3T, con deleccién del dominio
terminal carboxilo (aas 95-110). Estas delecciones afectan en diferente grado a la

patogenicidad del virus (Fig. 14, y Lewsey et al. 2009).
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Fig. 26: Unidn in vitro de la proteina 2b de CMV a un sRNA sintético de 21 nts de doble cadena (ds
siRNA). Se expresaron y purificaron las proteinas en E. coli y se incubaron con el RNA sintético a una
relacion molar proteina:RNA de 15:1. Se resolvié el RNA no unido a proteina por electroforesis en gel de
poliacrilamida (panel superior) o en gel de agarosa al 2% (panel intermedio). La primera calle del gel
muestra 5 pmol de RNA libre en ausencia de proteina, y las siguientes en presencia de las proteinas 2b y
seis mutantes (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A y 2bS42A). Las proteinas 2b, 2bS40A
y 2bS42A previnieron completamente la entrada del ds siRNAs en el gel, por lo que todo el RNA estaba
unido a la proteina. Las proteinas 2bANLS1 y 2bANLS1+2 no unieron el ds siRNA, que penetré en el gel.
Las proteinas 2bANLS2 y 2bAKSPSE retuvieron parcialmente la entrada de ds siRNA de la muestra. El
panel inferior muestra las proteinas 2b y mutantes utilizadas en el experimento, purificadas,
renaturalizadas y separadas por electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida del 12%.

4.3.1. Caracterizacion de las propiedades de la unién in vitro de proteina

2b nativa o mutante a sRNAs

Nuestros primeros resultados de unidn in vitro de la proteina 2b y seis mutantes al ds
siRNA (Fig. 26) sugieren que podria haber una correlacidon entre la unién a sRNAs y la
actividad supresora de silenciamiento antiviral de esta proteina, ya que mutantes que
no presentaban actividad supresora (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE) no lo

unian, o tenian dicha unién debilitada (Fig. 26).

Investigamos mds a fondo esta propiedad de unir sRNAs de la proteina 2b y sus

posibles implicaciones funcionales. Para ello se ensayaron in vitro la proteina 2b nativa
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y los nueve mutantes de que llegamos a disponer (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2,
2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T) con tres tipos distintos de
sRNAs (ds siRNA, miRNA y ss siRNA) y con un RNA viral de cadena sencilla, y se
caracterizaron sus cinéticas de unidn, contrastandolas con sus relativas actividades
supresoras del silenciamiento, y con sus efectos en la infeccién viral como
determinantes de patogenicidad cuando los mutantes se expresaban desde el propio

CMV (Lewsey et al. 2009, y este trabajo).

Los resultados obtenidos de la unidn in vitro a sSRNAs mediante geles de retardo (Figs.
27 y 28), los cuantificamos y los representamos como graficas de curvas de unién de la
proteina 2b y mutantes a los tres tipos de sRNAs analizados (Figs. 27 y 29). Para ello en
los pocillos de estos geles se aumentd gradualmente la relacién molar de proteina
frente a una concentracion fija de RNA. Tras cuantificar el RNA que penetraba en el
gel, y habiendo cuantificado la proteina, obtuvimos las graficas que representan el
porcentaje de RNA que es unido por la proteina para cada ratio molar proteina:RNA,
en cada una de las calles del gel de retardo, y lo mismo con el RNA viral (Figs. 27 a 30).
Con estos datos se calculd la constante de disociacion (Kd) y el coeficiente de Hill,
expresados en la Tabla 3. La constante Kd es la concentracion de proteina a la que el
50% del RNA aparece unido a proteina. Cuanto menor es su valor, mas afinidad hay
entre proteina y ligando (RNA). Por otro lado, el Coeficiente de Hill es un indicador de
cooperatividad en la unién a RNA. Si tiene un valor inferior a uno indica cooperatividad
negativa, lo que significa que una vez que el ligando (RNA) se ha unido a la proteina, la
afinidad de otras proteinas por mas ligandos disminuye; un valor igual a uno significa
union no cooperativa, en que la afinidad de las proteinas por los ligandos no depende
de si otras moléculas de ligando se han unido a la proteina; y valores superiores a uno
significan unién cooperativa positiva, en que la afinidad por el ligando aumenta segln
se van uniendo ligandos a las proteinas. En proteinas con un unico lugar de unién, uno
podria esperar encontrar unién no cooperativa (coeficiente de Hill =1), y la observacion
de valores diferentes a uno pueden indicar que la proteina en cuestién no es
monomérica. Chen y colaboradores (2008) habian mostrado por cristalografia que la
proteina 2b de TAV forma dimeros y que cada dimero une un siRNA, y que los dimeros

se asocian por las cremalleras de leucina para formar tetrdmeros (un tetrdmero une
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dos siRNAs). En nuestro caso, los resultados habian mostrado que la proteina 2b
formaba dimeros (Fig. 21), por lo que la unidad funcional en la unién in vitro a SRNAs
podria ser el dimero, como se ha visto en otros casos, en que dos o mads proteinas se
asocian para unir uno o varios ligandos (Monod et al. 1965), y como ya apuntaron los
resultados de la proteina 2b de TAV, en que un dimero 2b unia un siRNA (Fig. 21D y
Chen et al. 2008).

o
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Fig. 27: Cinéticas de unidn in vitro de la proteina 2b nativa a diferentes sRNAs basados en el miRNA 171
de A. thaliana. Se estudio la unidn a un sRNA de 21 nts de doble hebra (ds siRNA), al miRNA sintético
(miRNA) y a un sRNA de hebra sencilla y polaridad positiva (ss siRNA) (ver Fig. 11). A, Geles de retardo de
agarosa al 2%. La primera calle del gel muestra RNA libre en ausencia de proteina. Se incubaron 5 pmol
de ds siRNA o miRNA y 15 pmol de ss siRNA, en concentraciones crecientes de proteina 2b. El RNA unido
a la proteina es retenido en el pocillo del gel y no penetra o penetra con retardo en el mismo. En
presencia de concentraciones crecientes de proteina la relacién de RNA retenido se incrementé en los
tres casos. B, Curvas de retencidén de los RNAs. Se obtuvieron a partir de los geles mostrados en A, y
representan el porcentaje de RNA retenido por la proteina, respecto a la carrera control (RNA incubado
en solucidn sin proteina, primer pocillo), para cada proporcidn de proteina:RNA. La proteina 2b se unid
al ss siRNA con una afinidad mayor que al miRNA o el ds siRNA.

125



2bANLS1
2bANLS1+2
' 2bAKSPSE
2bAS40A
2bAS42A
2bAGSEL

2bANLS1 2bANLS2
dssiRNA

miRNA

sssiRNA

2bANLS1+2 2bAKSPSE 2bS40A
dssiRNA

miRNA

sssiRNA

2bS42A
dssiRNA

miRNA

sssiRNA

Fig. 28: Unidn in vitro de las nueve proteinas mutantes a sRNAs (ds siRNA, a miRNA y a ss siRNA)
basados en el miRNA 171 de A. thaliana. A, Proteinas purificadas, renaturalizadas y separadas en gel de
SDS-poliacrilamida al 15%, utilizadas en el experimento. B, Geles de retardo de agarosa al 2%. La
primera carrera muestra sRNA libre, en ausencia de proteina. Se incubaron 5 pmol de ds siRNA y de
miRNA y 15 pmol de ss siRNA, con concentraciones crecientes de proteina. En presencia de
concentraciones crecientes de las proteinas 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T la proporciéon de RNA
libre disminuyd, y el retenido se incrementd, en los tres casos. Otras proteinas mutantes, como
2bAKSPSE y 2bS42A retuvieron sRNAs parcialmente, y aquellas proteinas con delecciones en las NLSs
(2bANLS1, 2bANLS2 y 2bANLS1+2) no retuvieron sRNAs o lo hicieron de forma insignificante. La
deleccidon en el extremo terminal amino (2bA5T) afecté asimétricamente la union a los sRNAs,
inhibiendo la unidn al ds siRNA pero no al miRNA o al ss siRNA.
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Fig. 29: Cinéticas de unidn in vitro de la proteina 2b nativa y nueve mutantes (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA5T y 2bA3T) a los sSRNAs (ds siRNA, miRNA y ss
siRNA). Las curvas de retencion de los RNAs se obtuvieron a partir de la cuantificacion del sRNA que
penetrd en los geles mostrados en la Fig. 27, y representan para cada proporciéon molar proteina:RNA,
mostradas en abscisas, el porcentaje de RNA unido a la proteina respecto a la calle control de RNA libre
(incubado en ausencia de proteina), mostrado en ordenadas.
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El calculo de la constante de disociacion (Kd) y el coeficiente de Hill mostraron que la
proteina 2b une ds siRNA de forma cooperativa (Coeficiente de Hill =3.65) con alta
afinidad (Kd =0.92) (Tabla 3), y que a una relacion molar proteina:RNA de 2:1 el 60%
del ds siRNA quedaba unido a la proteina (Fig. 27). Esta relacién molar se corresponde
bien con los datos estructurales de 2b que Chen y colaboradores (2008) obtuvieron por
cristalografia en TAV, en que la proteina 2b formaba dimeros que unian sRNAs. La
proteina 2b unia también miRNA y ss siRNA (Fig. 27) de forma cooperativa
(Coefficientes de Hill =2.11 y 2.03, respectivamente; Tabla 3) aunque su afinidad por
estos sustratos era un poco menor que la que tenia por el ds siRNA (Kd =1.23 y 1.61,
respectivamente frente a 0.92, Tabla 3). Con una relacién molar proteina:RNA de 2:1,
guedaba unido a la proteina 2b mas del 80% del ss siRNA, mientras que sdlo se unia el

40% del miRNA (Fig. 27).

De las nueve proteinas mutantes utilizadas en este estudio, aquellas con delecciones
en las NLSs y que no tenian actividad supresora de silenciamiento (2bANLS1 y
2bANLS1+2) no unieron sRNAs, ya fuera ds siRNA, ss siRNA o miRNA, o la unién
observada fue insignificante (2bANLS2). La proteina 2bAKSPSE, sin actividad supresora
de silenciamiento, mostré cierto grado de unidon a sRNAs de forma cooperativa,
aungue con una baja afinidad de uniéon en comparacién con la proteina 2b (2bAKSPSE:
Kd ds siRNA =4.63; Kd miRNA =3.96; Kd ss siRNA =5.61; Tabla 3). Esta proteina mutante
no retuvo ss siRNAs o miRNA (Figs. 28 y 29) a la relacién molar proteina:RNA 2:1 de la
proteina 2b, y su union al 50% de los ds siRNAs se alcanzé sélo a relaciones molares
proteina:RNA de 8-10:1 (Figs. 28 y 29). Las proteinas 2bS40A y 2bS42A, con
sustituciones puntuales en el motivo de fosforilacién y que retenian la actividad
supresora de silenciamiento (Tabla 1), presentaron diferencias en la unién a sRNAs con
respecto a la proteina 2b nativa. El mutante 2bS40A presenté una afinidad por los tres
sRNAs un poco mayor que la proteina 2b (Kd ds siRNA =0.55; Kd miRNA =0.62; Kd ss
siRNA =0.71; Tabla 3), mientras que el mutante 2bS42A presentd una afinidad menor
que la proteina nativa (Kd ds siRNA =1.59; Kd miRNA =2.8; Kd ss siRNA =2.00). A una
relacion molar proteina:RNA de 2:1, 2bS40A retenia el 80% del ds siRNA, frente al 30%

de 2bS42A,; este porcentaje de RNA unido se mantuvo en 2bS40A en la unién a miRNA,
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mientras que fue algo menor para 2bS42A; y en la unién a ss siRNA se alcanzé mas

facilmente la unién del 100% del RNA de 2bS40A que 2bS42A (Figs. 28 y 29).

Las proteinas con delecciones en la region carboxilo de la proteina 2b (2bAGSEL vy
2bA3T) presentaron mayor afinidad por los sRNAs que la proteina 2b nativa. Entre
estas dos proteinas mutantes, 2bA3T presentd una mayor afinidad por los sRNAs (Kd
ds siRNA =0.47; Kd miRNA =0.39; Kd ss siRNA =0.52; Tabla 3) que 2bAGSEL (Kd ds siRNA
=0.58; Kd miRNA =0.73; Kd ss siRNA =0.98; Tabla 3). Estas dos proteinas mutantes
presentaban actividad supresora de silenciamiento (Fig. 15) y conservaban intacta la
zona de unién a sRNAs y de formacién de dimeros equivalente en TAV (Chen et al.
2008). Nuestros datos indican por tanto que la mitad carboxilo de la proteina puede de
algin modo entorpecer la unién a sRNAs, ya que las delecciones en esta region de la

proteina favorecieron la union in vitro a los sRNAs.

Un caso distinto y muy interesante lo presentd la proteina 2bA5T, que carece del
dominio terminal amino (aas 1-17). La deleccion no afecta a las NLSs ni al motivo de
fosforilacién, aunque si afecta parcialmente a la ARR en la primera a-hélice de la
proteina 2b, y a la zona equivalente en TAV implicada en la formacién de tetrameros
(Chen et al. 2008). La proteina 2bA5T carecia de actividad supresora de silenciamiento
(Fig. 15) aunque la localizacion subcelular y la interaccidn consigo misma o con las
proteinas AGO era semejante a la proteina 2b (Figs. 18, 22 y 25). La deleccién en 2bA5T
afectd a la unién de la proteina a sSRNAs diferencialmente segun el tipo de sRNA: la
proteina unid miRNA y ss siRNAs con una afinidad elevada, aunque algo menor que la
de la proteina nativa (2bA5T: Kd miRNA =2,68 y Kd ss siRNA =2,21; vs 2b: Kd miRNA
=1.23 y Kd ss siRNA =1.61; Tabla 3) y en ambos casos llegd a unir el 100% de estos
sRNAs con relaciones molares proteina:RNA relativamente bajas (Fig. 29); sin embargo
no ocurrié lo mismo con el ds siRNA (Figs. 28 y 29) por el que la proteina 2bA5T
presentd una afinidad de unién muy baja (Kd ds siRNA =6,74, Tabla 3), y con una

relacion molar proteina:RNA de 10:1, apenas unio el 20% del ds siRNA (Figs. 28 y 29).

Por tanto se diferenciaron varios patrones de unién a sRNAs. El primer patrén lo
conformaron la proteina 2b y los mutantes que retenian la actividad supresora de

silenciamiento de RNA y la unién a sRNAs (2b, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA3T). El
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segundo patrén aquellas proteinas mutantes de 2b sin actividad supresora de
silenciamiento que no mostraban unién a ningln tipo de sRNAs (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2). El tercer patrén, la proteina mutante 2bAKSPSE, patrén intermedio entre
los anteriores y con capacidad reducida de unién a sRNAs aunque sin actividad
supresora de silenciamiento. Y un cuarto patréon lo conformé la proteina 2bA5T, sin
actividad supresora de silenciamiento y con un comportamiento diferencial de unién
segln el tipo de sRNA. No unia ds siRNA, pero si miRNA y ss siRNA con afinidades

cercanas a las de la proteina 2b (Figs. 28 y 29).

En conclusidn, el andlisis de la unidn in vitro a sRNAs de la proteina 2b y de nuestra
bateria de nueve mutantes desvelé una correlacién entre la actividad supresora de
silenciamiento de las proteinas y su capacidad de unidn in vitro a sSRNAs a proporciones
molares de proteina:RNA cercanos a 2:1, en particular a ds siRNA. También mostré que
delecciones en la mitad amino de la proteina inhibian la unién a sSRNAs mientras que
delecciones en la mitad carboxilo la favorecian.

Tabla 3: Parametros cinéticos de unién a RNAs de la proteina 2b y sus nueve mutantes. La constante de
disociacion aparente (Kd) y el coeficiente de Hill (Coef. Hill) se obtuvieron a partir de la cuantificacién de
las bandas de RNA en los geles de retardo para el ds siRNA, el miRNA y el ss siRNA. No se calcularon los
parametros en aquellas proteinas que no unian RNAs. Los valores son la media de tres experimentos

individuales y se muestra la desviacién estdndar de estos datos. En la ultima columna se indica si la
proteina presenta actividad supresora de silenciamiento (Act. Sup.).

ds siRNA miRNA ss siRNA
Act.
. . . Sup.
Kd Coef. Hill Kd Coef. Hill Kd Coef. Hill
2b 0.92+0.03 3.65+0.41 1.23+0.05 2.11+0.13 1.61+0.28 2.03+040 +
2bANLS1 No No No No No No -
2bANLS2 No No No No No No -
2bANLS1+2 No No No No No No -

2bAKSPSE  4.63+0.39 2.26+0.19 3.96+0.17 4.03+0.56 5.61+1.17 2.7+0.74 -
2bS40A 0.55+0.07 3.88+0.15 0.62+0.03 3.48+0.47 0.71+0.04 1.85+0.18 +
2bS42A 1.59+0.36  1.9+0.77  2.80+0.01 2.55+0.33 2.00+0.09 3.23+0.46 +
2bAGSEL 0.58+0.09 5.66+2.11 0.73+0.01 3.91+0.15 0.98+0.03 2.38+0.21 +
2bA5T 6,74+0,47 2,52+0,25 2,68+0,3 2,66+0,70 2,21+0,07 3,66+0,31 -

2bA3T 0.47+0.01  2.9+0.01 0.39+0.06 2.69+0.83 0.52+0.02 2.51+0.29 +
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4.3.2. Caracterizacion de la union in vitro de las proteinas 2b o mutantes

a un RNA gendémico viral

En nuestro sistema experimental estudiamos también si la proteina 2b podia unir RNAs
largos, y confirmamos su unidn cooperativa a RNA gendmico de TMV, de unas 6.4 kb
(Fig. 30). Estudiamos la unidn de proteina 2b y de los ocho mutantes disponibles en el
momento de realizar el experimento (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE,
2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T) a este RNA viral de cadena sencilla. Los resultados
se muestran en la Fig. 30, con uno de los geles y la representacion grafica de la relacién
molar proteina:RNA frente a 0,2 ug de RNA de TMV, en abscisas; y el porcentaje de
RNA retenido por la proteina a cada relacion molar, en ordenadas. También

calculamos la Kd y el coeficiente de Hill (Tabla 4).

A B ——2bAGSEL
Relaciéon molar 2b:TMV

TMV RNA ——2bS42A

-=-2b

45:1 90:1 180:1 225:1300:1 450:1 RNA TMV —+2bS40A

——2bA3T

o

2
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()
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o —%—2bANLS1+2
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Relacién molar Proteina:RNA

Fig. 30: Cinéticas de unidn in vitro de la proteina 2b nativa y de ocho mutantes (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T) al RNA gendmico de TMV. A, Gel resultante
de la union de la proteina 2b nativa al RNA de TMV, en las relaciones proteina:RNA indicadas en la parte
superior del gel. La ultima carrera muestra 0,2 ug de RNA de TMV. B, En otro experimento, se incubd el
RNA de TMV en ausencia o presencia de las proteinas 2b o mutantes, en concentraciones crecientes de
proteina. Las relaciones molares proteina:TMV en este caso fueron 65:1, 125:1, 250:1, 500:1 y 1000:1,
en un volumen de 20 pl. La muestra se resolvié por electroforesis en un gel no desnaturalizante de
agarosa al 0.8% (no mostrado). El grafico resultante de la cuantificacidn del porcentaje de RNA retenido
(unido a las proteinas), en ordenadas, frente a la relacién de proteina:RNA en abcisas muestra dos
grupos de cinéticas diferenciadas: Un grupo incluye la proteina 2b y los mutantes 2bS40A, 2bS42A,
2bAGSEL y 2bA3T y unidé el RNA de TMV con una relacion molar proteina:RNA de 500:1; mientras que
otro grupo, formado por las proteinas sin actividad supresora (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2 vy

2bAKSPSE), no lo unié.
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La afinidad aparente de unidn de la proteina 2b por el RNA de TMV fue 1.78 uM (Tabla
4), y el retardo total del RNA se alcanzé con una relacién molar proteina:RNA de 500:1,
con unién cooperativa (Coeficiente de Hill =1.72; Tabla 4). Observamos dos patrones
claramente diferenciados en las cinéticas de unién del RNA de TMV a las proteinas 2by
mutantes (Fig. 30). El primer patrén lo conformaron las proteinas 2b y mutantes con
actividad supresora de silenciamiento (2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T), que
unieron el RNA de TMV con una relacién molar proteina:RNA de 500:1. El segundo
patrén lo conformaron los mutantes sin actividad supresora de silenciamiento
(2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE), que mostraron mucha menor unién al
RNA de TMV, no llegando a alcanzar el 30% de retencion del RNA con una relacién

molar proteina:RNA de 1000:1.

Tabla 4: Parametros cinéticos de unién al RNA de TMV de la proteina 2b y sus nueve mutantes. La
constante de disociacién aparente (Kd) y el coeficiente de Hill (Coef. Hill) se obtuvieron a partir de la
cuantificacién de las bandas de RNA en los geles de retardo para el RNA genémico de TMV. No se
calcularon los parametros en aquellas proteinas que no unian RNAs. Los valores son la media de tres
experimentos individuales y se muestra la desviacion estandar de estos datos. En la ultima columna se
indica si la proteina presenta actividad supresora de silenciamiento (Act. Sup.).

RNA TMV Aet
Kd Coef. Hill U
2b 1784017 1724013 +
2bANLS1 No No :
2bANLS2 No No :
2bANLS1+2  No No :
2bAKSPSE No No -

2bS40A 2.00+0.11 2.20+0.21 +
2bS42A 2.01+0.26 2.12+0.43 +
2bAGSEL  2.11+0.40 2.02+057 +
2bA5T ND ND -

2bA3T 3.10+0.14 2.01+0.11 +
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En la Tabla 5 se muestra un resumen de los resultados de la proteina 2b y la bateria de

mutantes obtenidos de los ensayos presentados hasta este punto de Resultados, que

permite correlacionar de forma sencilla los estudios de biologia celular y de unidn in

vitro de RNAs con la actividad funcional de las proteinas en ensayos de supresion del

silenciamiento.

Tabla 5: Sinopsis de las propiedades de la proteina 2b y la bateria de nueve mutantes en los ensayos de
biologia celular in vivo, de unidn in vitro a RNAs y de actividad funcional de las proteinas en ensayos de
supresion local del silenciamiento. La actividad supresora de silenciamiento se correlaciond con la
capacidad de unién a ds siRNA a relaciones molares proteina:RNA de 2:1. Los simbolos + (y ++) indican
una propiedad positiva (0 marcadamente positiva), mientras que el simbolo - indica negativo a una
propiedad. +/-indica situaciones intermedias. ND, no disponible por no haberse analizado.

2b

2bAST

2bANLS1

2bANLS2

2bANLS1+2

2bAKSPSE

2bS40A

2bS42A

2bAGSEL

2bA3T

NES-GFP-2b

Presencia
nuclear

+/-

++

Formacion
de
dimeros

+

ND

Interaccion
con AGOs

ND

L, Actividad
Union a supresora de
SRNAs o
silenciamiento
+ +
- ds siRNA
+ miRNA -
+ ss siRNA
+/- -
+ +
+ +
+ +
++ +
ND +
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4.4. Visualizacion de potenciales interacciones de la proteina 2b

con otras proteinas nucleolares de la planta

La interaccién de 2b con otras proteinas nucleares podria contribuir a explicar su
distribucién en el nucleo, nucléolo y CBs. En el nucleo/nucléolo, la proteina viral podria
beneficiarse de dichas interacciones para alterar la transcripcion celular con el fin de
facilitar la infeccion viral, poner a disposicion del virus diferentes recursos celulares o

incluso influir en la fase del ciclo celular en que se encuentra ésta.

Nosotros habiamos observado que al co-infiltrar las proteinas de fusién GFP-2b y Fib-
mRFP en hojas de N. benthamiana, ambas co-localizaban en el nucléolo y CBs (Fig. 13F
y 31A). Pero ademads, en esta co-agroinfiltracion la sobreexpresidon de la proteina
fibrilarina parecia incrementar la presencia de la proteina 2b en el nucléolo, aunque no
llegamos a cuantificar este efecto. Es mas, co-agroinfiltrando GFP-2b con las proteinas
sYFPN-fibrilarina (de N. benthamiana) y sYFPN-coilina y sYFPN-nucleolina (de A.
thaliana), y observando la emisién de GFP en microscopio confocal, o co-
agroinfiltrando 2b-mRFP con GFP-fibrilarina, GFP-coilina y GFP-nucleolina y
observando la emision de mRFP, vimos que la sobreexpresién de sendas proteinas
nucleolares incrementaba la presencia de proteina 2b en el ndcleo (Fig. 31B y
resultados no mostrados). Decidimos pues visualizar mediante BiFC estas potenciales

interacciones con la proteina 2b.

Expresamos el par de proteinas de fusion sYFP-2b/sYFP-Fibrilarina por co-
agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana, y observamos campos de células
epidérmicas en microscopio confocal. Nuestros resultados mostraron fluorescencia
derivada de BiFC en los nucleos celulares, y probablemente en el nucléolo, CBs y

corpusculos asociados (Fig. 32A).
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GFP-2b + Fib-mRFP

Fib-mRFP

GFP2b+sYN-Fibrilarina GFP2b+sYN-Nucleolina

GFP2b+rok GFP2b+sYN-Coilina

Fig. 31: Indicacion de una posible interaccién de la proteina 2b de CMV con proteinas celulares
nucleares. A, Co-localizacién de las proteinas 2b de CMV y la proteina celular fibrilarina. Se muestra la
ampliacion de un nucleo en que se puede observar la localizacion de GFP-2b (imagen izda.), la de
fibrilarina-mRFP (imagen central) y la imagen superpuesta de las anteriores (imagen dcha.). B, En
presencia de sobreexpresion de las proteinas fibrilarina, coilina y nucleolina, parece haber una
localizacion mas marcadamente nucleolar de la proteina GFP-2b. La barra en la esquina inferior dcha.
representa 10 um.

También analizamos la interaccion por BiFC de proteinas mutantes de 2b que
presentaban alterada su localizacion subcelular (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2,
2bAKSPSE) con la fibrilarina, en presencia del supresor P19 de TBSV para asegurar la
acumulacién transitoria de las proteinas mutantes (Fig. 32A). En los campos de células
epidérmicas observamos fluorescencia derivada de la interaccién en todos los casos y
gue esta fluorescencia se localizaba en el nucleo. La fluorescencia fue mas débil en
aquellos mutantes que presentaban delecciones en las NLSs, mientras que la
fluorescencia derivada de la interaccidn 2bAKSPSE/fibrilarina tuvo una localizacidon
fuertemente nuclear y una intensidad semejante a la derivada de la interaccidon
2b/fibrilarina. El analisis de la acumulacién de proteinas (western blot) en el tejido
agroinfiltrado mostré una acumulacion de proteina 2b similar en todos los casos (Fig.

32B).

135



sYFP2b SYFP2bANLS1 sYFP2bANLS2

+sYFP-fibrilarina +sYFP-fibrilarina +sYFP-fibrilarina

sYFP2bANLS1+2 sYFP2bAKSPSE sYFP
sYFP-fibrilarina +sYFP-fibrilarina +sYFP-fibrilarina

Fibrillarina +
@& ) @B a
=l - - w
- = = x
< < < <
Kol o] Kol Nel £
N N N N N
W T ——

Fig. 32: Fluorescencia derivada de BiFC de 2b/fibrilarina y 2b mutantes/fibrilarina, y su localizacién
subcelular. A, La fluorescencia derivada de BiFC para los pares de proteinas sYFPN-Fibrilarina/sYFPC-2b,
sYFPN-Fibrilarina/sYFPC-2bANLS1, sYFPN-Fibrilarina/sYFPC-2bANLS2, sYFPN-Fibrilarina/sYFPC-
2bANLS1+2 y sYFPN-Fibrilarina/sYFPC-2bAKSPSE en presencia del supresor P19 de TBSV se localizé en los
nucleos celulares. Imagen inf. dcha., control negativo co-agroinfiltrado con sYFPN-Fibrilarina/sYFPC
(vector vacio). La fluorescencia es mas débil con aquellos mutantes con delecciones en las NLSs, no asi la
fluorescencia derivada de la deleccién del motivo de fosforilacidén. La localizacidon de la interaccion,
respecto a la proteina 2b, no varia en aquellos mutantes con delecciones en las NLSs, y es fuertemente
nucleolar en la interaccion con 2bAKSPSE. B, Andlisis por western blot de la acumulacién transitoria de
las proteinas 2b nativa y algunas de las mutantes marcadas para BiFC en tejido agroinfiltrado. Todas las
proteinas 2b se acumularon en cantidades comparables. La barra superior dcha. de las imagenes
representa 150 um.

136



La coilina es un componente principal de los CBs y su funcidn se ha relacionado con la
regulacion del ciclo celular y de las respuestas a estreses (Cioce y Lamond 2005;
Boulon et al. 2010). Un estudio reciente ha relacionado la coilina de A. thaliana con la
proteina viral 63K del hordeivirus PSLV, encontrandose que interaccionan in vitro en

ensayos de far-western e in vivo en BiFC (Semashko et al. 2012).

Expresamos el par de proteinas de fusion sYFP-2b/sYFP-coilina en hojas de N.
benthamiana por agroinfiltracién y visualizamos la fluorescencia derivada de BiFC en
campos de células epidérmicas en microscopio confocal. Esta fluorescencia se localizé

en los nucleos y, dentro de éstos, posiblemente en nucléolos y CBs (Fig. 33).

Estudiamos también la interaccidn entre aquellas proteinas mutantes de 2b que
presentan alterada la localizacién subcelular (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2,
2bAKSPSE), y otros mutantes (2bS40A, 2bS42A y 2bAGSEL) con la coilina. Expresamos
los pares de proteinas marcados para BiFC (2bANLS1/coilina, 2bANLS2/coilina,
2bANLS1+2/coilina, 2bAKSPSE/coilina, 2bS40A/coilina, 2bS42A/coilina y
2bAGSEL/coilina) en hojas de N. benthamiana por agroinfiltracién en presencia de P19
de TBSV. En todos los casos visualizamos la fluorescencia dentro del nucleo, en los
nucléolos y probablemente CBs (Fig. 33A). El andlisis de acumulacién de proteinas por
western blot de la proteina 2b y de sus mutantes mostré que todas ellas se

acumulaban en cantidades comparables (Fig. 33B).
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Fig. 33: Fluorescencia derivada de BiFC de 2b/coilina y 2b mutantes/coilina, y su localizacién subcelular.
BiFC para los pares de proteinas sYFPN-Coilina/sYFPC-2b, sYFPN-Coilina/sYFPC-2bANLS1, sYFPN-
Coilina/sYFPC-2bANLS2, sYFPN-Coilina/sYFPC-2bANLS1+2, sYFPN-Coilina/sYFPC-2bAKSPSE, sYFPN-
Coilina/sYFPC-2bS40A, sYFPN-Coilina/sYFPC-2bS42A y sYFPN-Coilina/sYFPC-2bAGSEL, y el control
negativo sYFPN-Coilina/sYFPC (vector vacio). Los mutantes sin actividad supresora de silenciamiento
(2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE) se co-agroinfiltraron con el supresor P19 de TBSV. A,
fluorescencia derivada de los campos de células epidérmicas que expresan los pares de proteinas. En
cada imagen se muestra la ampliacién de un ndcleo representativo, en que se visualiza nucléolos y
probablemente cuerpos de cajal. La fluorescencia derivada de BiFC se localiza en los nucleos celulares.
B, Andlisis por western blot de la acumulacién de las proteinas 2b y mutantes. Todas las proteinas se
acumularon en cantidades comparables. La barra superior dcha. de las imdgenes representa 75 um.
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La proteina celular nucleolina es, junto con la fibrilarina, uno de los componentes
mayoritarios del nucléolo (Chen et al. 2002). Expresamos el par de proteinas sYFP-
2b/sYFP-Nucleolina en hojas de N. benthamiana por agroinfiltracion y observamos
campos de células epidérmicas en microscopio confocal. La fluorescencia derivada de
BiFC se localizé dentro de los nucleos celulares, en el nucléolo y muy probablemente
en los CBs y corpusculos asociados, coincidiendo con la distribucién subcelular de la

proteina nucleolina (Fig. 34).

También estudiamos por BiFC la interaccidon potencial de aquellos mutantes de
proteina 2b que tenian alterada su localizacién subcelular (2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2 y 2bAKSPSE) y los mutantes 2bS40A, 2bS42A y 2bAGSEL con la nucleolina.
Aquellos mutantes con la actividad supresora comprometida se co-agroinfiltraron en
presencia de P19 de TBSV. En todos los casos encontramos algo de fluorescencia,
aunque en el caso de los mutantes con la NLS1 deleccionada ésta era muy débil, lo que

sugeria ausencia o una menor interaccion (Fig. 34).

En conclusién, todas las proteinas 2b interaccionaron con las proteinas celulares
fibrilarina, coilina y nucleolina, aunque las proteinas con delecciones en las NLS
interaccionaron débilmente con estas proteinas. La interaccién se localizé dentro del
nucleo formando parte de subestructuras que podian ser nucléolos y probablemente
CBs, aunque algunos mutantes no tenian por si mismos una acumulacién nuclear (Fig.
17), lo que sugiere que las NLSs no son las Unicas maneras de entrada de la proteina 2b

al nucleo.
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Fig. 34: Fluorescencia derivada de BiFC de 2b/nucleolina y 2b mutantes/nucleolina, y su localizacién
subcelular. BiFC entre los pares de proteinas sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2b, sYFPN-Nucleolina/sYFPC-
2bANLS1, sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2bANLS2, sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2bANLS1+2, SsYFPN-
Nucleolina/sYFPC-2bAKSPSE,  sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2bS40A, sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2bS42A vy
sYFPN-Nucleolina/sYFPC-2bAGSEL, junto con el supresor p1l9 de TBSV. A, En campos de células
epidérmicas la interaccién se localizé en los nucleos celulares. En cada imagen se muestra la ampliacion
de un nlcleo representativo con estructuras subnucleares como nucléolo y probablemente CBs. Las
proteinas 2b con delecciones en las NLSs presentaron fluorescencia mas débil que la observada en la
interaccion 2b/nucleolina, aunque la localizacién de la interaccién fue nuclear. El resto de mutantes
presentaron igual intensidad de fluorescencia que la interaccién Nucleolina/2b vy localizacién
fuertemente nuclear. B, Analisis por western blot de la acumulacién transitoria de las proteinas 2b y
mutantes. Las proteinas se acumularon en cantidades semejantes. El panel inferior muestra la
membrana de western tefida con rojo Ponceau, como control de carga. La barra superior dcha. de las
imagenes representa 75 um.
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5. DISCUSION
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Los supresores virales de silenciamiento interfieren con la defensa antiviral de la planta
mediada por el silenciamiento de RNAs, lo que los hace determinantes de
patogenicidad en las infecciones virales. Pueden actuar de diversas maneras, algunos
de ellos incluso interfiriendo en mas de un paso de este mecanismo de defensa (Diaz-
Penddn y Ding 2008). Por un lado, la unién a RNAs es una propiedad comun a muchos
supresores virales, conocida desde hace afos (Lakatos et al. 2006; Mérai et al. 2006),
gue podria estar relacionada con la funcidén supresora. Esto se ha confirmado en
algunos de ellos, como el supresor P19 de tombusvirus (Silhavy et al. 2002). Por otro
lado, a lo largo de estos ultimos afios se han ido identificado interacciones de algunos
supresores de silenciamiento con proteinas del huésped, algunas de ellas
constituyentes de la maquinaria del silenciamiento, que podrian constituir otros
mecanismos de bloqueo del silenciamiento de RNA (Baumberger et al. 2007;
Bortolamiol et al. 2007; Diaz-Pendén y Ding 2008; Zhang et al. 2006b). El caracter
multifuncional de muchas de las proteinas codificadas en los compactos genomas de
los virus de plantas hace que no todas estas interacciones con diversos factores tengan
gue estar necesariamente relacionadas con la funcidn supresora. Las dinamicas de
estas interacciones de supresores con acidos nucleicos o factores proteicos, y sus
efectos a nivel funcional en la supresiéon del silenciamiento antiviral o de otras
respuestas, en la manifestaciéon fenotipica de la infeccidon, y en general en la

interaccion planta-virus-ambiente, son actualmente motivo de intensa investigacién.

A pesar de su pequeiio tamano, la proteina 2b de cucumovirus es un supresor de
silenciamiento que tiene las propiedades tanto de unir RNAs como de interaccionar
con proteinas de las rutas de silenciamiento y estudios previos al nuestro habian
relacionado la actividad supresora de silenciamiento con su localizacién celular
nuclear, con su interaccion de proteinas AGO y con la unidn a siRNAs in vitro, sin que

estas propuestas sean excluyentes entre ellas.

En este trabajo hemos llevado a cabo estudios sobre la distribucién intracelular de la
proteina 2b de CMV, sobre interacciones in vivo proteina-proteina y sobre
interacciones in vitro con RNAs para contribuir a determinar la importancia relativa de
estas propiedades de la proteina 2b en su funcidn supresora del silenciamiento

antiviral. Para ello, nuestra estrategia ha sido la de caracterizar, en proteina nativa o en

143



mutantes, por un lado sus actividades supresoras del silenciamiento en un sistema de
expresion transitoria mediante ensayos de agroinfiltracién, y por otro lado utilizar
dichas construcciones para nuestros estudios moleculares y de biologia celular, lo que
nos ha permitido establecer relaciones entre nuestras observaciones y la actividad

funcional de la proteina estudiada.
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5.1. Localizacion, patogenicidad y actividad supresora del

silenciamiento de la proteina 2b de CMV, nativa o modificada

La expresion de proteinas o RNAs foraneos en plantas encuentra la limitacion de la
pared celular, y requiere bien de su expresion constitutiva desde un transgén
integrado en el genoma de la planta, lo que puede ser costoso en tiempo vy
técnicamente complejo (Giddings et al. 2000); o bien el uso de sistemas de expresion
transitorios por bombardeo de pldsmidos que expresen el RNA desde el control de un
promotor eucariota, ya sea utilizando un vector viral o mediante T-DNAs transferidos a
la célula vegetal por agroinfiltracion (Fisher et al. 1999). En este ultimo caso la
bacteria, infiltrada en las hojas como un cultivo liquido, media la transferencia del
fragmento T-DNA de plasmidos binarios a las células de la regién infiltrada (Kapila et al.
1997). A diferencia de los vectores virales, la agroinfiltracion no permite una expresién
sistémica del gen, pero permite expresar localmente en tejidos infiltrados varios
transgenes de T-DNAs diferentes en una misma célula, procedentes de diferentes
cultivos que se mezclan previamente a la agroinfiltracion (Kapila et al. 1997). Esta
expresion ectdpica puede ser elevada (Voinnet et al. 2003) aunque los transcritos
expresados por el T-DNA son identificados como foraneos por la planta y sufren
silenciamiento (Johansen y Carrington, 2001; Canto et al. 2002). Esto, lejos de ser un
defecto, hace a la técnica adecuada para nuestros estudios porque por un lado nos
permite expresar proteinas fusionadas a marcadores fluorescentes para estudios de
co-localizacion o de interacciones moleculares, y por otro nos permite caracterizar la
actividad de supresores virales marcados o mutados sobre el silenciamiento de un gen

indicador también expresado de un T-DNA co-agroinfiltrado.

Nuestros resultados mostraron que las fusiones de la proteina 2b al péptido HA o a
diferentes proteinas para la observacion de fluorescencia in vivo (fusiones GFP-2b,
sYFPN-2b, sYFPC-2b 2b-mRFP y 2b-HA, Fig. 12), tanto en su extremo amino como
carboxilo, no afectaban a su actividad en ensayos de supresién local del silenciamiento
a pesar de sus tamafnos, a veces considerables. Nuestros resultados confirmaron lo que
diversos autores observaron anteriormente tanto en estudios de microscopia en la

cepa Q como de fraccionamiento celular en la cepa Fny (Lucy et al. 2000; Mayers et al.
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2000): que la proteina 2b se localiza en el citoplasma y, mayoritariamente, en el
nucleo. Dentro del nucleo, nuestras observaciones revelaron una distribucion
nucleolar y en los CBs asociados, de donde se encuentran ausentes las proteinas GFP y
mRFP libres (Fig. 13). Esta asociacion nucleolar de la proteina 2b no habia sido descrita

anteriormente.

Por otro lado, analizamos el efecto que tienen delecciones o sustituciones puntuales
en los diferentes dominios y motivos de la proteina 2b en la actividad supresora y la
localizacion subcelular de la proteina. Nuestros resultados de supresién local de
silenciamiento mostraron, tanto en proteinas con un péptido HA en el extremo
carboxilo, como en las fusionadas a GFP en el extremo amino del supresor, que los
mutantes 2bS40A, 2bS40A, 2bAGSEL y 2bA3T tenian actividad supresora como la
proteina nativa, a pesar de las sustituciones de serina por alanina que presentaban en
el motivo de fosforilacion potencial (2bS40A, 2bS42A) o de las delecciones en una
fraccion del dominio 3 (2bAGSEL) o del dominio terminal carboxilo (2bA3T) (Figs. 15y
16). Estas proteinas mutantes se acumularon en el tejido infiltrado a niveles
comparables con la proteina 2b (Fig. 15C). Sin embargo, aquellas proteinas con
delecciones en el dominio terminal amino, en las NLSs o en el motivo de fosforilaciéon
(2bA5T, 2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2 y 2bAKSPSE, respectivamente), no retuvieron
la actividad supresora de silenciamiento y se acumularon en el tejido mas débilmente

que la proteina 2b (Figs. 15y 16).

En dos de los dominios mutados mencionados hemos observado algunas diferencias
con resultados publicados por otros grupos: Li y colaboradores (2011) observaron que
en la cepa Q (grupo Il de CMV), sustituciones puntuales en su motivo de fosforilacién
de los residuos K* (supuesto lugar de ubiquitinizacién) vy $* inhibian total o
parcialmente su actividad supresora de silenciamiento por lo que, a diferencia de
nuestros resultados, en la cepa Q de CMV las sustituciones puntuales en este motivo
de la proteina 2b si afectaban a la actividad supresora de la proteina. Por ello se podria
concluir que el motivo de fosforilacidn en su conjunto es necesario para la actividad
supresora de silenciamiento de la proteina aunque las sustituciones puntuales, segun
la cepa, pueden inhibir o no su actividad supresora. Por otro lado, Ye y colaboradores

(2009) relacionaron el dominio 3 de la proteina 2b con la actividad supresora de
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silenciamiento en la cepa SD de CMV. En este dominio, las cepas Fny y SD (subgrupo IA
y IB, respectivamente) comparten sélo los aas *>SEL®® y H'* (Ver anexo 1), y por lo tanto
nuestra proteina 2bAGSEL carece de la fraccion compartida entre ambas cepas.
Nuestros resultados mostraron que esta proteina presenta actividad supresora y
localizacion subcelular semejante a GFP-2b (Figs. 15 y 17) por lo que a diferencia de lo
observado por Ye y colaboradores (2009) la deleccién de una fraccién de este dominio

en la cepa Fny no afecta directamente a su actividad supresora.

Lewsey y colaboradores (2009) han caracterizado en planta los efectos del virus nativo
y de los virus que portan la mayoria de las mutaciones que hemos utilizado (todas
menos AGSEL) en el desarrollo de esta tesis. A diferencia del virus nativo Fny de CMV
(Fny-CMV), que causa atrofia y deformacién de las hojas, los virus que portan el gen 2b
con delecciones en el dominio terminal amino, las NLSs y el motivo de fosforilacién
(Fny-CMV2bA5T, Fny-CMV2bANLS1, Fny-CMV2bANLS2, Fny-CMV2bANLS1+2 y Fny-
CMV2bAKSPSE), eran asintomdticos en tabaco y A. thaliana; aunque en N.
benthamiana la deleccion de la NLS1 originaba sintomas leves (Tabla 2 y Lewsey et al.
2009). Estos autores también observaron que el dominio terminal carboxilo y la
sustitucion puntual de las serinas en el motivo de fosforilacion modulaban la severidad
sintomatica en la cepa Fny. Nosotros hemos caracterizado el fenotipo de la infeccién
con el virus que porta la proteina 2bAGSEL. El virus Fny-CMV2bAGSEL presentd un
fenotipo con sintomas atenuados frente a Fny (Fig. 14), y en este caso la acumulacién
viral en el tejido infectado fue ligeramente menor a la de aquél, por lo que la ausencia
de este dominio atenua los sintomas de infeccién a pesar de presentar actividad
supresora de silenciamiento en ensayos de agroinfiltraciéon (Fig. 14). Lewsey y
colaboradores (2009) mostraron que los virus que portan delecciones en el gen 2b en
su extremo 5’, en los dominios que codifican las NLSs y el motivo de fosforilacién (Fny-
CMV2bA5T, Fny-CMV2bANLS1, Fny-CMV2bANLS2, Fny-CMV2bANLS1+2 vy Fny-
CMV2bAKSPSE) se acumulaban en el tejido infectado mucho mas débilmente que los
virus que portaban delecciones en la mitad 3’ de 2b o sustituciones puntuales en el
motivo de fosforilacion de la proteina resultante (Fny-CMV2bS40A, Fny-CMV2bS42A,
Fny-CMV2bA3T). Estos autores sugirieron como posibles explicaciones a esta pobre

acumulacién: que fuera el resultado de la baja acumulacién viral general (y la de sus
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productos), o que las proteinas alteradas tuvieran una estabilidad reducida. Por tanto
estas proteinas mutantes podrian no inhibir la actividad supresora de silenciamiento
bien por no tener actividad supresora, o bien por no tener estabilidad para acumularse
en el medio de la célula vegetal, lo que también impediria su funcidn supresora. En
nuestros ensayos, el analisis de la acumulaciéon de las proteinas 2b y mutantes
expresadas transitoriamente en los tejidos agroinfiltrados demostré que aquellas
proteinas con delecciones en la mitad amino de la proteina (2bA5T, 2bANLS1,
2bANLS2, 2bANLS1+2 y 2bAKSPSE) no se acumulaban en la misma medida que la
proteina nativa y el resto de mutantes (Figs. 15 y 18), pero la presencia del supresor
heterdlogo P19 de TBSV restaurd su acumulacién a niveles de la proteina 2b nativa.
Por lo tanto nuestros resultados, en un sistema libre de virus, demostraron que en
estas proteinas mutantes las delecciones inhibian su actividad supresora de
silenciamiento pero no las hacian estructuralmente inestables (Figs. 15 y 18). Esto nos
permitid estudiar su localizacion subcelular y otras propiedades, como sus
interacciones con proteinas y RNAs en ensayos in vivo e in vitro, junto con las
propiedades de la proteina nativa y las de los otros mutantes con funcién supresora, y
relacionar nuestras observaciones con la funcién bioldgica. Por lo tanto, podemos
concluir que las proteinas con delecciones en la mitad amino no se acumulan en el
tejido infiltrado porque carecen de actividad supresora de silenciamiento y no porque
sean inestables. Por otro lado, también podemos concluir que las mutaciones
puntuales del motivo de fosforilacidn y las delecciones del motivo GSEL y del dominio
terminal carboxilo, que no afectaban a la supresion local del silenciamiento, deben
afectar otros aspectos de la interaccion planta-virus que afectan a la induccién de

sintomas y que expliquen las diferencias en el fenotipo de las plantas infectadas.

En cuanto a la localizacién subcelular de las proteinas mutantes de 2b, nuestras
observaciones mostraron que las proteinas con el dominio terminal amino
deleccionado, con sustituciones puntuales en el motivo de fosforilacion y con
delecciones en la mitad carboxilo de la proteina (GFP-2bA5T, GFP-2bS40A, GFP2b-
S42A, GFP-2bAGSEL y GFP-2bA3T) se localizaron en el citoplasma y nucléolo celulares
como la proteina GFP-2b (Figs. 17 y 18). Sin embargo, las proteinas con delecciones en

las NLSs (GFP-2bANLS1, GFP-2bANLS2 y GFP-2bANLS1+2) perdieron la localizacion
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nuclear y se localizaron principalmente en el citoplasma (Fig. 18); mientras que la
proteina con el motivo de fosforilacion deleccionado (GFP-2bAKSPSE) se localizé
principalmente en el nucléolo, sugiriendo que ésta habia perdido su capacidad de
permanecer o de retornar al citoplasma (Fig. 18). Lucy y colaboradores (2000) habian
demostrado que la actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b en la cepa
Q (grupo Il de CMV) se correlacionaba con su localizacién nuclear. A diferencia de la
cepa Fny, la cepa Q tiene una sola NLS y Lucy y colaboradores (2000) observaron que
ésta, cuya ubicacidén en la proteina se corresponde con la NLS1 de la cepa Fny, era
necesaria en su contexto para la supresion de PTGS y que la sola presencia nuclear de
la proteina no era suficiente para dotarla de la actividad supresora. Por ello Lucy y
colaboradores (2000) sugirieron que la proteina 2b podria funcionar como un
competidor del trafico nuclear, afectando asi a la acumulacién nuclear de uno o varios
factores criticos para el inicio del PTGS, o como un activador de la transcripcién en el
nucleo que aumentase la transcripcién de un regulador negativo de PTGS. Mas
adelante, Chen y colaboradores (2008) demostraron, en trabajos in vitro de
cristalografia, que en la proteina ortdloga de TAV, la region en que se localiza la o las
NLSs interviene en la interaccion in vitro con sSRNAs. Nuestras observaciones mostraron
gue en la cepa Fny la deleccién de una sola de las NLSs de la proteina afectaba a la
actividad supresora de silenciamiento y a su localizacién subcelular. La deleccién de la
NLS1 o de ambas NLSs (2bANLS1+2) inhibié completamente la entrada de la proteina al
nucleo (Fig. 18), como observaron Lucy y colaboradores (2000) con la NLS de la cepa Q.
Sin embargo, la deleccién de la NLS2, ausente en la cepa Q, inhibid sélo parcialmente
la entrada de la proteina al nucleo (Fig. 18). Como en las observaciones de Lucy y
colaboradores (2000), nuestros resultados de supresion local de silenciamiento
(agropatch assays) mostraron que la deleccion de una o de ambas NLSs de la proteina
no sélo afectaba a la localizacion de la proteina en la célula, sino que conllevaba la
pérdida de la actividad supresora de la proteina (Fig. 15). Por lo que estos datos
correlacionaban la actividad supresora con la localizacidn nuclear de la proteina, como
se habia propuesto anteriormente. Sin embargo, nuestros resultados también
mostraron que la deleccién del motivo de fosforilacion (GFP-2bAKSPSE), que confinaba
a la proteina en el nucléolo celular (Fig. 18), no implicaba actividad supresora de

silenciamiento (Figs. 15, 16 y 18). Por otro lado, la deleccién del dominio terminal
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amino de la proteina inhibia la actividad supresora de silenciamiento de la proteina,
aunque no afectaba a su localizaciéon subcelular nuclear. El resto de mutaciones
(2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL, 2bA3T) no afectaron a la actividad supresora de

silenciamiento ni a la localizacién subcelular de la proteina (Figs. 15-18).

En diversas proteinas se ha observado que las NLSs, junto con un motivo de
fosforilaciéon, conforman un motivo CcN que permite el movimiento controlado de una
proteina entre el citoplasma y el nucleo (Jans 1995; Jans y Hubner 1996). La presencia
de un motivo CcN en la proteina 2b de CMV sugiere que este supresor de
silenciamiento se podria mover entre citoplasma y nucleo de una forma controlada por
el estado de fosforilacion. Como hemos mostrado, la deleccidon de las NLSs inhibia el
transporte de la proteina al nucleo v, la deleccién del motivo de fosforilacion *°KSPSE*?
inhibia el transporte de 2b al citoplasma, confinando la proteina al nucléolo, lo que
indica que en este caso la proteina ha perdido su capacidad de permanecer o de
retornar al citoplasma (Fig. 18), por lo que podemos suponer que para la actividad de
la proteina parece importante el poder traslocarse entre citoplasma y nucleo para

llevar a cabo su funcion, y que este transporte estd mediado por el motivo CcN.

Es dificil separar la actividad supresora de silenciamiento de la localizacidén nuclear de
la proteina utilizando sélo mutantes de deleccidon, ya que el transporte nuclear
mediado por las NLSs no es la Unica propiedad que presenta esta regidn de la proteina,
sino que también puede intervenir en la uniéon a sRNAs. Sin embargo, siguiendo una
aproximacion diferente, clonamos una NES en el extremo amino de la proteina 2b
fusionada a GFP (NES-GFP-2b) y comparamos su actividad supresora de silenciamiento
y su localizacion con GFP-2b. NES-GFP-2b retuvo la actividad supresora de
silenciamiento y su localizacidn subcelular fue citoplasmica con la sucesion de los dias,
resultado del balance entre la entrada de la proteina en el nucleo inducida por las NLSs
y su salida, por la sefal NES. La acumulacion del indicador GFP libre tanto en presencia
de GFP-2b como de NES-GFP-2b fue semejante (Figs. 19 y 20), por lo que podemos
concluir que la proteina NES-GFP-2b, sin acumulacidn nuclear, presenta tanta actividad
supresora de silenciamiento como la proteina GFP-2b. Por otro lado, la propiedad de
poder traslocarse entre el nucleo y el citoplasma en ambas direcciones, controlado por

el CcN, es también importante en la actividad de la proteina viral. Estudios posteriores
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a Lucy y colaboradores (2000), utilizando otros mutantes de NLSs, observaron también
que la localizacién nuclear de 2b es insuficiente para inducir patogenicidad (Wang et
al. 2004; Lewsey et al. 2009), y la presencia nuclear de la proteina podria participar en
alguna otra funciéon. Wang y colaboradores (2004) propusieron que esta funcion era la

interaccion con miRNAs.

En un estudio posterior a los nuestros, Nemes y colaboradores (2014) han realizado
mutaciones a lo largo del gen 2b de la cepa Fny y han confirmado que las NLSs vy el
motivo de fosforilacién de la proteina son indispensables en la actividad supresora de
silenciamiento, corroborando nuestros resultados. Por lo que nosotros desvinculamos
localizacion nuclear y actividad supresora utilizando mutantes en las NLSs y en el
motivo de fosforilacidn y estos autores en su estudio han demostrado que la inhibicién
de la actividad supresora causada por dichas delecciones estd mas relacionada con los
dafios que causan las delecciones en la estructura de la proteina (en la primera a-
hélice que une los RNAs, o a la segunda a-hélice que altera la integridad de la proteina,
respectivamente), que con la deslocalizaciéon nuclear de la proteina (Nemes et al.

2014).

La mitad amino de la proteina 2b ha sido objeto de diversos estudios en los que se han
deleccionado o sustituido distintas regiones de la proteina, y observado su fenotipo en
plantas infectadas con virus que expresan dichas proteinas mutadas. Un ejemplo de
ello es el trabajo con un virus quimera de TAV y la cepa Q de CMV, en que Shiy
Palukaitis (2011) observaron que se podia infectar sistémicamente, aunque con un
fenotipo asintomatico, plantas de N. clevelandii y N. glutinosa con tan sélo los
primeros doce aas de la proteina 2b de TAV. En otro estudio, Ye y colaboradores
(2009) comprobaron mediante recombinantes entre las cepas Q y SD (subgrupos Il y
IB) de CMV, que los primeros ocho aas de la proteina 2b afectaban a la actividad
supresora de la proteina. Estos estudios evidenciaron que esta regién de la proteina
era muy importante para la funcion supresora y para el fenotipo de la infeccién viral.
Nuestros datos mostraron que la deleccidon del dominio terminal amino (2bA5T), que
en planta genera un fenotipo asintomatico (Fny-CMV2bA5T, Lewsey et al. 2009), no
afectaba a la localizacion subcelular de la proteina aunque inhibia su actividad

supresora (Figs. 15, 16 y 18), por lo que esta proteina mutante (GFP-2bA5T) es una
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evidencia mds de que el dominio terminal amino de la proteina y el ARR estan
involucrados en la actividad supresora a través de alguna propiedad diferente a la de

dirigir la proteina al nucleo, como podria ser la de unir RNAs.

La mitad carboxilo de la proteina 2b también ha sido objeto de diversos estudios y
contiene el dominio terminal carboxilo, que es una regién altamente especializada que
no esta presente en todos los cucumovirus, como es el caso de TAV. En CMV este
dominio es necesario para la induccion de sintomas en tabaco (Ding et al. 1994), y
Lewsey y colaboradores (2009) mostraron que la cepa Fny de CMV que portaba una
deleccién del mismo (Fny-CMV2bA3T) infectaba diversas especies con sintomas
semejantes al virus nativo. Shi y Palukaitis (2011) mostraron que los 43 primeros aas
de la proteina 2b de TAV eran suficientes para promover la infeccion sistémica de un
pseudo-recombinante de TAV/CMV, aunque con sintomas muy leves, por lo que estos
autores relacionaron la mitad carboxilo con la virulencia, y propusieron que ésta
estaba posiblemente relacionada con la supresion de silenciamiento de RNA o con la
interaccidon con la catalasa estudiada por Inaba y colaboradores (2011). En CMV, la
fraccion de los aas 70-110 de la mitad carboxilo de la proteina 2b esta parcialmente
desestructurada, aunque la regidn estd bien conservada entre los aas 95-105 (ver
Anexo ). Gellért y colaboradores (2012) simularon en ordenador una dindmica
molecular con la proteina 2b completa de la cepa Rs (subgrupo IA de CMV) y
propusieron que los residuos con carga negativa DDTD*® del dominio terminal
carboxilo unian Mg, el ion mas abundante en el contexto celular, y que esta unién
estabilizaba la estructura 3D del dominio terminal carboxilo y la unién a acidos
nucleicos. Estos autores confirmaron experimentalmente sus resultados de
modelizacidon en un cuadruple mutante de sustitucidn que suavizé los sintomas de la
infeccion en planta y ralentizé el movimiento del virus en N. glutinosa y N. clevalandii
(Gellért et al. 2012), confirmando que el dominio terminal carboxilo se relacionaba con
la induccion de sintomas que observada por Lewsey y colaboradores (2009), vy
propusieron que in vivo la sustitucion del motivo *ppTD*® por alaninas debilitaba la
estabilidad del tetrdmero formado por las proteinas 2b unidas a los siRNAs. Por otro
lado, Inaba y colaboradores (2011) y Masuta y colaboradores (2012) observaron que

tanto en cepas del grupo | como del grupo Il de CMV, los cuarenta aas de la mitad
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carboxilo de la proteina estaban involucrados en la interaccién con la enzima CAT3.
Esta interaccion traslocaba CAT3 al nucleo, donde inhibia su actividad, y esta inhibicién
generaba H,0, que inducia necrosis en Arabidopsis, por lo que concluyeron que esta
region en la mitad carboxilo de la proteina 2b era la responsable de la necrosis. Como
hemos visto, nuestros resultados mostraron que la deleccién de este dominio no
afectaba a la actividad supresora de silenciamiento de la proteina en ensayos de
agroinfiltracion, y que la localizacién nucleolar en el mutante GFP-2bA3T parecia
incluso mas patente que en la proteina GFP-2b (Figs. 15 y 16). Por lo que se puede
concluir, por nuestros resultados y los de otros estudios, que el dominio terminal
carboxilo no participa en la actividad supresora de silenciamiento, aunque si en la
modulacion de los sintomas en planta, y que la modulacién de estos sintomas podria

estar mediada por su interaccion con CAT3.

En el trafico celular del citoplasma al nucleo, las particulas menores a 9 nm difunden
pasivamente a través de los complejos de poro nuclear (nuclear pore complex, NPC)
(Palmeri y Malim 1999), mientras que las NLSs permiten un transporte selectivo de
proteinas de mds de 40-60 kDa y facilitan el de proteinas menores. Las NLSs de las
proteinas que las portan se unen a la importina a en la parte citoplasmica del NPC, y
ésta a la importina B para atravesarlo, desensamblandose el complejo en la cara
nuclear (Gorlich y Mattaj, 1996). Esta maquinaria la utilizan proteinas de patégenos de
plantas para entrar en el nicleo, como Agrobacterium (Ballas y Citovsky 1997; Tzfira et
al. 2002), algunos virus vegetales de DNA (Kunik et al. 1998; Leclerc et al. 1999) y virus
de RNA de polaridad negativa (Goodin et al. 2001). Wang y colaboradores (2004)
mostraron en ensayos de doble hibrido en levaduras (yeast two hibryd, Y2H) que la
proteina 2b de la cepa Fny de CMV interaccionaba con la karioferina a, la importina de
A. thaliana. En estos experimentos de Y2H, cada una de las NLSs de 2b se unid
independientemente a la karioferina a para entrar en el nucleo celular (Wang et al.
2004). Por otro lado, en células de cebolla y utilizando proteina 2b marcada con B-
glucuronidasa, la deleccion de una sola de las dos NLSs no previno su presencia en el
nucleo (Wang et al. 2004). En cambio, nuestros resultados in vivo en N. benthamiana
mostraron que la deleccidon de la NLS1 de la proteina 2b inhibia completamente el

paso de la proteina 2b al nucleo mientras que la deleccion de la NLS2 lo reducia mucho
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(Fig. 18), por lo que en este huésped la NLS1 parece tener mas importancia para entrar

al ndcleo que la NLS2.

En un estudio reciente, Du y colaboradores (2014a) han relacionado las cepas del
subgrupo | de CMV con una mayor presencia nuclear de la proteina 2b respecto a las
cepas del subgrupo Il. Estos autores han establecido una relacion entre la localizacién
nuclear y nucleolar de la proteina 2b y su patogenicidad en las infecciones virales: las
cepas con presencia mas nuclear presentan mayor virulencia, como la cepa Fny
(subgrupo | de CMV); y las cepas con menor presencia nuclear presentan menor
virulencia, como la cepa LS (subgrupo Il). Este mismo grupo también ha establecido
una relacion entre la presencia citopldsmica y la actividad supresora de silenciamiento
en un estudio comparativo entre las cepas Fny y LS. En este estudio observaron que la
proteina 2b de la cepa Fny, con actividad supresora fuerte, es citopldsmica y
nuclear/nucleolar mientras que la proteina de la cepa LS, con actividad supresora
débil, es estrictamente nuclear (no nucleolar y no citopldsmica). Estos autores también
han mostrado que las diferencias en la distribucién y en la localizacién nucleolar de las
proteinas 2b observadas entre los grupos IA y Il de CMV, anteriormente atribuidas a
diferencias en las secuencias de las NLSs, se deben también a diferencias en las
secuencias que las bordean, y que éstas son criticas para el reconocimiento de la NLS1
por factores como la importina. En la cepa Fny estas secuencias que bordean las NLSs
determinan una NolS (aas 13-37), mientras que este mismo fragmento varia en 10
residuos en otras cepas como LS, lo que explica sus diferencias en la localizacién
intranuclear, y confirman que la acumulacién nuclear no es suficiente para que la
proteina se acumule en el nucléolo. Du y colaboradores (2014a) han propuesto que el
reparto de la proteina 2b entre el citoplasma y el nucléolo permite a CMV regular el
balance entre la acumulacién viral y el dafio al huésped, en beneficio del virus. En su
estudio también han mostrado que la acumulacidn forzada de la proteina 2b de la cepa
Fny en el nucleo, por la adicién de una NLS extra (Fny2bNLS), disminuye la actividad
supresora de silenciamiento al tiempo que aumenta la virulencia y acelera el desarrollo
de sintomas en plantas infectadas de A. thaliana. Por lo tanto, nuestro trabajo ha
desvinculado la presencia nuclear de la proteina 2b (NES-GFP-2b) de la actividad

supresora de silenciamiento (Figs. 19 y 20), y Du y colaboradores (2014a) han
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confirmado nuestros resultados y han ampliado el conocimiento de la proteina 2b con
nuevas correlaciones entre localizacion subcelular, actividad supresora de
silenciamiento y patogenicidad. Lo que sugiere que la presencia nuclear de la proteina
2b estaria por tanto relacionada con motivos o con procesos no directamente

requeridos para la actividad supresora.

5.2. Interacciones de la proteina 2b con proteinas: formacion de
homodimeros e interaccion con proteinas AGO y con otras

proteinas

Se han desarrollado distintos métodos para analizar interacciones entre proteinas. La
mayoria de ellos requieren la destruccion de las células para detectar las interacciones,
o la sintesis y purificacidon de proteinas expresadas en bacterias o levaduras, con lo que
no reproducen el contexto ni monitorizan la dinamica y la localizacién in vivo y en
tiempo real de la interaccién (Revisado en Shoemaker y Panchenco, 2007). Estas
informaciones son necesarias a veces para entender la funcidn de las proteinas a nivel
celular y de organismo (Bracha-Drori et al. 2004). Hay diversas técnicas que permiten
estudiar complejos de interaccién de proteinas, como por ejemplo la purificacion de
afinidad y la espectroscopia de masas, los microarrays de proteinas, la cristalografia y
espectroscopia o la microscopia electrénica (Shoemaker y Panchenco, 2007). Nosotros
nos hemos aproximado al estudio de las interacciones entre proteinas con la técnica
de BiFC desarrollada en estudios en células de mamiferos (Hu et al. 2002; Hu y
Kerppola 2003) y adaptada inicialmente a tejidos vegetales para la deteccién de
interacciones transitorias entre proteinas por Bracha-Drori y colaboradores (2004).
Esta técnica es un método muy sensible (Zamyatnin et al. 2006; Morell et al. 2008
Kerppola 2009) basado en la interaccion entre dos mitades de una proteina
fluorescente fusionadas a las proteinas cuya potencial interacciéon se pretende
estudiar. La aproximacién de las mitades del fluoréforo reproduce un complejo y

permite visualizar in vivo dichas interacciones mediante su excitacion con luz de
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longitud de onda adecuada. En combinacién con la microscopia epifluorescente o
confocal permite estudiar la ocurrencia subcelular de dichas interacciones en células y
tejidos vivos no fijados (Hu et al. 2002; Citovsky et al. 2006; Kerppola 2006). Como
limitaciones a esta metodologia encontramos que los dos fragmentos de la proteina
fluorescente deben poder asociarse a pesar de estar ligados al complejo proteico que
estd interaccionando (Hu et al. 2002) y puede no requerir que las proteinas a las que
estan fusionadas las dos mitades del fluoréforo interaccionen directamente entre si,
aunque puede utilizarse en la identificacién de nuevas interacciones proteicas sin
conocimiento previo de la base estructural de la interaccién (Hu et al. 2002). La
sobrexpresién de las mitades amino y carboxilo (solas) de la proteina fluorescente en
algunos vectores de expresion pueden inducir fluorescencia (Zamyatnin et al. 2006),
aungue no es el caso de nuestros vectores de expresion; y la sobreexpresion mediante
promotores fuertes de pares de proteinas para estudios de BiFC puede dar lugar a la
emisién de fluorescencia en ausencia de interaccién real entre proteinas nativas
(Walter et al. 2004). Es por ello que la BiFC constituye una técnica extraordinariamente
util para visualizar la ocurrencia subcelular de una interacciéon, junto con los
experimentos de co-localizacidn, pero por si misma no demuestra la ocurrencia de
dicha interaccién entre proteinas nativas y a niveles fisiolégicos. Para ello se necesita el
apoyo adicional de otros datos, como experimentos de doble hibrido, o su
confirmacién mediante co-inmunoprecipitacion. Otras limitaciones de la BiFC son que
los fluordforos necesitan un tiempo de maduracion, que no se puede detectar cambios
en tiempo real en las interacciones, o que las disociaciones entre proteinas pueden

estar muy dificultadas o impedidas (Guo et al. 2005; Demidov et al. 2006).

Con respecto a la proteina 2b, Chen y colaboradores (2008) habian observado en
estudios cristalograficos que la proteina 2b de TAV formaba homodimeros y
estructuras de mayor orden, como dimeros de dimeros, que podian constituir la
conformacion activa de la proteina. Rashid y colaboradores (2008) confirmaron la
formacién de estas estructuras en TAV por espectroscopia de reflexion de
fluorescencia interna total, aunque no las visualizaron in vivo en un contexto celular.
En este mismo sentido, Hamera y colaboradores (2012) demostraron que la proteina

de fusidon GST-2b de CMV expresada en bacteria, formaba dimeros y tetrameros que
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unian RNAs. Nosotros hemos visualizado in vivo los dimeros de la proteina 2b de CMV
mediante BiFC en tejido fresco, y su ocurrencia subcelular. Nuestras observaciones han
mostrado fluorescencia resultado de interacciones tras la co-expresion transitoria de
los pares sYFPN-2b/sYFPC-2b a partir de T-DNAs agroinfiltrados en hojas de N.
benthamiana, y su localizacién en el citoplasma y en el nucléolo, donde co-localizan
con fibrilarina-mRFP siguiendo un patrén semejante al de GFP-2b (Fig 21). Por tanto, la

proteina 2b de CMV esta presente en la célula formando dimeros solubles.

La estructura basica dimérica de la proteina 2b de CMV puede que forme agrupaciones
mas complejas, como los dimeros de dimeros observados en TAV, pero nosotros no
podemos visualizarlos mediante BiFC. Chen y colaboradores (2008) mostraron en TAV
que la interaccién entre dimeros de 2b tiene lugar mediante un motivo de cremallera
de leucinas, una estructura secundaria que consiste en el intervalo de multiples
leucinas formando una regién hidrofébica en un lado de la primera a-hélice
(L3/1*/L°/M™®). Esta regién acttia como dominio de dimerizacién generando fuerzas de
adhesidon en a-hélices paralelas, y la mutacidon puntual de estos aas en TAV inhibe la
oligomerizacién en tetrameros (Chen et al. 2008). Comparado con TAV, sélo Ly M*®
estdn bien conservados en CMV, y 18 y I** estan sustituidos por M2 y vi%enla cepa Fny
(ver Anexo 1), que también son aas apolares hidréfobos o neutros no polares que
podrian participar en la formacién de dimeros de dimeros del mismo modo que en
TAV, ya que estos aas tienen ciertas caracteristicas similares. Por lo que los dimeros de
2b de CMV, que nosotros visualizamos en BiFC, podrian interaccionar entre si como en
TAV, formando tetrameros. Sin embargo, nosotros proponemos que los dimeros
constituyen la forma bioldgicamente activa del supresor 2b, ya que el hecho de que
nuestra proteina 2b marcada con las mitades de YFP para experimentos de BiFC
muestre una actividad supresora comparable a la de la proteina nativa (Fig. 12) sugiere
gue la tetramerizacion no es requerida para esta funcién, ya que es dificil imaginar que
fusiones en el extremo amino tan grandes como la propia proteina permitan a ésta
tetramerizar sin impedimentos estéricos, o al menos no lo dificulten sin afectar a su
funcién, en particular cuando se reconstituye un fluoréforo de YFP, que es ademds un
proceso dificilmente reversible (Zamyatnin et al. 2006; Kerppola 2009). Aunque la

tetramerizacion puede que no sea necesaria para la actividad funcional, ello no es
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incompatible con que la proteina nativa pueda formar tetrdmeros a partir dimeros en
las infecciones virales, incluso mayoritariamente, por razones de estabilidad o para

prevenir su degradacion por procesos celulares.

Nuestros datos de BiFC mostraron también que todas las proteinas mutantes
analizadas, incluso las que carecian de actividad supresora de silenciamiento (2bA5T,
2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2 y 2bAKSPSE), mantenian la capacidad de formar
dimeros (Figs. 15 y 22) con la misma distribucion subcelular e intensidad de
fluorescencia que la de la misma proteina mutante marcada con GFP (Figs. 16-18 y 22).
Aungue todas nuestras proteinas mutantes formaban dimeros consigo mismas y con la
proteina 2b (datos no mostrados), los mutantes sin actividad supresora analizados no
mostraron capacidad de complementarse funcionalmente en trans entre si
restituyendo la actividad supresora (Fig. 23). Nuestra proteina mutante 2bA5T carece
de parte de la cremallera de leucinas, por lo que aunque formaba dimeros en BiFC,
podria no formar tetrdmeros, y éste seria un punto interesante a clarificar en futuros

experimentos.

Xu y colaboradores (2013) han informado de que en la cepa Rad35 (subgrupo IB) el
aa> de la proteina 2b es crucial en la actividad supresora y la formacion de dimeros de
2b. Esta cepa es la tnica en CMV que contiene P> en lugar de L (ver anexo I), y su
sustitucion puntual por L restablecid su actividad supresora de silenciamiento y la
formacién de dimeros de 2b (Xu et al. 2013), por lo que los autores correlacionaron
estos sucesos. Nosotros tomamos con precaucion esta propuesta, ya que la
restauracion de la actividad biolégica del mutante no tiene por qué derivarse de su
capacidad de dimerizar. En cualquier caso la L>> debe ser importante ya que en el resto
de cepas de CMV esta conservada, y puede tener importancia funcional, esté
relacionada o no con la formacién de dimeros. Por otro lado, Dong y colaboradores
(2015) han publicado recientemente el efecto de los aas L y M en la presencia de
tetrameros de la proteina 2b de la cepa Fny en extractos de planta, en la unién in vitro
a RNAs, y en la actividad supresora de silenciamiento. Estos aas corresponden a la
seccion de la cremallera de leucinas conservada en CMV, y la sustitucion de estos
residuos inhibid la formacion de tetrameros (Dong et al. 2015), de acuerdo con los

resultados de Chen y colaboradores (2008) en TAV. Dong y colaboradores (2015)

158



informaron de que L y M*8 eran necesarios en la unién a siRNAs Y que su sustitucién
la comprometia, y con ello inhibia la actividad supresora de la proteina. Relacionado
también con la cremallera de leucinas descrita en TAV, Maneechoat y colaboradores
(2015) observaron que en la cepa asintomdtica M1 (subgrupo IA), la sustitucidon
puntual de T*® por M en la proteina 2b generaba sintomas severos que los autores
relacionaron con la afinidad de unidén a siRNAs. Sus resultados, junto con los de Cheny
colaboradores (2008) y Dong y colaboradores (2015) indican que los residuos que
forman la cremallera de leucinas tienen importancia funcional tanto en la proteina 2b

de TAV como de CMV.

En el curso de una infeccidn viral, la interaccién de algunas proteinas virales con
proteinas del huésped es necesaria. En el caso de la proteina 2b, diversos autores han
determinado que interacciona con componentes proteicos de la planta, incluyendo
algunos de las rutas de silenciamiento que intervienen en la defensa antiviral (Zhang et
al. 2006b; Goto et al. 2007; Hamera et al. 2012). Guo y Ding (2002) sugirieron que la
proteina 2b de CMV era un inhibidor de RdADM, como han confirmado otros estudios
posteriores (Zhang et al. 2006; Hamera et al. 2012) y Zhang y colaboradores (2006a)
propusieron que su re-direccionamiento de la expresion génica del huésped podria
crear unas condiciones favorables para la proliferacion de CMV. Nuestros resultados
mostraron que este supresor interacciona in vivo con las proteinas AGO1 y AGO4 en
BiFC, aunque la fluorescencia derivada de esta interaccion es mucho mas débil que la
derivada de la formacién de dimeros de proteina 2b (Fig. 24). Esto podria deberse a
gue la acumulacion de las proteinas AGO expresadas transitoriamente en el tejido
infiltrado es mucho menor que la de la proteina 2b. La distribucién subcelular de la
fluorescencia derivada del complejo de BiFC 2b/AGO1 fue citoplasmica y nuclear,
coincidiendo con la distribucién subcelular de AGO1 (Vaucheret 2007; Brodersen et al.
2012), mientras la del complejo 2b/AGO4 se localizd principalmente en el nucleo,
aungue ausente del nucléolo. AGO4 es una proteina nuclear que, fusionada a GFP, se
encuentra en todo el nucleoplasma (Xie et al. 2004), y fusionada al polipéptido Myc, se
distribuye en el nucleo alli donde hay eucromatina, aunque también se acumula en
cuerpos nucleolares adyacentes o inmersos en el nucléolo como los CBs (Li et al. 2006).

Nosotros no hemos observado fluorescencia en corpusculos nucleares derivada de la
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interaccion 2b/AGO4, quizd porque la débil intensidad de la sefal fluorescente y su
labilidad nos impidié trabajar a la resolucién necesaria, pero en un estudio posterior
Duan y colaboradores (2012) si visualizaron co-localizacién de las proteinas en
microscopia confocal usando proteinas marcadas con distintos fluoréforos en el
nucléolo. A diferencia de estos autores, nuestros datos son de BiFC y visualizan las
estructuras en que ambas proteinas interaccionan. Otra explicacién de la ausencia de
AGO4 de los corpusculos nucleares puede ser la interferencia de RNA aguas arriba del
efector AGO4, ya que Li y colaboradores (2006) observaron que en plantas deficitarias
en algun componente del mecanismo de interferencia de RNA aguas arriba del efector
AGO4, se producia una deslocalizacién de esta proteina de los corpusculos nucleares
debido a que en ausencia de siRNAs de 24 nts AGO4 se volvia inestable y se
deslocalizaba de los CBs. Por lo que nuestros datos sugieren que la interaccién con 2b
también provoca la deslocalizacién de AGO4 de estos corpusculos nucleares en los que
normalmente se encuentra, que puede deberse a que la proteina 2b une RNAs aguas
arriba de la accion de AGOA4. Alternativamente, la estabilidad de la interaccion por BiFC
podria impedir dindmicas de desplazamiento del dimero al nucléolo u otras

subestructuras nucleares, donde no se visualizaria.

Las proteinas AGO son efectores de los complejos RISCs, especializadas en diversas
funciones segun los tipos de sSRNAs que cargan preferentemente cada una de ellas (Mi
et al. 2008). AGO1 actda en PTGS (Bohmert et al. 1998; Fagard et al. 2000) y une
siRNAs de 21 nts derivados de DCL4 como los siRNAs virales (Mi et al. 2008), mientras
que AGO4 participa en TGS (Zilberman et al.2003; Qi et al. 2006; Mahfouz 2010) y une
siRNAs de 24 nts derivados de DCL3, preferentemente con adenosina en el extremo 5’
(Mi et al. 2008). Estos ultimos siRNAs participan en procesos de metilacién del DNA
gue regulan la heterocromatinizacién y la transcripcion y Guo y Ding (2002)
demostraron que la proteina 2b de la cepa Q de CMV inhibia la metilacion de DNA.
AGO4 también promueve la metilacién y la modificacién de la cromatina (Chan et al.
2004; Jones et al. 2006) y es uno de los componentes de dispersion del silenciamiento
sistémico (Jones et al. 2006; Brosnan et al. 2007), por lo que Ye y colaboradores (2009)
especularon que AGO4 podia ser un punto convergente y de comunicacion entre las

rutas de silenciamiento de TGS y el silenciamiento sistémico. En este sentido,
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Kanazawa y colaboradores (2011) demostraron que la proteina 2b de CMV podia
transportar RNAs pequefios de 24 nts (y de otros tamaios) al nucleo celular, donde
dirigian la metilacion de DNAs de los genes enddgenos correspondientes causando su
silenciamiento heredable. Zhang y colaboradores (2006b) mostraron la interaccién de
AGO1 con la proteina 2b y Diaz-Penddn y colaboradores (2007) relacionaron AGO1 con
la defensa antiviral contra CMV, ya que plantas deficientes en agol eran
hipersusceptibles a este virus. Algunos supresores de silenciamiento viral bloquean la
actividad de AGO1 mimetizando el motivo glicina triptéfano (GW) de proteinas que
participan en el ensamblaje de RISC, como la proteina P38 de TCV (Jin y Zhu 2010;
Schott et al. 2012); o la proteina PO de poliovirus, que al interaccionar con AGO
provoca su degradacion (Baumberger et al. 2007; Bortolamiol et al. 2007; Csorba et al.
2009), pero la interaccidén con la proteina 2b es diferente, ya que ésta no presenta
ningin motivo GW. Por lo tanto, aunque los mecanismos de accidén pueden variar
entre las distintas proteinas supresoras, la inactivacién de AGOs en la ruta de
silenciamiento puede ser una actividad comun en los supresores de silenciamiento

virales en la interferencia de la actividad de RISC.

Zhang y colaboradores (2006b) demostraron la interaccion de la proteina 2b de la cepa
Fny de CMV con AGOl1 en ensayos in vitro usando proteinas expresadas
transitoriamente, y en ensayos de co-inmunoprecipitacidon, pero antes de nuestro
estudio no se habia visualizado in vivo esta interaccion. La proteina 2b podria interferir
la actividad de RISC bien bloqueando el paso en que el siRNA se carga en AGO, o bien
inhibir la actividad de AGO1 en los complejos RISC activados. Estos autores observaron,
en ensayos de reconstitucion in vitro de RISC, que 2b bloqueaba la actividad de AGO1
por interaccion directa y especifica con la misma inhibiendo su actividad degradadora
de RNAs diana y por tanto bloqueando RISC (Zhang et al. 2006b). Seria interesante
llevar a cabo un estudio cristalografico de la estructura que mostrara si la interaccién
2b/AGO provoca un cambio conformacional en AGO o simplemente bloquea el sitio de
interaccion. Por lo pronto nosotros hemos visualizado por BiFC la interaccién in vivo
2b/AGO1, y la interaccidn con 2b/AGO4, que no se habia estudiado anteriormente (Fig.

24). Posteriormente, como ya mencionamos, Duan y colaboradores (2012) han
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observado mediante experimentos de co-localizacién que la interaccién de la proteina

2b con AGO1 o con AGO4 altera la distribucidén nuclear de las tres proteinas.

Anteriormente se habia observado que las plantas infectadas con la proteina 2b de la
cepa Fny de CMV mostraban sintomas que se correspondian con los sintomas de
plantas deficientes en AGO1 y con una acumulacion aberrante de miRNAs, que Zhangy
colaboradores (2006b) atribuyeron a la inhibicién de AGO1. Sin embargo, la planta
tiene otras proteinas AGO y Harvey y colaboradores (2011) observaron que cuando
AGO1 es superada, AGO2 muestra un papel antiviral. Usando plantas de Arabidopsis
con mutaciones en las dcls, Diaz-Penddn y colaboradores (2007) encontraron que los
siRNAs de 24 nts generados por DCL3 no reprimian la dispersion sistémica de CMVA2b,
carente del supresor 2b, mientras que los siRNAs de 21 y 22 nts si lo hacian. Esta
publicacidn en principio hacia pensar que AGO4 no jugaba un papel en las respuestas
antivirales mediadas por silenciamiento. Pero en un estudio posterior, Ye y
colaboradores (2009) publicaron que la proteina 2b de la cepa SD (subgrupo IB) inhibia
la transcripcion de AGO4 en N. benthamiana, mientras que el supresor de la cepa Q
(subgrupo Il) no lo hacia. Este efecto es consistente con el papel de la proteina 2b en la
inhibicion de la sefal de silenciamiento sistémico y de RdDM, y los autores lo
relacionaron con la tercera a-hélice de 2b, ausente en la cepa Q (Ye et al. 2009). Otros
estudios posteriores han confirmado que la proteina 2b, ademas de afectar a la
acumulacién de AGO4, también une preferentemente RNAs de 24 nts producto de
DCL3, sustrato de AGO4 e inductores de RADM (Chinnusamy y Zhu 2009; Hamera et al.
2012). Por otro lado, se ha relacionado a AGO4, y no a AGO1, con la inhibicién de la
traduccién en casos de resistencia de plantas mediada por genes de resistencia (R),
que afecta a virus que no portan genes de avirulencia. Este es el caso del gen N de N.
glutinosa, que confiere resistencia a TMV, y cuya activacidon causa también la inhibicion
de la traduccién de los RNAs de PVX, que no tiene lugar si AGO4 es silenciado por
silenciamiento génico inducido por virus (viral-induced gene silencing, VIGS;
Bhattacharjee et al. 2009). De este modo, varias evidencias han asociado a AGO4 con
las respuestas antivirales, en el silenciamiento génico y en las rutas de resistencia

mediadas por genes R.
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Respecto a las proteinas 2b mutantes utilizadas, nuestros resultados mostraron que
todas interaccionaban con AGO1 y AGO4, y que sus ocurrencias subcelulares eran las
mismas que en las interacciones de la proteina 2b nativa con AGO1 (citoplasmica y
nuclear) o con AGO4 (nuclear) (Fig. 25). Esto ocurrié incluso con aquellos mutantes que
por si mismos no se acumulaban en el nucleo celular (Figs. 17, 18). Por lo que podemos
pensar que la interaccion podria traslocar a la proteina 2b al nidcleo en un proceso
independiente de las NLSs del supresor viral, o que la retiene en el nucleo una vez que
ésta ha entrado en el mismo por medios independientes de las NLSs. Si la interaccion
de 2b con AGO4 suprime la actividad de ésta por interaccion directa, como acurre con
AGO1 (Zhang et al. 2006b) y como apuntan nuestras observaciones (Fig. 24 y 25), la
proteina 2b podria inhibir de este modo el silenciamiento sistémico, ya que AGO4 es
un componente necesario para la dispersién del silenciamiento (Jones et al. 2006;

Brosnan et al. 2007).

Nuestros resultados mostraron que las proteinas 2b mutantes que carecen de
actividad supresora también interaccionaban con AGO (Figs. 15 y 25), como han
confirmado Duan y colaboradores (2012). Estos autores confirmaron que las
sustituciones de las NLSs de 2b (en la cepa SD, subgrupo IB de CMV) no afectaban a la
interaccion con AGO, y en un ensayo in vitro de reconstitucién de RISC, las proteinas
2b mutantes sin actividad supresora se unieron a AGO e inhibieron la actividad
degradadora de AGO1, y demostraron que para bloquear la actividad de RISC era
necesario que la NoLS de 2b fuera funcional. Hamera y colaboradores (2012) acotaron
el lugar de interaccidn de las proteinas AGO con la proteina 2b de la cepa SD (subgrupo
IB) de CMV a los dominios PAZ y PIWI de AGO, que reconocen el extremo 3’ del siRNA
y cortan las cadenas diana de RNA de hebra sencilla, respectivamente. Y Duan vy
colaboradores (2012) han determinado que el dominio de la proteina 2b que
interacciona in vivo e in vitro con AGO1 y AGO4, estd comprendido entre los aas 38-94.
Este dominio contiene una regidon poco conservada y otra altamente variable entre
distintas cepas de CMV, junto con el dominio tres de la proteina (Ye et al. 2009). Si
extrapolamos los resultados de Duan y colaboradores (2012) a la cepa Fny, nuestros
resultados pueden indicar que,dentro de la regién de proteina 2b delimitada (aas 38-

94), la deleccién del motivo de fosforilacion (**KSPSE*?) no afecta a la interaccién con
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AGO (Fig. 25), con lo que la regién de interaccién excluiria dicho motivo quedando
restringida a los aas 44-94. Nosotros también hemos visualizado la interaccién
2bAGSEL/AGO, con lo que la deleccién de este fragmento (**GSEL®®) tampoco afecta a
la interaccidn, lo que puede sugerir que o bien la regidn de interaccion tiene una
extensidn reducida, o bien la zona de interaccién es una regidon amplia de la proteina
2b en la que participan aas clave conservados en la secuencia. Por lo tanto, nuestros
resultados de BiFC han sido confirmados por Hamera y colaboradores (2012) y por
Duan y colaboradores (2012) en experimentos de pull-down in vitro y de co-
inmunoprecipitacién in vivo, y son consistentes con el modelo de Zhang vy
colaboradores (2006b) de supresion in vitro de la actividad degradadora de AGO1. Sin
embargo, nuestros resultados con mutantes sin actividad supresora de silenciamiento
indican que, como posteriormente han mostrado Duan y colaboradores (2012), la
interaccidon con proteinas AGO no es suficiente para dotar a la proteina 2b de su

actividad supresora de silenciamiento.

Como ya hemos tratado, la proteina 2b de la cepa Fny de CMV se localizé en el
nucléolo de células vegetales, donde interaccionaba con proteinas AGOs afectando a
su distribucidon subcelular (Duan et al. 2012), por lo que estudiamos si en esta
localizacion la proteina interacciona potencialmente con las proteinas coilina,
fibrilarina y nucleolina de estos organulos. Nuestras observaciones en BiFC mostraron
una interaccién potencial con las tres, no fundamentada aun con otros experimentos
como co-inmunoprecipitacion o Y2H, y son una primera aproximacion a la interaccion

de un supresor de silenciamiento viral con estas proteinas nucleares.

La relacion entre la coilina y las proteinas virales ha comenzado a estudiarse hace
poco, y se ha observado que la infeccidn con los virus animales del herpes simple tipo
1 (Herpes simplex virus type 1, HSV-1) y adenovirus, redistribuia la coilina de los CBs a
otras subestructuras nucleares (Morency et al. 2007; James et al. 2010). Por otro lado,
Semashko y colaboradores (2012b) han observado que la proteina de movimiento viral
63K del virus semilatente de la Poa (Poa semilatent virus, PSLV) interacciona in vivo e in
vitro con la coilina y que esta interaccién tiene lugar en un dominio con carga positiva
de la proteina viral que une RNA in vitro, por lo que los autores especularon que la

interaccion podria afectar procesos bioldgicos importantes del nucleo celular. Nuestras
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observaciones en BiFC mostraron una interaccién potencial 2b/coilina en los nucléolos
y probablemente en los CBs, donde se encuentra la coilina. El dominio de la coilina de
union a acidos nucleicos y de interaccidn con otras proteinas podria ser también el de

interaccidn con la proteina 2b.

La fibrilarina se ha encontrado interaccionando con elementos virales: Kim vy
colaboradores (2007) encontraron que interaccionaba con la proteina ORF3 de un
umbravirus formando RNPs, esenciales para la diseminacién del virus (Kim et al. 2007);
y Semashko y colaboradores (2012a) observaron la interacciéon in vivo e in vitro de la
fibrilarina 2 de A. thaliana (AtFib2) con la proteina 63K de PSLV, entre el dominio GAR
de la fibrilarina y el dominio terminal amino de 63K, con cargas negativas (Kalinina et
al. 2001; Semashko et al. 2012a y 2012b). La interaccién de proteinas virales con la
fibrilarina observada en Hordeivirus, Coronavirus, Potyvirus, Umbravirus, y ahora
potencialmente en Cucumovirus podria constituir un mecanismo general operante en
virus de diferente origen taxondmico aunque su papel en las infecciones virales es aun
desconocido. Yoo y colaboradores (2003) observaron que algunas proteinas virales,
como la proteina N del coronavirus IBV, y la nucleocadpsida de un arterivirus animal
interaccionaban directamente con la fibrilarina y la nucleolina, y Chen y colaboradores
(2002) consideraron que esta interaccion podia darse con el dominio de unidon a RNAs
de la fibrilarina. Ateniéndonos a los estudios de Semasko y colaboradores (2012a) con
la proteina 63K de PSLV, cabe pensar que la interaccidon 2b/fibrilarina también se dé
entre el dominio GAR de la fibrilarina y las cargas negativas de la mitad carboxilo de la
proteina 2b (aas 76-110). De nuestras proteinas 2b mutantes, la Unica que presenta
afectada esta region es 2bA3T, y no disponiamos de dicho mutante en el momento de

llevar a cabo estos ensayos.

Por altimo hemos visualizado también una interaccion potencial 2b/nucleolina en el
nucléolo, y muy probablemente formando parte de los CBs y corpusculos asociados. Se
ha observado que algunos virus animales como poliovirus y adenovirus redistribuyen la
nucleolina hacia el citoplasma (Waggoner y Sarnow 1998; Matthews 2001), aunque
nosotros no hemos observado este suceso en planta. Nuestras mutaciones en la
proteina 2b no inhibieron la interaccién, ni afectaron a su localizacién subcelular (Fig.

34), por lo que puede que la interaccidn se dé entre el domino GAR de la nucleolina 'y
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las cargas negativas de la proteina 2b, y en un futuro podria tener interés comprobar si
un mutante con una deleccion de las cargas negativas de la mitad carboxilo de la
proteina, como ejemplo 2bA76-110, interacciona con la nucleolina y fibrilarina,
especialmente si esta deleccidn no afectara a la unién a RNAs y la actividad supresora
de silenciamiento, como cabria pensar. Puede que CMV, como los adenovirus, al
bloquear la actividad de la nucleolina evite que ésta reprima la transcripcién del virus o
que libere productos necesarios para la transcripcion del mismo. O puede que, como
Chen y colaboradores (2002) observaron en coronavirus, mantengan las células
infectadas en interfase favoreciendo la transcripcidn y traduccion de proteinas virales y
el ensamblaje viral, y con ello la propagacion viral. De este modo podria CMV causar el
atrofiamiento que Lewsey y colaboradores (2009) observaron en las plantas
infectadas. Por otro lado, se ha propuesto que la coilina, en asociacién con la
fibrilarina, tiene una funcién de transporte entre citoplasma y nucléolo (Bellini y Gall
1999; Boudonk et al. 1999), y nuestros resultados no son incompatibles con que este
fuera el caso con la proteina 2b. En este caso la proteina 2b las utilizaria como
lanzadera para entrar al nucléolo independientemente de las NLSs de la proteina 2b, lo

que explicaria la localizacién de estos complejos en BiFC (Figs. 31-33).

Podemos concluir que nuestros resultados sugieren interacciones potenciales de la
proteina 2b de CMV con las proteinas nucleares coilina, fibrilarina y nucleolina. No
podemos aun confirmar estas interacciones, y en caso positivo interpretar si participan
en un sistema de transporte nuclear o si estdn mas relacionadas con la creacion de un

entorno favorable para el virus.

5.3. Interacciones in vitro de la proteina 2b con RNAs

Aunque la presencia nuclear de la proteina no es necesaria para su actividad supresora
del silenciamiento, como ya hemos discutido, es dificil separar ambas propiedades ya
gue el dominio terminal amino, las NLSs y la regidon que las bordea, y el motivo de

fosforilacidn, participan en otra funcién distinta de la sefalizacidén subcelular: la unién
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a RNAs. Estudios recientes entre los que se incluye este trabajo, han demostrado el
papel de la proteina 2b de cucumovirus en la unién a siRNAs y propuesto que
participan en la interferencia con el silenciamiento de RNA antiviral (Goto et al. 2007;
Hamera et al. 2012). Cabe destacar que nosotros hemos expresado y purificado la
proteina 2b completa en bacteria para los ensayos de union in vitro a RNAs, ya que
diferentes laboratorios han encontrado dificultades en su expresién y purificacion,
relacionadas con su extremo terminal carboxilo (Mayers et al. 2000, Goto et al. 2007 y
Dong et al. 2015), y han llevado a cabo sus estudios con proteina 2b incompleta. Sin
embargo tanto nosotros con la proteina 6xHis-2b-HA, como Ding y colaboradores
(1994) y Hamera y colaboradores (2012) no encontramos estos problemas, quizas
porque la fusién de ciertos elementos, especialmente en el extremo terminal carboxilo
de la proteina, podria eliminar la toxicidad en E. coli encontrada por algunos grupos. En
nuestro estudio, la unién in vitro a RNAs de proteina 2b nativa o mutada resulté un
método que permitid establecer, sobre la base de los ensayos paralelos de actividad
funcional en planta, una relacidn entre la actividad supresora del silenciamiento de la

proteina 2b y su capacidad de unién a ds siRNAs.

Los primeros estudios que relacionaron la presencia nuclear de la proteina con la
actividad supresora de silenciamiento sugirieron un papel de la proteina como
competidor del transporte nuclear o en la regulacién transcripcional (Lucy et al. 2000),
o en la interferencia de la metilacion de DNA nuclear (Guo y Ding 2002).
Posteriormente, Wang y colaboradores (2004) propusieron que las NLSs de la proteina
2b podian tener otra funcién mas alla de ser una sefial de localizacién para transportar
la proteina al nucleo, como la unién a miRNAs. Los dominios ARR con cargas positivas,
como el que encontramos en la mitad amino de nuestra proteina de estudio, se han
identificado en otras proteinas supresoras, en las que participan en la unién a RNAs
(Bucher et al. 2004; Chapman et al. 2004; Chellappman et al. 2005; Lu et al. 2005;
Méray et al. 2005) en lo que podria ser un mecanismo general de supresién de
silenciamiento (Méray et al. 2005; Lakatos et al. 2006). Guo y Ding (2002) demostraron
gue la proteina 2b de la cepa Q de CMV (subgrupo 1) inhibia la actividad de la sefial de
silenciamiento e interferia con la metilacion del DNA en el nucleo, y sugirieron que

esta sefial de silenciamiento podrian ser los siRNAs. Posteriormente, Zhang y

167



colaboradores (2006b) en CMV, y Mérai y colaboradores (2006) en TAV, no obtuvieron
resultados positivos de la unién de 2b a siRNAs partiendo de proteinas 2b expresadas
en E. coli y de tejido de planta, respectivamente. Goto y colaboradores (2007)
consideraron que estos intentos fallidos se debieron a que la proteina 2b aislada en
estos estudios no era funcional, y demostraron que las proteinas de las cepas CM95 y
CMO95R (subgrupo | de CMV) unian in vitro siRNAs y dsRNAs (algo mayores a los siRNAs)
generados por una Dicer humana, aunque con distinta afinidad en ambas cepas. Este
Gltimo hecho lo relacionaron con el aa®, gue varia entre ambas cepas. En su estudio,
las proteinas 2b unieron preferentemente siRNAs frente a miRNAs, y la deleccion de
las NLSs inhibié esta unién. Tanto las NLSs como el aa*® estan contenidos en la ARR, vy
la deleccidn o variacidén de estos aas afectd a la actividad supresora de silenciamiento,
por lo que relacionaron ambos sucesos (Goto et al. 2007). Anteriormente, Wang y
Metzlaff (2005) habian sugerido que los siRNAs, unidos con baja afinidad a los
supresores de cepas con fenotipo asintomatico, podrian liberarse de los supresores y
jugar un papel importante en la proteccién cruzada, por lo que Goto y colaboradores
(2007) relacionaron la unién a RNAs con la proteccion cruzada que confiere la cepa
CM95, que une siRNAs con baja afinidad, frente a CM95R, que los une con alta
afinidad, y sugirieron que los siRNAs unidos a la proteina 2b serian transportados al
nucleo fuera del citoplasma, donde el complejo (2b/siRNA) forma inclusiones. A dia de
hoy no esta aclarada del todo la funcién de la proteina 2b en el nucleo, donde se ha
relacionado con la alteracidon de la expresion génica (Kanazawa et al. 2011; Du et al.

2014b).

Posteriormente, en un estudio estructural de la proteina 2b de TAV, Chen vy
colaboradores (2008) confirmaron que la unién a siRNA se daba mediante dos a-
hélices separadas por un codo. En esta estructura, los dominios de las NLSs estaban
implicados en la unién a siRNAs en la primera hélice y el motivo de fosforilacién en la
segunda hélice (Chen et al. 2008; Rashid et al. 2008). Por ello en nuestros estudios
cabia esperar que las delecciones en estos motivos afectasen a la unién a siRNAs de la
proteina 2b de CMV. Nuestros resultados iniciales con la proteina 2b y una seleccién
de seis proteinas mutantes (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A,

2bS42A) y ds siRNA sintético basado en el miRNA171 de A. thaliana, mostraron que las
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delecciones de una o ambas NLSs no sélo impidieron la supresién de silenciamiento y
la localizacién nuclear de la proteina 2b (Figs. 15 y 18), sino que también inhibieron la
unién a un ds siRNA (Fig. 26). Esto es similar a lo habian observado en CMV Goto y
colaboradores (2007) y en TAV Rashid y colaboradores (2008). Asimismo, la deleccién
del motivo de fosforilacidon en la segunda a-hélice, que eliminé la actividad supresora
de silenciamiento y confiné la proteina en el nucléolo (Figs. 15 y 18) también inhibi6 la
unién al ds siRNA (Fig. 26). Por lo tanto, nuestros resultados, los datos estructurales de
la proteina 2b de TAV, y la unién a ds siRNA de las proteinas 2b de TAV y de CMV (Goto
et al. 2007; Chen et al. 2008; Rashid et al. 2008) sugirieron que la unién a ds siRNA
podria estar involucrada en la actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b,
mientras que en nuestros mutantes, la alteracién de la distribucidon subcelular de la
proteina seria un efecto diferente, pero no la causa de la pérdida de su actividad

supresora.

A la vista de los resultados de esta primera aproximacion a la unién in vitro a un ds
siRNA con proteina nativa y una primera seleccion de mutantes, disefiamos un estudio
mas detallado de la unién in vitro a sRNAs, utilizando tanto la proteina nativa como las
nueve proteinas mutantes de las que llegamos a disponer (2bA5T, 2bANLS1, 2bANLS2,
2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T) y tres sRNAs sintéticos
basados en la secuencia del miRNA171 de A. thaliana: ds siRNA, miRNA y ss siRNA (ver
Fig. 11 en Material y Métodos) y un RNA viral largo, el RNA gendmico de 6,4 kb de
TMV. En este estudio comprobamos si la proteina 2b de CMV purificada de bacteria
unia in vitro estos cuatro tipos de RNAs, y comparamos las capacidades de la proteina
2b y de los nueve mutantes de unir in vitro los mismos, determinando sus cinéticas y

sus afinidades de union.

Los analisis con proteina 2b nativa mostraron que unia tanto ds siRNAs como miRNAs y
ss siRNAs con alta afinidad, los dos primeros a relaciones molares proteina:RNA
semejantes, por lo que la proteina podria potencialmente alterar los diferentes
procesos biolégicos en que participan estos sRNAs. Por ello, nuestros resultados estan
de acuerdo con los resultados de Hamera y colaboradores (2012), que también
observaron la union de la proteina 2b a miRNAs, y creemos que la baja afinidad por

éstos que Goto y colaboradores (2007) mostraron en la cepa CM95R podria deberse
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bien a que las propiedades de la proteina de esta cepa fueran algo diferentes a las de
la cepa Fny, o bien a diferencias en las condiciones experimentales. Nuestros
resultados mostraron que en nuestras condiciones se puede encontrar hasta el 60%
del ds siRNA unido a la proteina 2b nativa a una relacién molar proteina:RNA de 2:1
(Fig. 29, grafica superior), por lo que estos resultados concuerdan bien con el modelo
estructural de cristalografia de la proteina 2b de TAV unida a siRNA (Chen et al. 2008),
y con los datos de union de RNAs a proteina 2b de TAV inmovilizada en Chip y de
espectroscopia de reflexion interna total (Rashid et al. 2008). Por tanto, diversos
estudios entre los que incluimos los nuestros, han establecido un modelo de unidn in
vitro e in vivo de la proteina 2b de cucumovirus a diferentes sRNAs (Goto et al. 2007;

Rashid et al. 2008; Kanazawa et al. 2011; Duan et al. 2012; Hamera et al. 2012).

Nuestros resultados mostraron que la proteina 2b tiene mayor afinidad por el ds siRNA
que por el miRNA o el ss siRNA (Fig. 27 y Tabla 3). Al unir con mayor afinidad ds siRNA
frente a otros sRNAs, se podria hipotetizar que la proteina 2b afecta en mayor medida
a los procesos en los que estos siRNAs intervienen, como el silenciamiento antiviral,
frente a otros procesos mediados por los otros dos sRNAs, como la ruta de metilacién
en RdDM, en que participa AGO4. Hamera y colaboradores (2012) demostraron la
union de 2b a ss siRNAs de complejos RISC-AGO4 activados, y nuestros resultados in
vitro muestran que la proteina 2b puede unir in vitro ss siRNAs sintéticos con alta
afinidad (Fig. 29 y tabla 3), por lo que este estudio y nuestros resultados se

complementan.

Nuestros resultados también mostraron que la unién de la proteina 2b a los sSRNAs era
cooperativa (Tabla 3), lo que indicaba que la proteina no actuaba en forma de
mondmero sino en estructuras mas complejas como los dimeros, que habiamos
visualizado en BiFC (Fig. 21), e incluso en estructuras mas complejas. Esto sugiere que,
como Chen y colaboradores (2008) propusieron para la proteina 2b de TAV, para la
union a sRNAs es necesaria una concentraciéon minima de supresor que permita la
formacién de dimeros, y probablemente de estructuras mas complejas. Rashid vy
colaboradores (2008) propusieron que la unién de la proteina 2b de TAV al sRNA
promovia la formacién de tetrameros; nosotros no podemos descartar que esto no

ocurra también en CMV, pero como hemos discutido anteriormente, posiblemente el
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estado dimérico sea suficiente para conferir la actividad supresora. Por otro lado,
nuestros resultados sugirieron que la interaccion con las proteinas AGO y la unién a
sRNAs eran sucesos independientes, ya que todas nuestras proteinas mutantes podian
interaccionar con AGOl1l y AGO4 (Fig. 25) aunque estas interacciones no se
correlacionaron con la unién a sRNAs ni con sus actividades supresoras del
silenciamiento (Tabla 5). De hecho, Duan y colaboradores (2012) han determinado que
los lugares de interaccién de la proteina 2b con AGO y con los acidos nucleicos son
independientes. Estos autores demostraron que en plantas transgénicas que expresan
la proteina 2b de la cepa SD (subgrupo IB de CMV) hay una menor metilacion de DNA,
por lo que la proteina inhibe el RADM, y para ello requiere del dominio de unién a RNA
de la proteina 2b pero no su interaccion fisica con AGO4. Sus resultados estan de
acuerdo con los estudios y el modelo presentado por Hamera y colaboradores (2012),

en los que la proteina 2b interacciona con los siRNAs de 24 nts que une AGO4.

Por lo tanto, la proteina 2b de cucumovirus podria bloquear tanto los siRNAs que
inician la ruta de silenciamiento como las proteinas AGO, y esta actividad dual podria
conferir una ventaja al virus en lo que cominmente se ha denominado la “carrera
armamentistica” con el huésped. Histdricamente se han propuesto varios modelos de
posible actuacidn de la proteina 2b en las rutas de silenciamiento. Uno de ellos es el
propuesto por Chen y colaboradores (2008) para la proteina 2b de TAV que refleja
estas dos caracteristicas de actuacion: por un lado previene la incorporacién del ds
siRNA en AGO secuestrando estos sRNAs, y por otro interacciona directamente con
AGO inhibiendo su actividad (Fig. 35A). Otro modelo es el propuesto por Hamera y
colaboradores (2012), en que la proteina 2b secuestra preferentemente los siRNAs de
24 nts que incorpora AGO4, y por otro lado perturba la maquinaria de RdADM de la
planta formando un complejo AGO4/siRNA/2b que limita el acceso de AGO4 a la diana
de DNA. En este modelo AGO4 tiene acceso a los siRNAs, y la proteina 2b interacciona
con estos siRNAs y con AGO4 formando un complejo (Fig. 35B), siguiendo un modelo
parecido al de la interaccién 2b/AGO1 que propuesto por Zhang y colaboradores
(2006b), en el que la proteina 2b no interfiere el acceso de AGO1 a los miRNAs y
siRNAs antivirales de 21 nts (Fig. 35C).
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Fig. 35: Modelos de actuacidn propuestos para la proteina 2b de Cucumovirus. A, Modelo de Chen y
colaboradores (2008). Se muestra un diagrama de silenciamiento y la accién de la proteina 2b de TAV. 1,
El dimero formado por dos proteinas 2b une el siRNA, previniendo la incorporacién y activacién de RISC.
2, La proteina 2b interacciona directamente con AGO. 3, Ademas, la proteina 2b de TAV podria unir
dsRNAs largos, inhibiendo la formacion de mas siRNAs. Reproducido de Chen y colaboradores (2008). B,
Modelo de Hamera y colaboradores (2012): interferencia en dos pasos de la proteina 2b de CMV con la
ruta de metilacion de DNA dependiente de RNA (RdDM). 1, la proteina 2b de CMV tiene alta afinidad de
unidén a los siRNAs de 24 nts que une AGOA4. Esta afinidad permite la formacion de complejos tripartitos
AGO4/siRNA/2b, reduciendo el acceso de AGO4 a los loci diana de DNA, causando hipometilacién. 2, la
proteina 2b de CMV, mediante la interaccion especifica 2b/AGO4, acompafia al complejo AGO4/PollV,
reduciendo su acceso al loci diana. Reproducido de Hamera et al. 2012. C, Modelo propuesto por Zhang
y colaboradores (2006): interaccién directa de la proteina 2b de CMV con AGO1 en los dominios PAZ (de
interaccién con siRNA) y PIWI. Se muestra los dominios PIWI, PAZ, Mid, Linker 1 (L1), terminal amino (N)
y poly-Q. Reproducido de Zhang et al. 2006.
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Como hemos visto, diversos grupos ademas del nuestro han estudiado la unién del
supresor 2b de cucumovirus a sRNAs. En estos trabajos se ha descrito la unién in vitro
e in vivo a distintos SRNAs como los siRNAs, miRNAs y siRNAs de cadena sencilla (Goto
et al. 2007; Rashid et al. 2008; Kanazawa et al. 2011; Hamera et al. 2012) e in vitro a
RNAs largos como han mostrado nuestros datos (Fig. 30) e in vivo, en TAV a RNAs
virales (Shi et al. 2008). La afinidad por sendos RNAs varia. En algunos estudios, se ha
encontrado que la proteina 2b de TAV presentaba mayor afinidad por los siRNAs que
por los siRNAs de hebra sencilla; y en algunos ensayos se ha observado que la proteina
2b de CMV, ademas de unir dsRNAs algo mayores a los siRNAs (Wang et al. 2004; Goto
et al. 2007), promovia la acumulacién de siRNAs en el nucleo, probablemente
transportandolos ahi, que se ha relacionado con la reduccién en la metilacion de DNA

observada en varios estudios de infeccién viral (Wassenegger 2000; Guo y Ding 2002).

Por otro lado, las cepas del grupo | de CMV son mas virulentas que las del grupo Il
(Wahyuni et al. 1992; Zhang et al. 1994; Cillo et al. 2009), hecho que se ha relacionado
con la proteina 2b; y diferentes autores han comprobado que la expresién de 2b de la
cepa Fny (subgrupo IA), a diferencia de las cepas Q o LS (grupo Il), inhibia la expresiéon
génica regulada por miRNAs, lo que provocaba defectos en el desarrollo (Champman
et al. 2004; Zhang et al. 2006; Lewsey et al. 2007). Tanto Zhang y colaboradores (2006)
como Lewsey y colaboradores (2007) propusieron que este efecto causaba las
diferencias en el desarrollo de sintomas entre los subgrupos IA y Il. Recientemente Du
y colaboradores (2014b) han observado que el fenotipo de las plantas infectadas con la
cepa Fny coincidia con el de las plantas que presentaban alterado el miR159. Esto no
es exclusivo de la proteina 2b, ya que diversos estudios han mostrado que las plantas
transgénicas que expresan constitutivamente supresores virales de silenciamiento
muestran alteraciones fenotipicas asociadas a efectos en la regulacion de mRNAs del
huésped mediada por miRNAs (Kasschau et al. 2003; Chapman et al. 2004; Zhang et al.
2006b; Lewsey et al. 2007; Jay et al. 2011). Wang y colaboradores (2004) apuntaron
gue esta podia ser una funcion de la proteina 2b en el nucleo, y en este sentido Du y
colaboradores (2014a) publicaron recientemente que la presencia mas marcadamente
nuclear una proteina 2b de la cepa Fny con una NLS extra (2bNLS), perjudicaba su

actividad supresora de silenciamiento y al tiempo afectaba a la funcién reguladora de

173



los miRNAs en plantas transgénicas de Arabidopsis que expresaban la proteina. Este
mismo grupo también relaciond la patogenicidad de las cepas del grupo | con la mayor
presencia nuclear de la proteina 2b; y la de las cepas del subgrupo Il, con menor
presencia nuclear de la proteina 2b, con una mayor actividad supresora de
silenciamiento (Du et al. 2014a). Zhang y colaboradores (2006b) informaron de que las
proteinas 2b de las cepas Q y LS (grupo Il de CMV), con fenotipo mas suave en planta,
no alteraban las funciones de los miRNAs. Y recientemente Du y colaboradores (2014b)
han interpretado que la presencia en el nucleo de las proteinas 2bNLS y 2b de las
cepas Q y LS no estd relacionada con los efectos de la proteina en las rutas
dependientes de miRNAs y siRNAs; sino que la presencia nuclear de 2bNLS (cepa Fny)
estd relacionada con la virulencia y un desarrollo mds acelerado de los sintomas en
planta. Por ello concluyeron que la presencia citopldsmica de la proteina 2b de la cepa
Fny era responsable de la alteracion de las rutas de miRNAs que generan los sintomas
mas severos en la cepa Fny respecto a otras cepas, y que los sintomas en planta estan
relacionados con la distribucién citoplasmica de la proteina y no con la presencia
nuclear de la misma. Estos autores mostraron que la acumulacion nucleolar estimulaba
de alguna manera los sintomas severos como la necrosis, y esto podria estar
relacionado con la traslocacién de la catalasa (CAT3) que observaron Inaba vy
colaboradores (2011) resultado de la interaccién con la proteina 2b en plantas de

Arabidopsis.

En cuanto a la unién de nuestras proteinas mutantes a los sSRNAs, hemos caracterizado
las cinéticas de union in vitro de 2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE, 2bS40A,
2bS42A, 2bAGSEL, 2bA3T y 2bA5T a los cuatro tipos de RNAs. Nuestros resultados
mostraron que la deleccién de las NLSs inhibia la unién a los cuatro RNAs, mientras
gue la deleccién del dominio de fosforilacién, que confinaba la proteina en el nucléolo,
comprometia sustancialmente la union a los tres tipos de sRNAs y completamente la
union al RNA viral (Figs. 15, 28, 29 y 30). Esta proteina mutante (2bAKSPSE) presentaba
mas afinidad por el miRNA que por otros sRNAs, aunque la afinidad por aquél era mas
de tres érdenes inferior a la de la proteina nativa por el miRNA (Figs. 28, 29 y Tabla 3).
Sin embargo, las mutaciones puntuales en 5% y S* (2bS40A, 2bS42A) en este motivo,

que no afectaron a la localizacién subcelular de la proteina ni a la actividad supresora
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de silenciamiento, modificaron levemente la afinidad por los sRNAs, resultando ésta
mayor en el mutante 2bS40A que en 2bS42A (Figs. 15, 28, 29 y Tabla 3). En ambos
casos estos dos mutantes presentaron, como la proteina nativa, mayor afinidad por el
ds siRNA que por el miRNA o el ss siRNA. Por lo tanto, en el motivo de fosforilacion,
gue estructuralmente se encuentra en la regidon de unién entre las dos primeras a-
hélices y en la segunda de éstas, la deleccién completa del mismo tuvo un efecto
inhibitorio de la unién a sRNAs, que podria ser la causa de la pérdida de la actividad
supresora de silenciamiento. En ello tendria importancia el aa P*! del motivo KSPSE,
conservado en CMV, ya que Chen y colaboradores (2008) en TAV demostraron que la
sustitucion de este aa reducia considerablemente la actividad supresora de la proteina
y la afinidad de Ila proteina 2b por los siRNAs. En TAV se ha comprobado
estructuralmente que P* crea un codo que permite unir una parte del siRNAs en la
segunda a-hélice de 2b (Chen et al. 2008). Esta razén explicaria que, en contraste con
2bAKSPSE, en los mutantes con sustituciones puntuales de $* y $* no se observase
este efecto inhibitorio en la unién a siRNAs. Tomando en conjunto las delecciones en la
mitad amino de la proteina (2bA5T, 2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bAKSPSE), éstas
afectaron seriamente a la unién a sRNAs, inhibiéndola, mientras que las sustituciones
(2bS40A y 2bS42A) apenas la afectaron, mientras que las delecciones en la mitad
carboxilo (2bAGSEL, 2bA3T) incluso aumentaron la afinidad de la proteina por los
sRNAs, respecto a la de la proteina nativa. La proteina mutante 2bA5T resultd un caso
especial, ya que la deleccidon del dominio terminal amino afectd parcialmente a la
primera alfa hélice de la proteina, implicada en la unién a sRNAs (Chen et al. 2008;
Duan et al. 2012) y en la formacidn de tetrdmeros por la proteina 2b de TAV (Chen et
al. 2008). Como comprobamos anteriormente, nuestra proteina mutante 2bA5T
carecia de actividad supresora de silenciamiento (Fig. 15), aunque retenia otras
propiedades de la proteina. Entre ellas es destacable que unia ss siRNA y miRNA casi
con tanta afinidad como la proteina nativa y sin embargo apenas unia ds siRNA, lo que
relacioné la actividad supresora de silenciamiento de la proteina 2b con la unién a ds
siRNA, respecto a los otros dos sRNAs analizados (miRNAs y ss siRNAs). Duan y
colaboradores (2012) también observaron que las delecciones en este extremo
terminal amino afectaban a la unién a RNAs, confirmando nuestros resultados. Al unir

ss siRNAs y miRNAs con alta finidad, seria esperable que nuestra proteina 2bA5T
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retuviera la propiedad de inhibir los procesos en que intervienen estos sSRNAs, como la
inhibicién de RdDM, o el bloqueo de RISC activados que se nombran en la bibliografia y
gue nosotros no hemos tenido oportunidad de investigar. Tampoco hemos podido
caracterizar en este trabajo si nuestra proteina 2b nativa o nuestros mutantes
mostraban afinidades diferenciales por sRNAs de diferente tamafio dirigidos a
incorporarse a distintas proteinas AGO (Mi et al. 2008; Montgomeri et al. 2008; Takeda
et al. 2008), o el efecto de la presencia de diferentes nucleétidos en el extremo 5'-
terminal del sRNA en las afinidades de unidn, y si nuestras observaciones in vitro
correlacionarian con los datos obtenidos en planta por otros grupos (Hamera et al.
2012). Caracterizar estas afinidades podria ayudar a explicar los fenotipos de infeccién
gue estas mutaciones causan cuando estan presentes en el virus (Lewsey et al. 2009;

nuestro trabajo).

La region ARR de la proteina 2b tiene un gran interés por sus propiedades. Diferentes
estudios en TAV han mostrado que la regién comprendida entre los aas 20-30, rica en
cargas positivas, son cruciales para la union a RNA (Chen et al. 2008; Rashid et al.
2008). En esta regién se encuentran las NLSs, implicadas en la unidn a siRNAs y en el
transporte de la proteina al nucleo. Dos estudios mostraron que mutaciones puntuales
en las NLSs de proteinas 2b de las cepas CM95 y CM95R de CMV, y también de TAV
disminuian la unién a RNAs (Goto et al. 2007; Rashid et al. 2008). Aunque los aas de la
ARR de la proteina 2b de TAV no estan completamente conservados en CMV, la
relacion de cargas positivas si es semejante y las variaciones puntuales o delecciones
de los aas con carga positiva (como son los de las NLSs) comprometieron la unién a
RNAs (Goto et al. 2007; Rashid et al. 2008; y nuestros resultados). Del mismo modo
Chen y colaboradores (2008) observaron que la sustitucion de un solo aa en el motivo
de fosforilacién de la proteina 2b de TAV (P*) disminuia la unién a siRNAs. Los aas
prolina y serina de este motivo (KSPSE) forman interacciones de Van der Vaals y
puentes de hidrégeno con los sRNAs, y se ha comprobado que la P** en la proteina 2b
de TAV forma un codo que permite la unién del siRNA a la segunda a-hélice (Chen et
al. 2008). Por lo que el motivo de fosforilacion cumple una funcion estructural en la
proteina y las sustituciones en el mismo afectan a la afinidad por los sSRNAs, como han

mostrado también nuestros resultados (Fig. 29 y Tabla 3). Por ello, la deleccién del
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motivo de fosforilacidn conllevé un cambio conformacional que inhibié parcialmente la
unién a RNAs y posiblemente con ello la actividad supresora de silenciamiento. La
proteina 2bAKSPSE presentd una constante de disociacidon cuatro veces superior a la
de la proteina nativa en su unién in vitro a RNAs, que fue posiblemente insuficiente
para conferir actividad supresora del silenciamiento. El aa*® de la proteina 2b también
estd contenido en la ARR, y Goto y colaboradores (2007) comprobaron que su
sustitucion puntual en las cepas CM95 y CM95R disminuia la unién a ds siRNAs, por lo
gue tanto los aas con carga positiva de las NLSs como de otras regiones de la ARR son

importantes en la unidn a siRNAs.

Fuera de la ARR, Ye y colaboradores (2009) definieron un dominio tres (aas 63-69 de la
proteina 2b) presente sélo en las cepas del grupo | de CMV, y sugirieron que podria
estar relacionado con la estabilizacién de la unién de la proteina a RNAs, o con su
interaccion con otros elementos de RISC (Ye et al. 2009). Nuestros resultados
mostraron que la deleccién de una fraccidon de dicho dominio tres (2bAGSEL) no
afectaba a la estabilidad de la proteina, ya que ésta se acumulaba normalmente en el
tejido infiltrado (Fig. 15), y que de algin modo favorecia la interaccién con los sRNAs
(Fig. 29). Podria ser que la funcién principal de este dominio sea inhibir la transcripcién
de AGO4, como propusieron Ye y colaboradores (2009). Nuestros resultados
mostraron que el virus que portaba esta deleccién causaba sintomas atenuados en
planta respecto al virus nativo (Fig. 14). Esta deleccién favorecié la unién in vitro de la
proteina 2b a los sSRNAs (Fig. 29 y Tabla 3), y podria también afectar a la estabilidad de
la tercera a-hélice, cuya funcién se desconoce. Aunque Ye y colaboradores (2009)
relacionaron la deleccién (aas 64-71) en la cepa SD con una reduccién de la supresién
de silenciamiento, en nuestro caso la deleccion AGSEL, (aas 62-65) en la proteina 2b de
la cepa Fny no afect6 a su actividad supresora en ensayos de agroinfiltracién (Fig. 15).
De momento no podemos explicar por qué la deleccién de estos aas aumentd la

afinidad de la proteina por los sRNAs in vitro.

La deleccién del dominio terminal carboxilo no afecté a la localizacion de la proteina
(Fig. 17), como posteriormente confirmaron Kanazawa y colaboradores (2011).
Nuestros resultados mostraron que la proteina 2bA3T unia también sRNAs con mayor

afinidad que la proteina nativa (Fig. 29). Kanazawa y colaboradores (2011) mostraron
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que la deleccion de una seccion del dominio terminal carboxilo permitia la
acumulacién de siRNAs en el nucleo, donde tiene lugar la RdADM. Ham y colaboradores
(1999) observaron que este extremo presentaba actividad activadora de la
transcripcién en levaduras, y Sueda y colaboradores (2010) observaron, en un estudio
comparativo de las cepas HL e Y (subgrupos IB y IA, respectivamente), que la deleccién
o sustitucion del aa*® contenido en este dominio atenuaba la toxicidad de la proteina
cuando se expresaba en E. coli. También observaron que la proteina 2b unia in vitro
DNA y que la sustitucion del aa'® inhibia esta unién (Sueda et al. 2010). Por otro lado,
dentro de la regidn terminal carboxilo, encontramos el motivo *°>DDTD®, conservado
en CMV (ver Anexo I). Gellért y colaboradores (2012) demostraron que este dominio
(aas *>DDTD) unia Mg”** y que su alteracién en la cepa Rs (subgrupo IA) debilitaba la
estabilidad del tetrdmero de 2b unido a siRNAs, y consideraron que los residuos W y
W% conservados en las cepas de CMV (ver Anexo 1) estabilizaban la unién al siRNA en
presencia de Mg?*, apoyandose en que este tipo de residuo (W) en la proteina P19 de
CIRV estabiliza la uniéon a RNA (Vargason et al. 2003). En la cepa Fny se ha observado
que la deleccion del dominio terminal carboxilo de la proteina 2b aumenta la
patogenicidad en algunas plantas huésped (Lewsey et al. 2009), lo que podria
relacionarse con el aumento que nosotros observamos en la afinidad in vitro de 2bA3T
por el siRNAs respecto a la proteina nativa. Una hipdtesis que puede explicar esta
mayor afinidad se basa en que el dominio terminal carboxilo podria haberse originado
como un anadido que obstruye en cierto grado la unién a los sRNAs, resultante de la
adicion de un aa en el gen 2a, que cambié la fase de lectura del ORF 2a al ORF 2b (Ding
et al. 1995). Su deleccién favoreceria asi la unién a sRNAs in vitro, aunque su
conservacion en el virus indica que su presencia es ventajosa en el contexto de la

infeccion viral.

La comparacion de las cinéticas de union de la proteina 2b y sus mutantes a los tres
tipos de sRNAs analizados se muestra en la Fig. 29. Basandonos en las cinéticas de
union al ds siRNA y tomando la de la proteina 2b nativa como referencia, observamos
un primer grupo gue unia el ds siRNA con una afinidad similar a la de la proteina nativa
o incluso mayor (2b, 2bAGSEL, 2bA3T, 2bS40A); un segundo grupo que practicamente
no unia el ds siRNA (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2, 2bA5T); y un grupo que
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presentaba una unién al ds siRNA comprometida en cierto grado (2bAKSPSE, 2bS42A).
En cuanto a las cinéticas de unién al miRNA, las proteinas mutantes mostraron
patrones semejantes a los observados en la unién a ds siRNA, salvo en el caso de la
proteina mutante 2bA5T, que por su peculiaridad trataremos separadamente mas
adelante. En cuanto a las cinéticas de unién al ss siRNA, diferenciamos claramente un
grupo que unia el ss siRNA con mayor afinidad que la proteina nativa (2bAGSEL, 2bA3T
y 2bS40A) y otras con menor afinidad (2bS42A y 2bA5T); un grupo de proteinas que no
unia ss siRNA, con delecciones en las NLSs, y un caso intermedio (2bAKSPSE) que unia

parcialmente el ss siRNA.

Una vez analizadas por separado las cinéticas consideramos en conjunto la unién a los
tres sRNAs, y definimos cinco grupos de proteinas: Un primer grupo unia los tres sSRNAs
(ds siRNA, miRNA y ss siRNA) como la proteina 2b o con mas afinidad que ésta (2bA3T,
2bAGSEL, 2bS40A) y presentaban actividad supresora de silenciamiento; un segundo
grupo de proteinas que no unian sRNAs en ningun caso (2bANLS1, 2bANLS2 y
2bANLS1+2) y no tenian actividad supresora; el tercer grupo lo formd la proteina
mutante 2bAKSPSE con un patrén intermedio en la unién a todos los sRNAs aunque
carecia de actividad supresora; el cuarto grupo lo constituyd la proteina 2bS42A, cuya
sustitucion puntual afectd relativamente la unidn a sRNAs, presentd una afinidad por
los sSRNAs algo menor que la proteina nativa, aunque retuvo la actividad supresora; y
finalmente el quinto grupo constituido por la proteina 2bA5T, muy particular, ya que la
deleccién del dominio terminal amino inhibid la unién al ds siRNA, pero no a los otros
dos sRNAs (miRNA y ss siRNA), a los que se unié de modo comparable al de la proteina

nativa, y la proteina no retuvo la actividad supresora de silenciamiento.

Por lo tanto en nuestra bateria de mutantes encontramos una correlacion entre la
capacidad de unir ds siRNAs a ratios molares préximos a 2:1 y la actividad supresora de

silenciamiento de la proteina.

Por otro lado analizamos también las cinéticas de unién in vitro de nuestras proteinas
2b al RNA de TMV, y en este caso diferenciamos sélo dos patrones claros, de unién y
de no unién al RNA (Fig. 30). El primer grupo lo conformaron las proteinas con

actividad supresora de silenciamiento (2b, 2bS40A, 2bS42A, 2bAGSEL y 2bA3T); vy el
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segundo grupo las proteinas sin actividad supresora (2bANLS1, 2bANLS2, 2bANLS1+2 y
2bAKSPSE). Cuando se realizé este experimento no contdbamos con el mutante 2bA5T.
La relacion proteina:RNA a la que se produjo el retardo en el gel fue muy elevada
(500:1), pero los datos indicaron que esta unidn era cooperativa (Tabla 5). Por el
momento no sabemos si la interaccion de la proteina 2b con RNAs virales gendmicos
desempeiia alguna funcidn bioldgica. La proteina 2b puede por tanto unir y secuestrar

ds siRNAs virales.

La razéon de la presencia de la proteina 2b en el nucleo aun no se ha esclarecido,
aunque en esta localizacion interacciona con proteinas AGO (Hamera et al. 2012), y la
interaccidon puede ser un punto de unién entre la localizacidon nuclear de la proteina
2b y la interferencia de la metilacion de DNA. En esta localizacion la proteina 2b
también podria interaccionar potencialmente con otras proteinas nucleares, por lo que
su presencia nuclear puede tener también que ver con otras funciones que faciliten el

ciclo de la infeccidn viral.

Como sinopsis de nuestro trabajo, mediante estudios de biologia celular hemos
realizado observaciones in vivo de la proteina 2b a nivel subcelular mediante la fusién
de la proteina a diferentes marcadores fluorescentes o de otro tipo que no afectaron a
su actividad supresora del silenciamiento en ensayos de agroinfiltracién. Hemos
estudiado su co-localizacién con otras proteinas y alterado sus dinamicas de
acumulacién entre compartimentos subcelulares. Hemos visualizado in vivo la
formacién de homodimeros de 2b y la interaccion con diversas proteinas vegetales. Y
en estudios in vitro hemos analizado la unién de la proteina 2b y mutantes expresadas
en bacterias a siRNAs basados en el miRNA171 de A. thaliana. Todos nuestros
resultados en su conjunto, obtenidos mediante estas aproximaciones de biologia
celular y molecular, y acompafiados de ensayos funcionales de actividad supresora del
silenciamiento, nos han permitido proponer que la supresién de silenciamiento de la
proteina 2b de CMV reside en su capacidad de unidn a ds siRNAs a ratios molares de
proteina:RNA de 2:1 o cercanos a ellos, mientras que para la funcién supresora no es
suficiente la interaccion de la proteina 2b con proteinas AGO, o su acumulacién

nuclear-nucleolar. Todo ello sin perjuicio de que sus interacciones con proteinas AGO o
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de otro tipo del huésped puedan constituir otros puntos de interferencia con el

silenciamiento o con otros tipos de resistencia antiviral.

Hemos finalmente llegado a las conclusiones que se redactan a continuacién, en el

siguiente apartado.
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6. CONCLUSIONES
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La fusién de marcadores fluorescentes a la proteina 2b no afecta a su actividad
supresora de silenciamiento y permite localizar la proteina en el citoplasma y
nucleo, donde hemos descrito por primera vez su presencia en el nucléolo y en

los cuerpos de cajal.

La actividad supresora del silenciamiento de la proteina 2b es independiente de
su acumulacién nuclear, aunque requiere de las NLSs y el motivo de
fosforilaciéon que intervienen en el movimiento y el balance de proteina 2b

entre el nucleo y el citoplasma.

La proteina 2b forma dimeros en el citoplasma y nucleo e interacciona con las
proteinas AGO1 en el citoplasma y AGO4 en el nucleo, excluyendo al nucléolo.
Estas interacciones son independientes de la actividad supresora de

silenciamiento de la proteina.

La proteina 2b de CMV une in vitro sRNAs de modo cooperativo con alta
afinidad. Hemos clasificado las uniones in vitro de la proteina 2b nativa y de
nueve mutantes a tres sRNAs en cinco categorias y hemos encontrado que la
union del supresor de silenciamiento a ds siRNA a proporciones molares 2:1
correlaciona con la actividad supresora del silenciamiento. En esta unién

participan el dominio terminal amino, las NLSs y el motivo de fosforilacion.

Una primera aproximacién sugiere que ademds de con AGO1 y AGO4, la

proteina 2b podria interaccionar con otras proteinas nucleares no implicadas

en el silenciamiento.
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ANEXO I: SECUENCIAS PEPTIDICAS DE PROTEINAS 2b DE
DIFERENTES CEPAS DE CMV

ANEXO II: OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN LA CL ¢ gpo !l o
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4 cepas de CMV G i -

4 con sintomas

§ con proteina BBGRGE -
2b de 110 m!3
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aas, incluye la 2222828 ©
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sintomas un EBE5
B POCO  MENOS Epmmms:
severos y con § .
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% de 111 aas; y ng "" h'ﬁ g

forman

Y LA SECUENCIACION DE LOS PLASMIDOS aquellas

Clonacion:

cepas de CMV
con sintomas
suaves  con
proteina 2b
de 100 aas,
careciendo de
la tercera a-

hélice o—

Oligo. Secuencia Nombre .. 3,
79 ACTGGATCCATGGAATTGAACGTA Fny CMV f:r”“ﬁffe“ ,
97 GTGAGCTCTGGTCTCCTTTTGG Fny CMV z?'zaobozrfdore
285  CATGAGCTCTCAAGCATAATCTGGAACATCG HA3'Sac

289  CATGGATCCTTTGTATAGTTCATCCATG GFP 3’ —s :
309  ATGICTAGAGGATCCATGGTTGCACCAACTAG Fib Nb 5’

311  CATGAGCTCTAGGCAGCAGCCTTCTGC Fib Nb 3’

312  ATGICTAGAGGTACCATGGAGGAAGAGAAGG Coilin At 5’ Xba-Kpn
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314
322
323
324
325

333

334

357

358

410

CATGAGCTCCTCAAATCTCTTTCTGAGATCT
ATGGGATCCATGGGAAAGTCTAAATCC
CATGGTACCTACTCGTCACCGAAGGTAGTC
ACAGGGTCATGCCGCCATGTG
ATCCACTTGATAGAACGGTAG
ACAGCTAGCATGAACGAGCTGGCTCTGAAACTGGCT
GGTCTG
CATTICTAGAGCTGTTTTGTTAATATCCAGACCAGCCAG

17T

ATGGGATCCATGGTGGAGGCGAAGAAGCAG
CATGAGCTCTAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGAT
AAAAATCATGGTCTTCCGCCG
ATGTCTAGATAGTAAAGGAGAAGAAC

Coilin At 3’ Sac (+stop)
Nucleolin At 5’ BamHI
Nucleolin At 3’ Kpnl

2b domain 3 forward
2b domain 3 reverse
Nuclear export signal 5'
Nhel

nuclear export signal 3’
Xbal

Delta 5T 2b

Delta3T 2b

GFP minus N ATG
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Secuenciacion:

Oligo. Secuencia Nombre

F17 GTAAAACGACGGCCAGT M13 forward (-20) SECUGEN
R19 GGAAACAGCTATGACCATG M13 reverse (-24) SECUGEN
79 ACTGGATCCATGGAATTGAACGTA Fny CMV 2b 5 Bam

97 GTGAGCTCTGGTCTCCTTTTGG

327 GATAATCATCGCAAGACCGGCAACAGG New ROK 3’sequencing

328  GACGCACAATCCCACTATCCTTCGC New 35SP sequencing

329 CGGATAACAATTTCACACAG PQE 5'seq

330 GTTCTGAGGTCATTACTGG PQE 3’'seq
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ANEXO lIl: ESQUEMA DE LAS CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

pROK2 pROK2-Fibrilarina
12.883 pb 13.819 pb
MCS

PROK2-2b PROK2-2b-HA
13.193 pb 13.243 pb
PROK2-2b-mRFP1 2 PROK2-GFP |
13.560 pb 13.589 pb
PROK2-GEP-2b [ DROK2-NES-GFP-2b |
14.221 pb 14.277 pb
o —

pROK2-sYFPN pROK2-sYFPC
13.345 pb 13.150 pb
SYFPN SYFPC
\MCS S~ e

pROK2-sYFPN-2b pROK2-sYFPC-2b
13.968 pb

13.471 pb

.

sYFPN sYFPC
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pROK2-sYFPN-AGO1
16.498 pb

SYFPN

1

B

pROK2-sYFPN-AGO4
16.120 pb
YFPN

1

pROK2-sYFPN-Coilina
15.170 pb

1

pROK2-sYFPN-Fibrilarina
14.280 pb

T

SYFPN

1

pROK2-sYFPN-Nucleolina
15.015 pb

1:

SYFPN

CS
i

pQE30-2b
3.461 pb

pROK2-sYFPC-AGO1
16.303 pb

SYFPC

B

pROK2-sYFPC-AGO4
15.925 pb

!

!

YFPC

pROK2-sYFPC-Coilina
14.975 pb

¥

1

SYFPC

pROK2-sYFPC-Fibrilarina
14.085 pb

| 3.830 pb
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ANEXO

PROTEINA 2B DE CMV (*En otros Cucumovirus: *TAV)

IV: EFECTOS DE DIVERSAS MUTACIONES EN LA

Efectos en la formacion de dimeros, tetrameros y oligdmeros en la proteina 2b

Cepa Formacion de
dimeros,
tetrameros y
oligomeros
original
Fny (IA) Dimeros
Rs (IA)  Tetrameros
Rs (IA)  Tetrameros
Rad35 No forma
(1B) dimeros
Fny (IA) Dimeros,
Tetrameros y
oligdmeros
*TAV- Tetrameros y
2b mas

218

Sustitucion o
deleccion

Formacion de
dimeros,
tetrameros y
oligomeros
resultante

Deleccién aas 1-17 Dimeros

Deleccidn aas 22-
27

Deleccidn aas 33-
36

Deleccidn aas 22-
27 +33-36
Deleccidn aas 39-
57

S40 9A40

S42 9A42
Deleccidn aas 62-
65

Deleccidn aas 95-
110

ONVE” >AAA

*DDTD*® > AAAA

PSS 9'.55

L15 eAISI M18
>

LE>A% 1M>AY
L159A’15 M189,A18
(cremallera de
leucinas)

Dimeros

Desestabiliza el
tetramero

Forma dimeros

Sélo Dimeros

Pobre

oligomerizacidn.

No tetrameros

Técnica

BiFC

Modelado
molecular
Simulacidn
modelado
molecular
dindmico
BiFC

Chemical
cross-linking
in vitro

EGS cross
linking

Referencia

Datos
propios

Nemes et
al. 2014
Géllert et
al. 2012

Xu et al.
2013
Dong et al.
2015

Chen et al.
2008



Efectos en la localizacidn subcelular de la proteina 2b

Cepa

Fny
(1A)

Fny
(1A)

LS (1)

Fny
(1A)

CM95
(1A)
Q (i)

localizacion
original
Citoplasmica
Nucleolar

Citopldsmica
Nucleolar

Predominant
emente
nuclear (no
nucleolar)
Citopldsmica
Nucleolar

Nuclear

Citoplasmica
y nuclear

Sustitucion, deleccion
o adicion
Delecciéon aas 1-17

Deleccién aas 22-27
Deleccion aas 33-36

Deleccién aas 22-27 +
33-36

Deleccion aas 39-57
540 9A40

542 9A42
Deleccion aas 62-65
Deleccion aas 95-110

Adicidn NES (NES-GFP-
2b)

Adicién NLS de cepa LS
K23 9R23

Q24 9R24

E35 9A35

K23, Q24, E35 9R23 R24
A* (iguala NLS de cepa
Fny a NLS de cepa LS)

LlS eAls + M18 9A18

C46 9 R46

22KRRRRR? > AAAAAA

23RRR25 9 QAQ

R24 9Q24

KRRRRR” > AAAAAA
+ "KRRRRR' (prot.
Original 100 aas)
Deleccidn aas
KSPSE®

Deleccidn aas 85-100

Localizacion

resultante
Citoplasmica.
Nucleolar
Citoplasmica
Citopldsmica.
Algo nucleolar
Citoplasmica

++Nucleolar
Citoplasmica.
Nucleolar
Citoplasmica.
Nucleolar
Citoplasmica.
Nucleolar
Citoplasmica.
Nucleolar
++citopldsmica

Sélo Nucleolar
Citoplasmica
Nucleolar

Citopldsmica,
Nucleary
nucleolar
Nuclear

Punteado
citoplasmica.
Perinuclear
perinuclear
Nuclear
Nuclear

Nuclear

Nuclear

Especie de
planta
Nicotiana
benthamiana

N.
benthamiana

N.
benthamiana

Cebolla

Células
Bright
Yellow-2
(BY2)

Referen.

Datos
propios

Du et al.
2014

Du et al.
2014

Dong et
al. 2015

Goto et
al. 2007
Lucy et al.
2000
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Efectos en la virulencia de la proteina 2b en el virus CMV

Cepa

Fny (IA)
Cb7 (1B)
Rad35
(I1B)

Cb7 (1B)

Fny (IA)

Fny (IA)

Fny (IA)

CM95
(1A)
HL (IB)

Rs (IA)

Rs (1A)

Fny (IA)
Pepo (IA)

>36R37
(1A)

220

Sintoma
original

Mosaico
Mosaico
atenuado
Necrosis
sistémica
Mosaico

Mosaico

Mosaico

Atenuado

Necrosis

Sintomas
sistémicos
mosaico,
atrofia
severa

Severo

Sustitucion,
deleccién o
adicion
Deleccidn aas
777-858 de 2a

PSS 9'.55

LSS 9P55

540 9 A40
542 9 A42

Deleccidn aas
1-17
Deleccidn aas
22-27
Deleccidn aas
22-36
Deleccidn aas
39-57
Deleccidn aas
95-110

C46 9 R46

Deleccion aas
71-111

'MEL® ©>AAA
ONVE™ SAAA
2KKQ™ S AAA
2RRRY S AAA
QNR* > AAA
*RER*® > AAA
5ps*? > AAA
>LPF7 S AAA
°HRV’? > AAA
95DDTD98
>AAAA

Adicion NLS de
cepa LS
P41 9'.41

Sintoma resultante

Atenuado
Necrosis sistémica
Mosaico atenuado

Sintoma suavizado

Atenuado

Clorosis

Mosaico
Atenuado

Asintomatico
Asintomatico
Atenuado

Sintomas como Rs
Atenuado
Atenuado
Asintomdtico
Atenuado
Asintomdtico
Atenuado y retrasado
respecto a cepa Rs.
Mosaico. No atrofia

Sintomas mas severos
que Fny. Necrosis
Sintomas atenuados

Especie de
planta

Nicotiana
glutinosa
N. glutinosa

Nicotiana
tabacum

N. benthamiana
N. tabacum

N. benthamiana
Arabidopsis
thaliana

N. tabacum
N. benthamiana
A. thaliana
N. tabacum

A. thaliana
Nicotiana
clevalandii

Chenopodium
murale

N. clevelandii
N. glutinosa

N. benthamiana

Nicotiana
rustica

Referencia

Du et al.
2008
Duetal.
2008

Lewsey et
al. 2009

Lewsey et
al. 2009

Lewsey et
al. 2009

Goto et al.
2007

Inaba et al.
2011
Nemes et
al. 2014

Géllert et
al. 2012

Duetal.
2014
Kobori et
al. 2005.



Q (i)

Q ()

Fny (IA)

*TAV

Rad35
(1B)
M1 (IA)

Atrofia
severa,
deformaci
on de las
hojas
severa

Lesiones
clordticas
que
aumentan
en
tamafo,
mosaico

Sintomas
severos
HR.
Resistenci
a al virus
(expresad
o desde
vector
T™V),
activacion
de genes
de Avr

Asintomat
ico
Asintomat
ico

22KRRRRR?’
> AAAAAA

2RRR* >
QAQ

R24 90\24
*KRRRRR?’
2>AAAAAA +
101KRRRRR106
(prot. Original
100 aas)
Deleccion aas
*KSPSE*
Deleccidn aas
85-100
Deleccion 2b
(Q-CMVA2b)

Deleccién aas
KSpSE*

Deleccion aas
84-100 (C-
terminal
conservado)
L15 9A15

MlS 9A18
K219V21 +
R289528
Quimera TAV
aas 1-69, CMV
(Q) ultimos 34
aas

Quimera TAV
aas 1-50,
cMv(Q)
ultimos 50 aas
Quimeras con
50 o mas aas
de extremo
terminal de
CMV y resto
de TAV

PSS 9'.55

T18 9 M18

Atrofia reducida,
sintomas de la hoja
reducidos, comparado
con cepa Q

Atrofia reducida, mas
mosaico que
2AAAAAAY

Como cepa Q

Atrofia reducida,
sintomas de la hoja
reducidos, comparado
con cepa Q

No atrofia
No atrofia

Pequefias lesiones
cloriticas. Mosaico
muy leve

Mas sintomas que Q-
CMVA2b. Mosaico
leve. Retraso sintomas
sistémicos

Como Q-CMVA2b.
Mosaico leve.

Sintomas atenuados
Sintomas atenuados
No HR, No resistencia
al virus

Sin lesiones
necroticas.
Multiplicacion viral en
hojas inoculadas
Infeccidn sistémica,
huésped susceptible

Infeccidn sistémica,

huésped susceptible

Sintomas severos

Sintomas severos

N. benthamiana

Cucumis sativus
Tabaco

N. tabacum
cultivar Samsun

Nicotiana sp

N. benthamiana

Lucy et al.
2000

Ding et al.
1995

Dong et al.
2015

Li et al.
1999

Xu et al.
2013
Maneechoa
tetal
2015
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Efectos en la actividad supresora de la proteina 2b

Cepa

Fny (IA)

Rs (IA)

Fny (IA)

Fny (IA)

Rad35
(1B)
Fny (I1A)

SD (IB)

Q (1)

M1 (IA)

222

Actividad
original

++

Sustitucion, Actividad Especie de planta
deleccion o resultante
adicién
s A% i N. tabacum
¥ S>AY + N. benthamiana
Deleccidn aas 1- - A. thaliana
17
Deleccidn aas 22- -
27
Deleccidn aas 33- -
36
Deleccidn aas 39- -
57
Deleccidn aas 95- +
110
'MEL® >AAA Atenuado  N. clevelandii
ONVE1® >AAA - Ch. murale
2KKQ* > AAA -
*RRR” >AAA +
*IQNR> >AAA -
*RER* >AAA -
“95ps*? >AAA -
*LPF > AAA :
°HRV"Z > AAA Apenas
afectado
Adicién NLS de Atenuado N. benthamiana
cepa LS (I1) respecto a
Fny
Adicién NES + N. benthamiana
(NES-GFP-2b)
P> >L>® + N. benthamiana
L >A" +, menor
M S>A® que Fny
L15 eAIS + M18
9A18
Deleccidn aas 62- Disminuye  N. benthamiana
71 mucho
actividad
respecto a
SD
'MDVLTVVV? Aumenta N. benthamiana
>'MELNEGAM?® actividad
(aas de cepa SD, supresora
subgrupo IB)
T18 9 M18 +

Referencia

Lewsey et al.
2009

Nemes et al.
2014

Du et al.
2014

Datos
propios
Xu et al.
2013
Dong et al.
2015

Ye et al.
2009

Ye et al.
2009

Maneechoat
etal. 2015



CM95
(1A)

Q ()

Q (1)

Atenuado

C* >R* (cepa
CM95 pasa a
->CM95R)
22KRRRRR”

> AAAAAA
2RRR* > QAQ

R24 90\24
*KRRRRR?’
2>AAAAAA +
101KRRRRR106
(prot. Original
100 aas)
Deleccidn aas
*KSPSE*
Deleccidn aas 85-
100
Sustitucién K*
eRZZ
Sustitucion

K22 eRZZ + K39
9R39
Sustitucion S*°
9A40

Interaccidn de la proteina 2b con AGO

Cepa

Fny (IA)

Rad35
(1B)

Interaccidn
con AGO

+

(AGO1y

AGO4)

No

Sustitucion o
deleccion

Deleccién aas 1-17

Deleccidn aas 22-
27

Deleccidn aas 33-
36

Deleccidn aas 22-
27 +33-36
Deleccidn aas 39-
57

S4O 9A40

S42 9A42
Deleccidn aas 62-
65

Deleccidn aas 95-
110

PSS 9'.55

+, mas
eficiente que
CM95

- (Algo de
actividad)
+

+, como cepa
Q

+, como cepa
Q

+

Menor que Q

Interaccién
resultante

+

(AGO1y

AGO4)

Si (AGO1)

N. benthamiana Goto et al.
2007

N. benthamiana Lucy et al.
2000

N. benthamiana Li et al. 2011

Especie de Referencia
planta
N. benthamiana Datos propios

Arabidopsis Xu et al. 2013
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Union a acidos nucleicos

Cepa

Fny (IA)

Fny (IA)

Fny (IA)

*TAV-2b

CM95
(1A)

CM95R
(1A)

224

Unién
siRNA
Original
+

Unidn a
siRNA

Poca union
a siRNAs

Sustitucion,

deleccion o adicion

Deleccién aas 1-17

Deleccion aas 22-
27

Deleccidn aas 33-
36

Deleccion aas 22-
27 +33-36
Deleccidn aas 39-
57

540 9A40

542 9A42
Deleccidn aas 62-
65

Deleccidn aas 95-
110

Adicion NLS de
cepa LS

L1 eAIS’ M8
9A18

Sélo 61 aas prot.
L15 9A15

M18 9A18
L2>A% 11>A",
L159A15’ M189A18
(cremallera de
leucinas)
P419A41

WSOe RSO

WSOQASO

28RH29928AA29

C46 9 R46

Deleccion aas 22-
27 +33-36

Union siRNA

resultante

+

++

++

Muy
disminuida

Unidén a ds
siRNA

Disminucidn
union a RNA
10 veces
Disminucidn
union a RNA
2 veces
Disminucidn
unién a RNA
5 veces
Disminucion
unién a RNA
10 veces
Uniodn a
siRNAs

Método

In vitro

In vitro

In vitro

EMSA

the wheat
germ in vitro
translation
system

the wheat
germ in vitro
translation
system

Referencia

Datos propios

Du et al. 2014

Dong et al.
2015

Chen et al.
2008

Goto et al.
2007

Goto et al.
2007



Efectos en el movimiento del virus

Cepa Movimiento Sustitucion o Movimiento Especie de Referencia
original deleccion resultante planta
Rs (IA)  Célula-célula 'MEL® >AAA N. clevelandii Nemes et al.
RHV”? > AAA Ch. murale 2014
Rs (IA)  Sistémico *ppTD*® Retraso en N. clevelandii ~ Géllert et al.
2>AAAA movimiento N. glutinosa 2012
sistémico
Q) Sistémico Deleccion 2b No C. sativus Ding et al.
(Q-CMVA2b) movimiento Tabaco 1995
sistémico
Deleccionaas  Menor
PKSPSE® movimiento
que cepa wt
Delecciénaas  Menor
84-100 (C- movimiento
terminal gue cepa wt
conservado)
Q(ll)  Sistémico Sustitucidon K**  sistémico N. Li et al. 2011
>R? benthamiana
Sustitucion reducido
K22 eRZZ + K39
9R39
Sustitucion S no
9A40
Interaccidn de la proteina 2b con AGO
Cepa Interaccién Sustitucion o Interaccidn Especie de Referencia
con AGO deleccion resultante planta
Fny (IA) + Deleccidn aas 1-17 + N. benthamiana Datos propios
(AGO1y Deleccion aas 22- (AGO1y
AGO4) 27 AGO4)
Deleccidn aas 33-
36
Deleccidn aas 22-
27 + 33-36
Deleccidn aas 39-
57
S4O 9A40
S42 9A42
Deleccidn aas 62-
65
Deleccidn aas 95-
110
Rad35 No P> >L>® Si (AGO1)  Arabidopsis Xu et al. 2013

(1B)
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