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Resumen

En esta tesis doctoral se ha estudiado la proteina 1 del bloque de tres genes
(TGB) del virus del mosaico del pepino dulce (PepMV; especie Potexvirus pepini) con
un interés especial en su papel en el ndcleo. PepMV, perteneciente al género
Potexvirus de la familia Alphaflexiviridae, es actualmente el agente causante de una
pandemia en tomate cultivado, con importantes pérdidas econdémicas asociadas.
Ademas de su relevancia agrondmica, PepMV se ha consolidado como un modelo de
referencia en virologia vegetal gracias al desarrollo de numerosas herramientas
biotecnoldgicas y la caracterizacion de su genoma e interaccion con el huésped. La
TGB1 de PepMV desempena un papel central en distintas etapas del ciclo infectivo,
incluyendo el silenciamiento de ARN, aunque muchas de sus funciones han sido

inferidas por homologia con virus relacionados.

El objetivo de esta tesis doctoral ha sido caracterizar experimentalmente la
localizacion subcelular de la TGB1 de PepMV, con especial interés en su funcidn
nuclear, identificando y caracterizando factores nucleares del huésped interactores

de TGB1.

En la primera parte de esta tesis se caracterizo la localizacion subcelular de la
TGB1 de PepMV, determinando que se trata de una proteina soluble con una
distribucion nucleo-citoplasmica en células sanas, con exclusién del nucleolo, que
durante la infeccion se acumula de forma preferente en plasmodesmos y organulos
de replicacion viral (VROs). Aunque en el VRO se concentran gran parte de las
funciones asociadas la infeccidn, la presencia consistente de TGB1 en el nucleo

sugiere un papel funcional adicional en este compartimento subcelular.

Para abordar esta cuestidn, en la segunda parte de esta tesis doctoral, se
caracterizaron factores nucleares del huésped interactores de la TGB1 de PepMV
identificados a través de un escrutinio de doble hibrido en levadura. El analisis in silico
de las secuencias obtenidas permitid identificar las proteinas SIALOG1 y SLbZIP42,
pertenecientes a las familias de factores de transcripcion ALOG y bZIP,
respectivamente. Mientras que la familia bZIP participa en una amplia variedad de

procesos bioldgicos, incluyendo respuesta a estrés tanto abidtico como bidtico, la
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familia ALOG unicamente ha sido descrita como reguladores homedticos del

desarrollo.

Tanto SIALOG1 como SlbZIP42 mostraron localizacion nuclear en células
sanas, donde colocalizaron con la TGB1 de PepMV, y se acumularon de forma
preferente en los VROs durante la infeccion. El analisis comparativo con otros
miembros de ambas familias mostré un comportamiento diferencial. Unicamente
SIALOG1, dentro de la familia ALOG, fue capaz de acumularse en los VROs, mientras
que varios miembros del clado I de la familia bZIP, incluyendo SLbZIP42, pero no
SlbZIP11, presentaron esta capacidad, lo que sugiere funciones especificas y no
redundantes durante la infecciéon por PepMV. Los ensayos de susceptibilidad a
PepMV mostraron una acumulacion viral significativamente menor en plantas slalogl
y slbzip42 respecto a plantas de genotipo WT. Ademas, los andlisis transcriptomicos
en mutantes slalogl y slbzip42 mostraron un papel para ambas proteinas como
reguladores maestros de la transcripcién, implicados principalmente en procesos

redox y de regulacion hormonal.

En base a los resultados de esta tesis doctoral se ha propuesto un modelo
integrativo en el que la TGB1 de PepMV modula la funcién y localizacién de SIALOG1
y miembros de la familia bZIP a lo largo del ciclo infectivo. En las fases iniciales de la
infeccién, la TGB1 presenta una localizacion nucleo-citoplasmica sin alteraciones en
la ultraestructura celular, coexistiendo en el nicleo con SIALOG1 sin interaccion,
mientras que se asocia de manera constitutiva con SIbZIP42 y otros factores bZIP.
Con el avance de la infeccion, la TGB1 se acumula en los complejos de replicacion
viral (VRCs) nacientes junto con factores bZIP y, de forma paralela, cambios
conformacionales de alguna de las proteinas en el nlcleo permitirian la interaccion
TGB1-SIALOG1. El secuestro de SIALOG1 y factores bZIP por parte de la TGB1
contribuiria a modular la respuesta defensiva del huésped. En las fases avanzadas de
la infeccidn, la TGB1 concentraria complejos formados a partir de SIALOG1 en los
VRCs, subestructuras condensadas en el interior de los VROs, junto al resto de

proteinas virales para optimizar procesos de replicacién/transcripcién, mientras que
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los miembros del clado I de la familia bZIP estarian formando el andamiaje primario

de estos organulos virales.
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Abstract

In this doctoral thesis, the triple gene block protein 1 (TGB1) of pepino mosaic
virus (PepMV; species Potexvirus pepini) was investigated, with particular emphasis
on its role in the nucleus. PepMV, a member of the genus Potexvirus within the family
Alphaflexiviridae, is currently responsible for a pandemic in cultivated tomato,
causing substantial economic losses. Beyond its agronomic relevance, PepMV has
become a reference model in plant virology owing to the development of a complete
biotechnological toolkit and the characterization of its genome and host interactions.
PepMV TGB1 plays a central role in multiple stages of the viral infection cycle,
including RNA silencing suppression; however, many of its functions have largely

been inferred from homology with related viruses.

The main objective of this doctoral thesis was to experimentally characterize
the subcellular localization of PepMV TGB1, with particular interest in its nuclear
function, through the identification and characterization of nuclear host factors

interacting with this viral protein.

In the firs part of this thesis, the subcellular localization of PepMV TGB1 was
characterized, revealing that it is a soluble protein displaying a nucleo-cytoplasmic
distribution in healthy cells, with exclusion from the nucleolus, and that it
preferentially accumulates in plasmodesmata and viral replication organelles (VROSs)
during infection. Although VROs concentrate most functions associated with viral
infection, the consistent presence of TGB1 in the nucleus suggests an additional

functional role in this subcellular compartment.

To address this question, the second part of this thesis focused on the
characterization of nuclear host factors interacting with PepMV TGB1, identified
through a yeast two-hybrid scree. In silico analysis of the retrieved sequences
identified the proteins SIALOG1 and SlbZIP42, members of the ALOG and bZIP
transcripcion factor families, respectively. Whereas the bZIP family is involved in a
wide range of biological processes, including responses to both biotic and abiotic
stresses, the ALOG family has so far been described mainly as homeotic regulators of

development.
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Both SIALOG1 and SlbZIP42 exhibited nuclear localization in healthy cells,
where they colocalized with PepMV TGB1, and preferentially accumulated in VROs
during infection. Comparative analyses with other members of both families revealed
differential behaviors. Within the ALOG family, only SIALOG1 was able to accumulate
in VROs, whereas several members of the clade I bZIP family, including SIbZIP42 but
not SIbZIP11, displayed this ability, suggesting specific and non-redundant functions
during PepMV infection. Susceptibility assays showed significantly lower PepMV
accumulation in slalogl and slbzip42 plants compared with wild-type plants.
Furthermore, transcriptomic analyses in slalogl and slbzip42 mutants indicated that
both proteins act as transcriptional master regulators, primarily involved in redox-

related processes and hormonal regulation.

Based on these results, an integrative model is proposed in which PepMV TGB1
modulates the function and localization of SIALOG1 and members of the bZIP family
throughout the infection cycle. During the early stages of infection, TGB1 exhibits a
nucleo-cytoplasmic localization without detectable alterations in cellular
ultrastructure, coexisting in the nucleus with SIALOG1 without interaction, while
constitutively associating with SlbZIP42 and oter bZIP factors. As infection
progresses, TGB1 accumulates in nascent viral replication complexes (VRCs)
together with bZIP factors, while, in parallel, conformational changes in one or more
proteins within the nucleus may enable the TGB1-SIALOG1 interaction. The
sequestration of SIALOG1 and bZIP factors by TGB1 would contribute to the
modulation of host defense responses. At advances stages of infection, TGB1 would
concentrate SIALOG1-containing complexes within VRCs -condensed substructures
inside VROs- together with other viral proteins to optimize replication/transcription
processes, whereas clade I bZIP family members would form the primary scaffold of

these viral organelles.
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La familia Alphaflexiviridae comprende un grupo de virus de ARN
monocatenario de polaridad positiva [(+)sSRNA, (+) single stranded RNA],
ampliamente distribuidos y de gran importancia en fitopatologia. En esta familia, la
capacidad de movimiento tanto intra como intercelular estd codificada
principalmente en el bloque de tres genes (TGB), que da lugar a una proteina
citosélicay dos asociadas a membranas. Estas tres proteinas coordinan un complejo
proceso de reorganizacién celular que convierte a la célula infectada en un campo de

batalla, y posteriormente en un centro de produccion viral y control de la infeccidn.

Dentro de la familia Alphaflexiviridae, el género Potexvirus es el que incluye
mas especies, y destaca por su adaptabilidad y capacidad de infectar una amplia
gama de huéspedes, muchos de ellos especies cultivadas de gran importancia
econdomica y social. La comprension detallada de su biologia y patologia es esencial
para disenar las estrategias de control y resistencia eficaces frente a las

enfermedades que causan.

En este contexto, un representante significativo del género es el virus del
mosaico del pepino dulce (PepMV, pepino mosaic virus; especie: Potexvirus pepini),
de amplia distribuciéon mundial y gran relevancia econémica en el cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum). PepMV ha sido objeto de una intensa investigacion
cientifica, que ha generado un corpus significativo de conocimiento sobre su genoma,
proteinas codificadas y mecanismos de interaccién con la planta huésped, asi como
una variada gama de herramientas biotecnoldgicas extremadamente Utiles para su
estudio (Le et al., 2019; Ruiz-Ramén et al., 2019). Estas circunstancias convierten a
PepMV en un modelo de gran interés en el estudio de la interaccion virus-huésped

(Hanssen & Thomma, 2010).

Por ultimo, en la introduccion de esta tesis también se expondra una vision
general del origen y funcién de las familias de factores de transcripcion (TF) bZIP y
ALOG. Ambas familias de TFs son cruciales en la regulacion del desarrollo y la
respuesta a estrés en plantas, y jugaron un papel crucial en el proceso de adaptacién

al medio terrestre.
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Mientras que los factores bZIP estan bien documentados en la modulacion de
la percepcion del estrés biodtico y la activacidn de vias de defensa contra diferentes
agentes de estrés, la familia ALOG ha emergido como un componente clave durante
el desarrollo y, potencialmente, en la respuesta a estrés. Dos TFs, cada uno de una
de estas familias, han sido identificados como potenciales interactores de la proteina
TGB1 de PepMV. Esta tesis doctoral se propone como objetivo profundizar en la
interaccion molecular entre la proteina TGB1 de PepMV y dos TFs especificos de
tomate, con el objetivo de identificar nuevos mecanismos subyacentes a la infeccion
y respuesta viral, contribuyendo al avance del conocimiento basico en virologia de
plantas, asi como al desarrollo de estrategias eficaces en el control de las

enfermedades causadas por virus.

1.1. Familia Alphaflexiviridae

De acuerdo con la clasificacion megataxonomica propuesta actualmente por
el comité internacional de taxonomia de virus (ICTV, International committee on
taxonomy of viruses), la familia Alphaflexiviridae se clasifica dentro del dominio
Riboviria, reino Orthornavirae, filo Kitrinoviricota, clase Alsuviricetes y orden
Tymovirales (Koonin et al., 2024). Esta familia viral agrupa a virus de (+)ssRNA, con
genomas cuyo tamano varia entre las 5,4 y 9 kb. Los miembros de la familia
Alphaflexiviridae presentan viriones filamentosos y flexuosos con un tamano de 470-
800 nm de longitud y 12-13 nm de diametro, capaces de infectar tanto plantas como
hongos fitopatdgenos. Actualmente se reconocen 72 especies dentro de la familia
Alphaflexiviridae (Figura 1.1), distribuidas en seis géneros: los géneros Botrexvirusy
Sclerodarnavirus, incluyen las especies virales aisladas de hongos, mientras que los
géneros Allexivirus, Lolavirus, Platypuvirusy Potexvirus aquellas aisladas de plantas.
Dentro de los géneros Allexivirus y Potexvirus se diferencian los subgéneros

Acarallexivirusy Mandarivirus, respectivamente (Figura 1.1) (Ubeda et al., 2025).
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Figura 1.1. Analisis filogenético de la familia Alphaflexiviridae. E| alineamiento mdltiple
de 72 secuencias de replicasa correspondiente a cada uno de los miembros tipo de las 72
especies aceptadas actualmente dentro de la familia se realizo empleando MUSCLE. El mejor
método de sustitucion de aminoacidos se determind con MEGA 11. Los arboles de maxima
verosimilitud (ML, maximum likelihood) se infirieron mediante el software RAXML-NG
empleando el método LG, considerando la proporcién de sitios invariantes (+I) y la variacion
de la tasa de sustitucidon entre sitios, de acuerdo con una distribucién gamma (+G). Se
muestra el mejor arbol ML con valores de soporte bootstrap (1000 réplicas); Unicamente se
muestran los valores >50%. Carnation latent virus (QIX15400.1) (Carlavirus latensdianthi,
familia Quinivirinae) se utiliz6 como externo al grupo, y el arbol fue enraizado en esta
secuencia. Figura modificada de Ubeda et al., 2025,
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Los miembros de la familia Alphaflexiviridae que infectan plantas han sido
aislados de una amplia variedad de especies vegetales tanto mono como
dicotileddneas, aunque el rango de hospedadores de cada especie individual suele
ser limitado. Todos los miembros de la familia que infectan plantas pueden ser
transmitidos mediante inoculacién mecanica y en la mayoria de casos no se conocen
vectores especificos asociados a su transmision (Ubeda et al., 2025), excepto para

algunos Allexivirus, que son transmitidos por acaros (Kang et al., 2007).

1.1.1. Organizacion genomica

En todos los casos estudiados el genoma de los miembros de la familia
Alphaflexiviridae se encuentra poliadenilado en su extremo 3’ y presenta una
estructura cap de tipo 7-metilguanosina (m7G) en su extremo 5’. Los extremos 3’ y
5’ no traducibles (UTRs, untranslated regions) presentan una longitud variable entre
los miembros de la familia (Figura 1.2), e incluyen diferentes secuencias y estructuras
reguladoras (Ubeda et al., 2025). La replicasa esta codificada en la primera pauta
abierta de lectura (ORF, open reading frame) del genoma, con la excepcién del
miembro del género Platypuvirus (Figura 1.2). A continuacion, se codifican hasta
cinco ORFs hipotéticas (Figura 1.2), cuyo numero y naturaleza constituyen un criterio

diferenciador entre los géneros de la familia (Ubeda et al., 2025).

El ARN gendmico de los miembros de la familia Alphaflexiviridae es utilizado
directamente para la traduccion de la replicasa, mientras que las ORFs situadas
aguas abajo de esta son traducidas a partir de ARNs subgendmicos (sgRNA,
subgenomic RNA). Los distintos sgRNAs sintetizados son 3’ coterminales con el ARN
gendmico y presentan un extremo 3’ poliadenilado. Ademas, se les supone capeados
en su extremo 5’ con una estructura m7G imitando al ARN genémico (Ubeda et al.,
2025). Estos sgRNAs pueden ser policistronicos y la estrategia de leaky ribosome
scanning parece ser el mecanismo utilizado para la traduccién de las ORFs aguas

abajo de la primera (Fujimoto et al., 2022). Los distintos sgRNAs pueden o no ser



Introduccion

encapsidados junto al ARN gendmico por la proteina de la capside (CP, coat protein)
en el viridn (Agirrezabala et al., 2015; Short & Davies, 1983).
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Figura 1.2. Organizacion gendomica de virus representativos dentro de cada género y
subgénero de la familia Alphaflexiviridae. Las regiones 5’ y 3’ no traducidas (UTRs) estan
representadas por una linea negra, mientras que las cajas de diferentes colores indican las
regiones codificantes; las regiones que codifican proteinas hipotéticas o de funcion
desconocida se muestran en cajas blancas. TGB: Triple gene block (bloque de tres genes);
CP: Coat protein (proteina de la capside); NABP: Nucleic acid binding protein (proteina de
union a acidos nucleicos); MP: Movement protein (proteina de movimiento). La barra de
escala corresponde a 500 nucledtidos. Figura modificada de Ubeda et al., 2025.

La replicacion, en los casos estudiados, se da en el citoplasma, donde se
pueden identificar agregados de particulas virales. Normalmente, en los estadios
avanzados de la infeccion, se puede observar la formacion de los llamados organulos
de replicacion viral (VRO, viral replication organelle). Los VROs son estructuras
formadas por el secuestro, a cargo de las proteinas virales, del sistema de
endomembranas de diferentes organulos y distintos factores del huésped (R. He et

al., 2023; Verchot, 2011).

1.1.2. Replicasa y proteina de la capside

La replicasa y la CP son los principales determinantes taxondmicos de la
familia Alphaflexiviridae. Un analisis filogenético utilizando las secuencias de
aminoacidos de la replicasa del miembro tipo de cada una de las 72 especies
aceptadas actualmente en la familia Alphaflexiviridae proporciond resultados
congruentes con analisis previos y con analisis equivalentes utilizando la secuencia

core de la CP, con la excepcién de la CP de Allexivirus, Botrexvirusy Lolavirus, la cual
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parece haber evolucionado a partir de un ancestro de la CP de Potexvirus (Ubeda et

al., 2025).

La replicasa de la familia Alphaflexiviridae, la Unica proteina viral necesaria
para la replicacion (Ubeda et al., 2025), presenta un tamafio comprendido entre 121
y 196 kDa y contiene de manera ordenada los motivos metiltransferasa de ARN de
tipo 1 (MET), helicasa-like de ARN (HEL) y ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp). Hasta la fecha no se ha descrito actividad helicasa para el dominio HEL de los
miembros de la familia Alphaflexiviridae. Segun resultados obtenidos con BaMV
(bamboo mosaic virus; especie Potexvirus bambusae), la replicasa codificaria todas
las actividades enzimaticas necesarias para el capping de los ARN virales en los
dominios MET y HEL (Huang et al., 2005; Y. I. Li et al., 2001; Y.-I. Li et al., 2001; Lin
et al., 2012; Meng & Lee, 2017). Sin embargo, todavia esta por confirmar si esta via
de capping puede generalizarse a todas las replicasas de Alphaflexiviridae, aunque la
conservacion de residuos criticos tanto en el dominio MET como en el HEL, asi lo
sugieren (Ubeda et al., 2025). El dominio RdRp, por su parte, se localiza en el extremo
C-terminal de la replicasa y se caracteriza por la presencia del motivo central
S/TGX3TX3NS/TX22GDD (Koonin et al., 1993). Para BaMV se ha demostrado que el
dominio RdRp es el encargado de reconocer estructuras en conformacion de
pseudoknot en el extremo 3’, y que esta interaccion es necesaria para la sintesis de
cadenas negativas del genoma viral (Huang et al., 2001). Secuencias similares en
otras especies virales (Osman et al., 2014), asi como otras secuencias y estructuras
presentes en las cadenas positivas y negativas del ARN viral también serian

necesarias paraelinicio de la transcripcién (Chen et al., 2010; Pillai-Nair et al., 2003).

Ademas de los tres dominios canonicos, las replicasas de la familia
Alphaflexiviridae pueden contener (o no) un motivo AlkB, ubicado entre los dominios
MET y HEL. Las proteinas AlkB tienen un papel principal en la defensa frente a dafo
por metilacion tanto del ARN como del ADN. Aunque su funcion ha sido demostrada
unicamente en virus de plantas fuera de la familia A/lphaflexiviridae (van den Born et

al., 2008), algunos analisis bioinformaticos sugieren una asociacion directa entre la
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presencia del motivo y que los virus estén restringidos a floema, asi como una
adquisicion del motivo mediante transferencia horizontal; este patrén también se ha
observado en Alphaflexiviridae (Moore & Meng, 2019). Por otro lado, se han
identificado regiones con homologia estructural intercaladas entre los dominios
principales. Un ejemplo es una alfa hélice anfipatica localizada aguas abajo del
dominio MET. Resultados experimentales empleando PIAMV (plantago asiatica
mosaic virus; especie Potexvirus marmorplantagonis) han demostrado que esta
region es un determinante para la asociacién a membranas, y que posiblemente

contribuya al anclaje del complejo de replicacién a estas (Komatsu et al., 2021).

La otra proteina caracteristica codificada en el genoma de Alphaflexiviridae es
la CP, una proteina muy variable en tamano que oscila entre los 20,7 y 63,3 kDa. En
términos generales esta variacién de tamano esta causada por el extremo N-terminal,
ya que existe una gran variabilidad en esta region de la proteina; por ejemplo, la CP
de ReAV (rehmannia allexivirus; especie Allexivirus rehmanniae) tiene mas de 300 aa
adicionales en su extremo N-terminal sin homologia conocida (Qin et al., 2024). Sin
embargo, cuando se excluye esta region, la conservacién entre las CP de los
miembros de Alphaflexiviridae es sorprendentemente alta (Ubeda et al., 2025). Dos
desviaciones importantes al modelo general de CP y de la particula viral que
conforman son SsDRV (Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated RNA virus;
especie Sclerodarnavirus sclerotiniae), por carecer de un ORF de CP en su genoma; y
LoLV (lolium latent virus; especie Lolavirus latenslolii) por incorporar en sus viriones,
en proporciones equimolares, dos formas carboxi-coterminales de la CP (Ubeda et

al., 2025; Vaira et al., 2012).

Hasta la fecha se ha resuelto la estructura 3D del virién Unicamente para cinco
miembros del género Potexvirus: BaMV (DiMaio et al., 2015), PVX (potato virus X;
especie Potexvirus ecspotat) (Grinzato et al., 2020), PepMV (Agirrezabala et al.,
2015), PapMV (papaya mosaic virus; especie Potexvirus papayae) (Yang et al., 2012),
y AltMV (alternanthera mosaic virus; especie Potexvirus alternantherae)

(Thuenemann et al., 2021). Estos estudios han mostrado una estructura de la
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particula viral y los protémeros de CP esencialmente coincidentes entre si y con un
parecido significativo a las de otros virus filamentosos flexuosos. Cada protémero de
CP comprende tres regiones: (i) una regién N-terminal, (ii) una regidn central y (iii) la
region C-terminal. Mientras que las regiones N-terminal y central permanecen
expuestas en el virién, la regién C-terminal forma un canalinterno en el que hay varios
residuos de aminoacidos muy conservados entre los miembros de la familia que
conforman un bolsillo de unién a ARN, el cual estabiliza y protege el ARN viral dentro
del virion. Cada protdmero de CP establece contacto lateral con los dos protdmeros
inmediatamente adyacentesy con los protémeros inferior y superior en la disposicion
helicoidal (Agirrezabala et al., 2015; DiMaio et al.,, 2015; Grinzato et al., 2020;
Thuenemann et al., 2021; Yang et al., 2012).

1.1.3.El bloque de tres genes

El TGB es un moddulo génico evolutivamente conservado, esencial para el
movimiento intra e intercelular, gracias a la accion coordinada de las tres proteinas
que codifica (TGB1, TGB2 y TGB3) (Linnik et al., 2013; Morozov & Solovyev, 2003;
Park et al., 2014). Ademas, las tres proteinas son clave en la formacién y estructura
de los VRO aunque no son necesarias para la replicacion, ni la encapsidacion del ARN
viral (Beck et al., 1991; Morozov & Solovyev, 2003; Tilsner et al., 2012; Tilsner &
Oparka, 2012; Verchot et al, 1998). Todos los miembros de la familia
Alphaflexiviridae, salvo los géneros Botrexvirus, Platypuvirus y Sclerodarnavirus,
presentan este bloque. Ademas, dos especies del género Potexvirusy la mayoria de
miembros del género Allexivirus carecen de una ORF canonica para la TGB3, al estar

ausente el codon de inicio (Ubeda et al., 2025).

Las tres ORFs del TGB se solapan parcialmente. Esta organizacion podria
haberse conservado evolutivamente por conferir ventajas regulatorias con respecto
tanto al momento de expresion como a la proporcion relativa de las distintas
proteinas, lo que compensaria la posible pérdida de eficacia bioldgica derivada de su

reducida capacidad para tolerar mutaciones en las regiones solapantes (Morozov &
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Solovyev, 2015; Verchot-Lubicz et al., 2010). Es aceptado como una generalidad del
TGB que la TGB1 se expresa a partir del sgRNA1, el mas grande y abundante,
mientras que la TGB2 y la TGB3 se traducirian a partir del sgRNA2, siendo la TGB3

traducida mediante leaky ribosome scanning (Verchot et al., 1998).

La TGB1 normalmente se encuentra codificada en la ORF2 y es la proteina mas
grande del TGB con un peso molecular de 24-27 kDa (214-306 aa). La TGB1 de los
miembros de la familia Alphaflexiviridae es una helicasa perteneciente a la
superfamilia 1 (Morozov & Solovyev, 2003). Para los virus estudiados se ha descrito
que el dominio helicasa de la TGB1 actua a través de interacciones homologas
uniendo cooperativamente ARN, y tiene capacidad ARN helicasa y NTPasa
dependientes de ATP y Mg2+ (Kalinina et al., 2002; Leshchiner et al., 2006; Lin et al.,
2004; Liou et al., 2000; Rouleau et al., 1994). Ademas del dominio helicasa, se puede
identificar una regién N-terminal de unos 25 aa a la que se le han atribuido funciones
moduladoras de la unién a nucledtidos, la actividad ATPasa y la capacidad de
movimiento viral, al menos para BaMV (Lin et al., 2004; Liou et al., 2000; Wung et al.,
1999). Ademas de ser clave en el movimiento viral, la TGB1 tiene un papel clave como
supresor del silenciamiento de ARN, limitando la propagacion de la senal de
silenciamiento (Voinnet et al., 2000). Sin embargo, se ha descrito la existencia de
diferencias significativas en la capacidad de supresion del silenciamiento de la TGB1
de distintos miembros del género Potexvirus (Senshu et al., 2009). Pese a que las
funciones de movimiento y supresion del silenciamiento estan ligadas, es posible
desacoplarlas y conseguir versiones de TGB1 funcionales en cuanto a movimiento
pero que carecen de actividad como supresor del silenciamiento y viceversa. Sin
embargo, Unicamente se puede complementar en trans la funcion de supresor del
silenciamiento y rescatar un fenotipo de infeccién silvestre (Bayne et al., 2005;
Jaubert et al., 2011; Lim, A. M. Vaira, et al., 2010; Lim, A M Vaira, et al., 2010). El
cambio entre las distintas funciones de la TGB1 parece estar mediado por la
fosforilacién de determinados residuos de la proteina. En este contexto, la forma

fosforilada conservaria la capacidad de movimiento, perdiendo su actividad como
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supresor del silenciamiento. No obstante, el mecanismo que regula esta
interconversion funcional aun no se ha descrito en detalle (Moédena et al., 2008; Wu

et al., 2024).

La TGB2, a diferencia de la TGB1, es una proteina asociada a membrana con
un tamano que oscila entre los 11y 14 kDa (99-135 aa). Esta proteina se asocia a las
membranas del reticulo endoplasmatico (ER, endoplasmic reticulum) a través de dos
dominios transmembrana, adquiriendo una conformacion en “U”, donde ambos
extremos quedarian expuestos hacia el citosol, mientras que el dominio hidrofilico
central quedaria expuesto en el interior de las cisternas del ER (Hsu et al., 2008;
Morozov & Solovyev, 2003). Cabe senalar que también se ha propuesto la posibilidad
de que esta proteina adquiera una conformacién en “W” quedando asociada a
membrana a través de los dos dominios transmembrana y exponiendo las tres
regiones hidrofilicas al citoplasma, de forma similar a la conformacién adquirida por
proteinas reticulon-like (Lazareva et al.,, 2021; Wu et al,, 2019). La TGB2 es la
proteina dentro del TGB mas conservada entre los miembros de la familia
Alphaflexiviridae, especialmente en su extremo N-terminal, siendo el extremo C-
terminal -incluye el segundo fragmento transmembrana y la zona solapante con la
ORF4- variable entre los miembros de la familia (Ubeda et al., 2025). En el ER la TGB2
es capaz de inducir constricciones en las cisternas y promover la formaciéon de
vesiculas (Ju et al., 2005; Lazareva et al., 2021; Tilsner et al., 2012), ademas de
acumularse en el desmotubulo (Tilsner et al., 2013). Algunas observaciones
relacionan este patrén de localizacion con un papel en el aumento del limite de
exclusion molecular (SEL, size exclusion limif) del plasmodesmo (PD) (Tamai & Meshi,
2001). Sin embargo, es generalmente asumido que esta funcion recae
principalmente en la TGB1 (Howard et al., 2004). La TGB2 juega un papel clave en la
organizacion de los complejos de replicacion viral (VRCs, viral replication complexes)
a través de interacciones con el dominio C-terminal de la replicasa. Esta interaccion

es esencial para la relocalizacion tanto de la replicasa como de la TGB3 a los VRCs,
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ya que el bloqueo de esta interaccion reduce de forma significativa la replicacion y

compromete la capacidad de movimiento (Wu et al., 2019).

La TGB3, la mas variable y pequena de las proteinas del TGB, con 5,8-13 kDa
(52-126 aa), parece haberse originado dentro de un bloque génico formado por TGB1
y TGB2 mediante un proceso de overprinting (Morozov & Solovyev, 2015). La TGB3
tiene un Unico fragmento transmembrana vy, al igual que la TGB2, se asocia a ER,
guedando el extremo N-terminal orientado hacia el lumeny el C-terminal proyectado
hacia el citosol (Chou et al.,, 2013; Morozov & Solovyev, 2003). Los miembros del
género Allexivirus carecen de un gen de TGB3 candnico, al no presentar un codén de
inicio; sin embargo, esta proteina se traduciria mediante leaky scanning como la
TGB3 del resto de miembros de la familia (Lezzhov et al., 2015). La expresion de la
TGB3 activa la respuesta ante proteinas mal plegadas (UPR, wunfolded protein
response) en el ER, y desencadena muerte celular programada (Ye et al.,, 2013).
Ademas, se han identificado diferentes determinantes de patogenicidad en la TGB3

(Hasidéw-Jaroszewska et al., 2011).

Se acepta como una generalidad que las proteinas TGB2 y TGB3 establecen
interacciones tanto homoélogas como heterdlogas esenciales para el reclutamiento
de la TGB1 a los PD y la formacién del complejo de movimiento viral (Tilsner et al.,
2013; Tilsner & Oparka, 2012; Ubeda et al., 2025). Este mecanismo coordinado es
fundamental para el movimiento del virus y representa un modelo comun en virus del
género Potexvirus (ver mas adelante) y virus relacionados dentro de la familia

Alphaflexiviridae.

1.1.4. Modelo de reorganizacion celular orquestado por el TGB

Pese a la simplicidad relativa del genoma de los miembros del género
Potexvirus, estos presentan una estrategia sofisticada a la hora de infectar a su
huésped y expandirse colonizando todas las células del individuo, secuestrando la

maquinaria celular y haciéndola propia.
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Tras la entrada del virién en la célula huésped (Figura 1.3 A), este se
desencapsida exponiendo el ARN gendmico, dejandolo accesible a la maquinaria de
traduccién celular. Este proceso posiblemente este mediado por la fosforilacion de
subunidades de CP a cargo de factores del huésped, lo que desestabilizaria la
particula viral (Atabekov et al.,, 2001). Tras las primeras rondas de traduccion y
transcripcion gracias a la replicasa viral y diferentes factores del huésped, las
proteinas TGB2 y TGB3 comienzan a acumularse asociandose a las membranas del
ER. Ambas proteinas son capaces de formar complejos homologos y heterélogos
consigo mismas y con distintos factores del huésped lo que posibilita su movimiento
lateral a lo largo de la red ER-actina (Huang et al., 2023). Ademas, también pueden
moverse por el interior celular a través de vesiculas inducidas por la TGB2 mediante
un mecanismo no convencional, independiente de COPII (Haupt et al., 2005) (Figura

1.3 B).

Los complejos formados por TGB2 y TGB3 actuarian como nucleos para la
formacion de granulos asociados al ER, en los que es reclutada la replicasa y el ARN
viral no encapsidado gracias a la accion de la TGB2 (Bamunusinghe et al., 2009)
(Figura 1.3 B). Estos granulos representarian VRCs tempranos. La TGB3 contiene
senales de localizacion que la dirigen al ER cortical, donde conforma los cuerpos
periféricos (Figura 1.3 C): estructuras membranosas punteadas en el ER cortical que
incluyen las diferentes proteinas virales, asi como distintos factores del huésped, y
que han sido originados a partir de los granulos asociados al ER previamente
descritos. En los cuerpos periféricos se desarrollan entonces distintos eventos clave:
(1) La TGB2 recluta a la replicasa, el ARN viral no encapsidado y concentra la TGB3
(Wu et al., 2019). (2) La TGB3 sufre cambios conformacionales y/o de su estado de
oligomerizacién, formando estructuras punteadas junto a TGB2. Estas estructuras se
diferencian de los granulos asociados al ER, descritos anteriormente, por un aumento
en su tamano y reduccién de su motilidad (Lee et al., 2010). (3) La TGB2 actuaria con
funcidén similar a proteinas reticulon-like, remodelando y estabilizando las cisternas

del ER cortical en membranas con una gran curvatura y préximas a los PD. Estas
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membranas representan el andamiaje donde los cuerpos periféricos se ensamblany
estabilizan. Se ha propuesto que la TGB2 seria capaz de adoptar una conformacion
en “W” en estas estructuras, analoga a la de las proteinas reticulon-like, en lugar de
la conformacion en “U” descrita (Lazareva et al., 2021). (4) La actividad de las
proteinas reticulon-like del huésped es secuestrada (Lazareva et al., 2021; Lee et al.,
2010). En este punto, se pueden observar los cuerpos periféricos de replicacién
anclados a los PD, mientras siguen siendo visibles los granulos asociados al ER

(Figura 1.3 C) (Tilsner et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, la TGB3 es considerada el factor de
direccionamiento hacia los PD, jugando un papel esencial al reclutar ala TGB1 a estas
estructuras de comunicacion. En los PD la TGB1 incrementa el SEL (Figura 1.3 C)
(Howard et al.,, 2004). Asi, las tres proteinas TGB colonizan el desmotubulo
preparandolo para el transporte de los viriones y/o ribonucleoproteinas (RNP) a la
célula adyacente (Figura 1.3 D). La CP de los potexvirus es esencial para el
movimiento célula a celula, aunque no es capaz por si misma de insertarse en los PD
y necesita de otros factores virales. Actualmente, la hipotesis con la que se trabaja es
que la CP es insertada a los PD en forma de ribonucleoproteina (RNP) formada por el
ARN gendmico del virus recién sintetizado que comienza a encapsidarse al salir del
VRC y une TGB1 en su extremo 5’ como senal de direccionamiento (Figura 1.3 D).
Parala CP se ha descrito un switchfuncional que supone que la forma de CP reducida,
fuera del VRC, mostraria afinidad por el ARN viral, formando el virién y la RNP;
mientras que, dentro de los VRCs, la CP podria sufrir S-oxidacién (Méndez-Lopez &
Aranda, 2023) (zoom en Figura 1.3 D). La oxidacion de la CP reduce su afinidad por el
ARN viral o su capacidad de oligomerizacion, permitiendo que el ARN quede
disponible para su traduccion y sintesis de cadenas negativas y sgRNAs. La RNP se
transfiere a través del PD mediante asociaciones estables con los complejos de
TGB2-TGB3 anclados a membrana (Chou et al., 2013) (Figura 1.3 D). Asi, la célula
receptora no solo recibe el ARN viral junto a distintas subunidades de CP, sino que

también recibe un set de proteinas virales que favorecerian el inicio de la nueva
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Figura 1.3. Modelo de la remodelacion celular coordinado por las proteinas del bloque de
tres genes (TGB) de la familia Alphaflexiviridae. A. Entrada del virus y replicacion inicial. El
virion penetra en la célula huésped a través de una microlesion y se desestabiliza mediante
la fosforilacion de las subunidades de CP por factores del huésped. El ARN viral libre recluta
la maquinaria de traduccion del huésped y sintetiza la replicasa. La replicasa transcribe las
cadenas negativas del ARN viral (-vRNA) y los ARN subgendmicos (sgRNA) que son utilizados
como molde para la replicacion y traduccion de las proteinas virales, respectivamente. N:
nucleo; nu: nucleolo; ER: reticulo endoplasmatico; PD: plasmodesmo. B._Formacion de
granulos asociados al reticulo endoplasmatico y vesiculas inducidas por TGB2. La TGB2 y
TGB3 se desplazan a través de las membranas del ER formando complejos, a los cuales
reclutan la replicasa y el ARN viral libre, formando asi granulos asociados a ER los cuales
actian como complejos de replicacion viral (VRCs) tempranos. Ademas, la TGB2 induce la
formacién de vesiculas a partir de las membranas del ER a las que también es reclutada la
TGB3. C._Formacién de cuerpos periféricos. La TGB3 tiene senales de localizacién que la
dirigen al ER distal, donde sufre oligomerizacion y/o cambios conformacionales que generan
estructuras punteadas facilmente visibles en las cisternas mas proximas a la membrana
celular del ER. En el ER distal, la TGB2 adquiere una conformacion reticulon-like, con
capacidad de remodelar las membranas del ER en estructuras altamente curvadas, formando
asi los cuerpos periféricos. Estas estructuras membranosas actian como VRCs intermedios,
acoplando transcripcion y traduccién con el movimiento viral a través de los PD. La TGB1 es
reclutada a los PD por accion de la TGB3 y TGB2, incrementando el limite de exclusién
molecular del PD. A través de diferentes mecanismos moleculares, el huésped es capaz de
percibir la infeccion aumentando los depdsitos de calosa del PD como respuesta. Como
contramedida, la TGB2 interactla con distintas proteinas para activar la $-1,3-glucanasa, y
degradar la calosa facilitando el movimiento viral a través del PD. D._Formacion de la
ribonucleoproteina (RNP) e infeccién de la célula adyacente. Dentro del VRC, la CP puede
experimentar procesos de oxidacién, modificando su estado RedOx, lo que suprime su
afinidad por el ARN viral. De esta forma el ARN viral del interior de los VRCs quedaria
disponible para transcripcién / traduccion. Por el contrario, fuera de los VRCs, la CP se
presentaria en su forma reducida, con gran afinidad por el ARN o con capacidad de
oligomerizacion, promoviendo asi la formacién de la ribonucleoproteina (RNP) y viriones. El
ARN viral recién sintetizado comienza a encapsidarse a medida que sale del VRC. A este viridn
parcialmente encapsidado se le unirian subunidades de TGB1 en su extremo 5’, formando
asi la RNP. Las RNPs se asocian a los complejos TGB2-TGB3 que colonizan el desmotubulo.
La RNP coloniza la célula adyacente, y la TGB1 desencadena la desencapsidacién de la RNP,
haciendo accesible el ARN viral a la maquinaria de traduccion del huésped. Asi, la célula
recién infectada posee todo un conjunto de las proteinas virales antes de la llegada del ARN
viral. E._Formacion del pseudo-organulo de replicacién viral (VRO). En las etapas finales de la
infeccion todas las estructuras inducidas por el virus se concentran en un VRO mediante el
secuestro y reestructuracion del sistema de endomembranas y el citoesqueleto de la célula
huésped. En los diferentes VRCs, con una disposicidn en espiral gracias a la reestructuracion
de los filamentos de actina, se concentran laTGB1 soluble, y pequeios pequeias vesiculas
de TGB2-TGB3, dejando un espacio entre ellos donde tiene lugar la transcripcion y
traduccidn viral. Este pseudo-organulo viral alberga grandes cantidades de ARN viral libre, y
su periferia esta colonizada por una gran cantidad de viriones nacientes. Figura tomada de
Ubeda et al., 2025.
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infeccion. Un ejemplo de ello seria la TGB1, la cual forma parte de la RNP, y
posteriormente facilita su desencapsidacién en la célula receptora, acelerando el
inicio de la infeccién de manera independiente a los factores del huésped (Figura 1.3

D) (Atabekov et al., 2000).

El reconocimiento de proteinas virales por parte de la planta activa quinasas
dependientes de calcio, que a su vez activan a remorinas, un grupo de proteinas
asociadas a los PD. Una vez activadas, las remorinas cambian su localizacién vy
dindmica dentro de los PD, lo que conduce a la deposiciéon de calosa, reduciendo el
SEL del PD vy restringiendo asi el movimiento del virus (Perraki et al., 2018). Como
respuesta, se ha descrito que la TGB2 es capaz de interaccionar de forma especifica
con tres proteinas del huésped llamadas proteinas interactoras de la TGB2 (TIPs), las
cuales se propone que activan una beta-1,3-glucanasa, promoviendo la degradacion
de calosa, lo que aumenta el SEL vy facilita el movimiento viral entre células (Figura

1.3 C) (Fridborg et al., 2003).

Finalmente, en las etapas avanzadas de la infeccion, todas las estructuras
inducidas por el virus se concentran en la region perinuclear, formando un VRO, el
cual rivaliza en tamano con el nucleo celular (Figura 1.3 D). El VRO se encuentra
rodeado por membranas del huésped reordenadas en un proceso coordinado por la
actividad conjunta del TGB. Los VROs presentan una estructura altamente
organizada, que consiste en distintos VRCs. Cada VRC presenta un nucleo de
agregados helicoidales de TGB1, gracias a la reorganizacién de los filamentos de
actina, rodeado por pequenas vesiculas de distinto tamano de TGB2-TGB3 (Fig 1.3
D). Estas estructuras, asi como el VRO al completo, permanecen estables mediante
una red de interacciones entre la RdRp, las proteinas del TGB, la CP, el ARN viral y
diferentes factores del huésped reclutados por el virus a este organulo (Linnik et al.,
2013; Tilsner et al.,, 2012). Se ha documentado la incorporacién de diferentes
proteinas virales en vesiculas endosomales; sin embargo, sigue siendo incierto si este

proceso refleja el reciclaje de proteinas virales, la degradacién de las proteinas virales
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inducida por la planta huésped o incluso un posible mecanismo de transmision y

colonizacion de tejidos no conectados simplasticamente (Haupt et al., 2005).

1.2. Género Potexvirus

El género Potexvirus es el mas numeroso y representativo de la familia
Alphaflexiviridae. Fue nombrado tras la descripcion de su miembro tipo Potexvirus
ecspotati(especie anteriormente denominada Potato virus X), y actualmente el ICTV
reconoce 52 especies de potexvirus (Figura 1.1) (Ubeda et al., 2025). Dentro del
género Potexvirus se diferencia el subgénero Mandarivirus con tres especies

descritas (Figura 1.1).

1.2.1. Morfologia y genoma

Los potexvirus presentan viriones flexuosos y filamentosos, caracteristicos de
la familia Alphaflexiviridae, aunque tipicamente mas cortos (< 700 nm; 470-580 nm
de longitud), ya que su tamano esta condicionado al del genoma también mas corto
(5,9-7 kb). El (+)ssRNA genomico de los potexvirus Unicamente constituye el 6% del

peso del virién (Atabekov et al., 2007).

Los potexvirus, como norma general, presentan la organizacion gendémica tipo
de la familia Alphaflexiviridae, codificando las cinco proteinas candnicas; la replicasa
en la ORF1, las TGB1, 2 y 3 en las ORFs 2, 3y 4, respectivamente, y la CP en la ORF5
(Figura 1.2) (Verchot-Lubicz et al., 2007). Sin embargo, los miembros del subgénero
Mandarivirus presentan una ORF adicional aguas abajo de la CP y solapante con esta,
que codifica una proteina con funcion de unién a acidos nucleicos (Figura 1.2). La
presencia de esta ORF extra es un criterio distintivo del subgénero (Ubeda et al.,
2025). Los potexvirus se diferencian de otros grupos virales que también codifican
un TGB, como los hordeivirus, en la estructura y funcién de sus proteinas TGB
(Verchot-Lubicz et al., 2010). La TGB2 es la proteina mas conservada codificada por

el TGB en el género Potexvirus (Cotillon et al., 2002; Navarro et al., 2019). Ademas,
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para los potexvirus, la CP es estrictamente necesaria en el movimiento intercelulary
sistémico (Sempere et al., 2011; Verchot-Lubicz et al., 2010). Otro rasgo distintivo
del género Potexviruses laausencia de vectores biologicos, por lo que su transmisién
natural ocurre, casi en exclusiva, por contacto mecanico. Sin embargo, se ha descrito
la transmision de CYVCV (citrus yellow vein clearing virus, especie Potexvirus
citriflavivenae) y PAMV (potato aucuba mosaic virus, especie Potexvirus
marmoraucuba) mediante pulgones (Loconsole et al., 2012; Maghsoudi et al., 2023),
aunque en el ultimo caso la transmisidon mediante vectores es dependiente de la
asociacion con un potyvirus, el cual suministra la proteina Aelper (Baulcombe et al.,

1993).

1.2.2. Relevancia en virologia y biotecnologia

El género Potexvirus ha sido, y es, esencial en la comprensién de la virologia
vegetal, ya que varios de sus miembros han tenido papeles clave para la investigacion
tanto de la virologia molecular como de sus aplicaciones biotecnolégicas. El
conocimiento generado utilizando algunos de sus miembros, sobre todo PVXy BaMV,
ha servido para desarrollar modelos de gran relevancia para entender, por ejemplo,
la remodelacion celular que acompana a las fases tempranas de la infeccion (ver

apartado 1.1.4.y discusion).

PVX ha ocupado un lugar destacado en el avance de la virologia situandose en
el top 10 de virus de plantas en patologia molecular debido a su desarrollo como
modelo en el estudio de la interaccion planta-virus, asi como para la replicacion,
mecanismos de expresion de los genes virales y movimiento viral (Scholthof et al.,
2011; Verchot, 2022). Entre las contribuciones mas significativas se encuentra el
descubrimiento del silenciamiento de ARN, y los supresores del silenciamiento de
ARN codificados en los genomas virales, gracias al desarrollo de vectores basados en
PVX para la expresion de construcciones de interés de forma heterdloga
(Anandalakshmi et al., 1998; Baulcombe, 1996). PVX ha sido crucial para la

comprension de los mecanismos de resistencia viral en plantas, como la resistencia

20



Introduccion

mediada por el gen Rx. Este gen actia como un sensor de la infeccion, capaz de
reconocer la CP de PVX y desencadenar la sefalizacion de una respuesta defensiva
que es capaz de bloquear la infeccién viral en las primeras células infectadas, y que
es epistatica sobre la respuesta hipersensible (Bendahmane et al., 1999). Ademas,
fue clave en la descripcion del papel de las proteinas de movimiento virales en el
transporte a través de plasmodesmos, y en el uso de proteinas fluorescentes como
la GFP para monitorizar y estudiar el desarrollo de la infeccion viral (Samuels et al.,

2007).

De manera similar, el estudio de BaMV ha permitido caracterizar numerosos
elementos cis clave del ARN viral y proteinas necesarias para la replicacién y
transporte, mecanismos no candnicos para unir el cap a los ARNSs virales, asi como la
estructura de los viriones flexuosos filamentosos. Ademas, BaMV ofrece un sistema
optimo para el estudio de ARN satélites y las implicaciones que estos tienen en la
biologia del virus (Alazem & Lin, 2017; Chen et al., 2010; Huang et al., 2001; Lin &
Lin, 2017; Meng & Lee, 2017).

PepMV, inicialmente debido a su gran importancia aplicada, se ha consolidado
como un virus modelo en la virologia molecular de plantas debido a los avances que
han permitido entender la relevancia de la interaccion entre cepas del virus en el
desarrollo de las epidemias y en la evolucion del virus, en la identificacién de nuevas
fuentes de resistencia, y en el desarrollo y aplicacion de estrategias de control (véase
mas abajo). El estudio de la interaccion molecular entre PepMV y sus huéspedes, de
importancia creciente, se beneficia enormemente del conocimiento acumulado

generado con PVX 'y BaMV, entre otros.

Por otra parte, los virus de plantas en general, y los potexvirus en particular,
representan valiosas herramientas biotecnoldgicas gracias a sus propiedades fisicas
y quimicas distintivas, como su composicién proteica, su simetria filamentosa, su
capacidad de encapsular ARN, y su rapida multiplicacién y sencilla purificaciéon
(Steele et al., 2017). En particular, una dimension relevante del género Potexvirus es

su aplicacion en biotecnologia vegetal, donde virus como PVX y PepMV han sido
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ampliamente empleados como vectores modulares para la expresion de proteinas
heterdlogas. Su alta eficiencia de infeccion y la capacidad de integrar secuencias
exogenas sin comprometer significativa su infectividad, han facilitado avances en la
produccion de proteinas terapéuticas y de interés comercial (molecular farming), asi
como el estudio funcional de genes de plantas (Canizares et al., 2005; Le et al., 2019;
Ruiz-Ramoén et al.,, 2019). Estas caracteristicas intrinsecas y su versatilidad
convierten a los virus de plantas, especialmente a los potexvirus, en plataformas
biotecnoldgicas claves para la innovacion en los campos biomédico vy

nanotecnolégico.

1.2.3. Relevancia en fitopatologia

Desde un punto de vista fitopatoldgico, el género Potexvirus destaca como uno
de los mas importantes dentro de la familia Alphaflexiviridae, debido al significativo
impacto fitosanitario y econdmico que provocan varias de sus especies en cultivos de
interés industrial. Pese a que las especies de potexvirus presentan, de forma aislada,
una gama de huéspedes relativamente restringida, el género en su conjunto tiene una
distribucion cosmopolita y muestra una notable adaptabilidad a diversos huéspedes
(Ubeda et al., 2025). Los potexvirus infectan principalmente especies herbaceas,
incluyendo cultivos horticolas, ornamentales y de interés industrial, aunque los
Mandarivirus han sido aislados de diferentes especies de arboles frutales (Loconsole
et al.,, 2012; Maghsoudi et al., 2023). La infeccidon por potexvirus presenta una
sintomatologia variable, que en general incluye mosaicos y leves deformaciones
foliares, aunque en muchos casos pueden inducir clorosis internervial, asi como
malformaciones graves y necrosis en hojas y frutos. Estos danos afectan tanto al
estado foliar como a la calidad y el rendimiento de los frutos, provocando un impacto

significativo en el valor comercial de los cultivos afectados.

Entre los potexvirus de mayor relevancia fitopatoldgica y econdmica destacan
PVX y PepMV. Ambos virus tienen una distribucién global y afectan a cultivos

esenciales: PVX es uno de los virus mas prevalentes en patata (5. tuberosum),
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mientras que PepMV es el responsable de una grave pandemia en el cultivo de tomate
(S. lycopersicum). Ambos virus se transmiten eficientemente por contacto mecanico
y mediante material vegetal contaminado. Ademas, se ha descrito una reducida gama
de fuentes de resistencia para PVX y para PepMV no existen variedades resistentes
disponibles en el mercado, lo que dificulta su control y lo limita a medidas
preventivas, como el uso de material certificado libre de virus y la aplicacion de
buenas practicas agricolas, y el uso de proteccion cruzada (Hanssen & Thomma,

2010; Hernando & Aranda, 2024; Verchot, 2022).

Por todo ello, los desafios actuales en el estudio de Potexvirusincluyen la
comprension de la evolucion y diversificacién genética dentro del género, asi como la
elucidacion detallada de los mecanismos moleculares de interaccion huésped-
patdgeno. Esto permitird una mejora en el desarrollo de tecnologias para su control
eficiente y uso biotecnoldgico. En este contexto, el patosistema PepMV-tomate
resulta especialmente adecuado para su caracterizacion exhaustiva y extrapolacién
a otros patosistemas, dado que el género Solanum es uno de los mas cultivados a
nivel mundial, y PepMV constituye un modelo muy adecuado del género Potexvirus

(Ubeda et al., 2025).

1.3. Virus del mosaico del pepino dulce (PepMV)

1.3.1. Origen, distribucion e importancia economica

PepMV fue descrito en 1980 infectando cultivos de kachuma (Solanum
muricatum) en Peru (Jones et al., 1980), y en 1999 se describié la primera infeccion
natural en cultivos de tomate en los Paises Bajos y Gran Bretaia (van der Vlugt et al.,
2000; Wright & Mumford, 1999). Poco después de esta primera descripcion, PepMV
fue incluido en la Lista de Alerta de la Organizacion Europea y Mediterranea para la
Proteccion de las Plantas (EPPO, European and Mediterranean Plant Protection

Organization), al evidenciarse la rapida propagacion en cultivos de tomate por toda

23



Introduccion

Europa (Cotillon et al., 2002; Efthimiou et al., 2010; Jorda et al., 2001; Lasemann et
al., 2000; Roggero et al., 2001; Wright & Mumford, 1999). Las vias de diseminacion
que llevaron a la situacién pandémica actual no estan del todo claras. Actualmente,
PepMV es el responsable de una pandémia en el cultivo de tomate, estando presente
en mas de 34 paises a lo largo de los cinco continentes, con una especial incidencia
en Espana, Italia, Marruecos, Peru, Turquia, Grecia y México (Figura 1.4) (Carmichael
et al., 2011; Cho et al., 2022; EPPO, 2024; Forray et al., 2004; French et al., 2001;
Hanssen et al., 2008; Ling & Zhang, 2011; Mumford & Metcalfe, 2001; Pospieszny &
Borodynko, 2006).

] Not reported

[ Reported

O Widespread

Figura 1.4. Distribucion mundial de PepMV. Paises / Estados (Regiones) donde PepMV esta
presente se encuentran coloreadas en naranja; y con un punto amarillo aquellos paises
donde presenta una distribucion generalizada y alta incidencia. Fuente: EPPO (2024).

PepMV es el responsable de importantes pérdidas econdmicas en el cultivo de
tomate, principalmente debido a los sintomas que causa en los frutos, reduciendo
significativamente su valor comercial. La literatura cientifica recoge reportes dispares
sobre la magnitud de estas pérdidas. No obstante, los estudios mas sistematicos
describen una pérdida moderada en la produccion, sin superar el 4%. Sin embargo,
el impacto sobre la proporcion de frutos de primera calidad puede alcanzar e incluso
superar el 40% en determinadas variedades de tomate (Aglero et al., 2018; Peters

et al., 2011; Spence et al., 2006). Por ello, la magnitud de las pérdidas econdmicas
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reales de la infeccidn por PepMV dependen en gran medida del mercado objetivo de

la produccién.

1.3.2. Diversidad genética

PepMV exhibe una considerable diversidad nucleotidica, que se manifiesta en
diferentes tipos genéticos principales. En este punto es importante sefalar que
comunmente se ha denominado a estos tipos genéticos como cepas. Sin embargo,
esto es apropiado cuando los diferentes tipos genéticos presentan caracteristicas
bioldgicas distintivas, por lo que usar el término “cepa” basandose Unicamente en la
identidad nucleotidica o en la de aminoacidos puede generar confusion. Por tanto, en

este trabajo utilizaré el término “tipo genético” o “tipos genéticos principales”.

Los primeros analisis comparativos de las secuencias de PepMV indicaron una
alta homogeneidad, superior al 99%, en los aislados de tomate. Sin embargo, estos
solo compartian un 94-97% de identidad nucleotidica con los aislados originales de
kachuma, ademas de presentar caracteristicas bioldgicas distintivas (Mumford &
Metcalfe, 2001; Van Der Vlugt et al., 2002; Verhoeven et al., 2003). En consecuencia,
los aislados de PepMV procedentes de plantas de tomate fueron categorizados como
una nueva cepa, la cepa europea (EU), distinta de la cepa original peruana (LP) de los
aislados de kachuma (Mumford & Metcalfe, 2001; Verhoeven et al.,, 2003).
Posteriormente, se secuenciaron dos aislados procedentes de plantas de tomate en
Ameérica, que mostraron un 82% y 79% de identidad nucleotidica con los aislados de
tipo EU. Por lo que fueron considerados representantes de dos nuevos tipos
geneéticos US1 y US2 (Maroon-Lango et al., 2005). Mas tarde se describid un nuevo
aislado en chile con un 79% de identidad nucleotidica con aislados de tipo LPy EU, y
un 78% vy 90% con los aislados US1 y US2 respectivamente, estableciendo un nuevo
tipo genético chileno (CH2). El analisis filogenético entre aislados de los distintos
tipos genéticos identificados sugirio que US2 es un recombinante entre US1 y CH2
(K. S. Ling, 2007). Un nuevo tipo genético (PES) fue aislado a partir de especies

silvestres afines al tomate de Peru. Este nuevo aislado mostro un 86% de identidad
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nucleotidica con US1,y entre un 78% y 82% con aislados del resto de tipos genéticos
identificados (Moreno-Pérez et al., 2014). Por tanto, actualmente se reconocen seis
tipos genéticos principales dentro de la especie P. pepini: LP, EU, US1, US2, CH2 y
PES. Esta heterogeneidad genética es fundamental para entender la evolucién, el

comportamiento epidemioldgico y el manejo del virus en cultivos comerciales.

1.3.3. Gama de huéspedes y sintomatologia

Aligual que la mayoria de potexvirus, PepMV presenta una gama de huéspedes
limitada, virtualmente restringida a solanaceas. En la actualidad solo se han
reportado incidencias en cultivos de kachuma y tomate, ademas de dos
descripciones aisladas en patata (S. ftuberosum) y albahaca (Ocimum basilicum)
(Davino et al.,, 2009; DPV-PepMV, 2005). PepMV también ha sido identificado
infectando de forma natural especies de tomate silvestre en Perd (Moreno-Pérez et
al., 2014, Soler et al.,, 2002, 2005), asi como en diferentes especies de plantas
adventicias, muchas de ellas pertenecientes a familias distintas de las solanaceas,
creciendo junto a zonas de cultivo (Cérdoba et al., 2004; Jorda, Pérez, Culebras, et
al., 2001; Matzrafi et al., 2023). Estos datos ponen de manifiesto la importancia de
monitorizar no solo el cultivo de interés sino todo el ecosistema agrario, para un

correcto diseno de estrategias de control y prevencion.

La gama de huéspedes experimentales de PepMV incluye todas las
solanaceas, aunque algunas no se infectan sistémicamente. Cabe senalar que la
gama de huéspedes es una capacidad propia de cada aislado concreto, ya que se han
descrito diferencias significativas en la capacidad de infectar determinados
huéspedes incluso entre aislados pertenecientes al mismo tipo genético principal
(Blystad et al., 2015; Jones et al., 1980; Jorda, Pérez, Culebras, et al., 2001; Moreno-
Pérez et al., 2014; Papayiannis et al., 2012; Salomone & Roggero, 2002; Stobbs et
al., 2009). Ademas, se han descrito coinfecciones en plantas de tomate de todos los
tipos genéticos principales conocidos de PepMV, asi como infecciones mixtas de

estos con otros virus. Este tipo de infecciones podria ampliar la gama de huéspedes
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e influir en otros aspectos de la biologia del virus (Alcaide & Aranda, 2023; Gomez-

Aix et al., 2019; Gonzalez et al., 2021; Klap et al., 2020; Pagan et al., 2006).

La sintomatologia que induce PepMV esta condicionada por el aislado viral, la
variedad vegetal, el tiempo de infeccidon (Sempere et al., 2016; Spence et al., 2006)
y condiciones ambientales como la temperatura o la intensidad luminica (Blystad et
al., 2015; Fakhro et al., 2011; Jorda, Pérez, Culebras, et al., 2001; Schwarz et al.,
2010), lo que la hace muy variable, desde leves patrones en mosaico hasta
deformaciones graves en hojas y frutos (Figura 1.5) (Alcaide et al., 2023; Hasiow-
Jaroszewska & Borodynko, 2012; Sempere et al., 2016). Tipicamente, el espectro de
sintomas en tomate incluye mosaicos amarillos o verde oscuro, manchas foliares
angulares amarillas, abullonado en las hojas, estrias verdes o necréticas en el tallo y
distribucion irregular de los pigmentos, malformaciones y agrietado de frutos (Figura
1.5) (Blystad et al., 2015; Hanssen et al., 2009; Jones et al., 1980; Roggero et al.,
2001; Spence et al., 2006). Las plantas de tomate pueden permanecer asintomaticas
hasta el momento de la fructificacién, momento en el que pueden aparecer sintomas
graves en frutos afectado significativamente al valor econdmico del cultivo (Gémez
et al., 2009; Spence et al., 2006). PepMV también ha sido relacionado con la etiologia
de la enfermedad del decaimiento del tomate (die-back disease), caracterizada por
un colapso repentino y marchitez total de la planta (Soler-Aleixandre et al., 2005),

aunque su causa parece ser compleja incluyendo a otros agentes patogenos.

Es importante destacar que la gravedad de los sintomas no esta
necesariamente correlacionada con la cepa o el tipo genético principal del aislado, ya
que puede estar asociada con sutiles diferencias a nivel nucleotidico entre los
genomas de los distintos aislados (Alcaide et al., 2022; Hanssen et al.,, 2009;
Verhoeven et al., 2003). Por ejemplo, ciertos analisis mutacionales han demostrado
gue una unica sustitucion de aminoacido en la posicion 67 (K67E) de la TGB3 puede
convertir una cepa de sintomatologia leve en una variante inductora de necrosis
(Hasiow-Jaroszewska et al., 2011; Hasiow-Jaroszewska & Borodynko, 2012). Esta

sustitucion modularia la acumulacién viral, la cual depende de factores adicionales,
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Figura 1.5. Sintomatologia de PepMV en plantas de tomate. Mosaico amarillento;
Malformaciones foliares / abullonado; Maduracion irregular del fruto / flaming; Distribucion
irregular de los pigmentos / marmoleo (marbling).

incluyendo los niveles de acumulacion del dominio RdRp de la replicasa, el cual es
un elicitor de necrosis (Sempere et al., 2016). Otro ejemplo es el de los mosaicos
foliares internerviales. Se ha demostrado que dos sustituciones puntuales en la CP,
E155K y D166G, presentes en un aislado de tipo CH2 inductor de amarilleamiento,
reproducen estos sintomas cuando se introducen de forma independiente en
aislados de sintomatologia leve con fondos genéticos de los tipos EU o CH2,
independientemente (Hasidow-Jaroszewska et al., 2013; Minicka et al., 2017). Del
mismo modo, la sustitucion E236K en la CP, identificada originalmente en el aislado
agresivo PepMV-H30, fue introducida en un aislado de sintomatologia leve con fondo
de tipo EU, el cual replicd los sintomas del aislado agresivo original. Este residuo,

ubicado en el extremo C-terminal, esta expuesto en el viridn, lo que indica una posible
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implicacion en interacciones proteina-proteina (Alcaide et al., 2023). Ademas, las
interacciones entre el virus y el huésped pueden generar respuestas opuestas en

funcidn del aislado especifico involucrado (Sempere et al., 2016).

En especies distintas de tomate, la expresiéon de sintomas a causa de la
infeccidén por PepMV es variable, aunque suele ser leve. En kachuma se han descrito
sintomas de amarilleamiento en hojas jévenes, mosaicos y deformaciones foliares
leves (Jones et al, 1980), mientras que en otras especies ensayadas la
sintomatologia incluye mosaicos, lesiones cloréticas y necroticas y diversas
deformaciones foliares. Cabe senalar que, en muchas especies, especialmente en
huéspedes silvestres, la infeccion por PepMV es asintomatica a pesar de ser
sistémica (Blystad et al., 2015; Cérdoba et al., 2004; Fakhro et al., 2011; Jones et al.,
1980; Jord4, Pérez, Culebras, et al., 2001; Moreno-Pérez et al., 2014; Papayiannis et
al., 2012; Salomone & Roggero, 2002). Hasta la fecha, no se ha caracterizado la

sintomatologia de PepMV en frutos distintos al tomate.

1.3.4. Genomay elementos cis-reguladores
Los datos de esta seccidn se basan en la secuencia de referencia (RefSeq) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) de PepMV (NC_004067.1),
correspondiente al aislado SP13, perteneciente al tipo genético EU. Por lo que
diferencias menores pueden ser identificadas al comparar esta informacion con otros

aislados de PepMV.

PepMV presenta un genoma (+)ssRNA de 6,45 kb, con 5 ORFs (Figura 1.6).
Ademas, incluye dos pequenas regiones intercistronicas, asi como UTRs en los
extremos 5’ y 3’ de 86 y 64 nucledtidos, respectivamente (Figura 1.6) (Aguilar et al.,
2002; Cotillon et al., 2002). El genoma de PepMV esta poliadenilado en su extremo
3’ (Aguilar et al.,, 2002; Cotillon et al.,, 2002) y se considera que contiene una

estructura cap m7G en su extremo 5’ (Figura 1.6).
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La ORF1, situada en el extremo 5’, codifica la replicasa, seguida de tres ORFs
parcialmente solapantes que codifican las tres proteinas que conforman el TGB, y la
ORF5 final que codifica la CP (Figura 1.6) (Adams et al., 2004; Aguilar et al., 2002).
Se considera que PepMV sigue la estrategia de traduccién de los miembros de su
familia, traduciendo la replicasa directamente desde el ARN gendmico mientras que
las ORF aguas abajo se traducen a partir de sgRNAs 3’-coterminales con el gendmico.
Ademas, es aceptado que los tres sgRNAs de PepMV presentan estructura 5’cap y
3’poli(A), imitando al ARN gendmico del virus (Figura 1.6). Los sgRNAs de PepMV no

se encapsidan en el virién (Agirrezabala et al., 2015; Méndez-Lépez & Aranda, 2023).

2500 bp
ORF4
ORF2 ORF5
‘ ‘ A, gRNA
ORF3
ORF4
ﬂ ORF5
‘ A, sgRNA1
ORF3
TGB3
ORF5
A, sgRNA2
TGB2
CP
A, sgRNA3

Figura 1.6. Estructura de los ARNs genomico y subgendmicos de PepMV. Representacidn
esquematica del ARN gendmico (gRNA) de 6,4 kb de PepMV y los tres ARNs subgendmicos
(sgRNA). Las regiones no codificantes se representan con una linea negra. Se representan la
estructura cap (Cap) y la cola poliadenilada (Ay) en las regiones no codificantes 5’ y 3’,
respectivamente. Las 5 ORFs de PepMV se muestran como cajas, con los nombres de las
proteinas codificadas sélo en las cadenas de ARN de las que se traducen, indicadas ademas
en color sélido. TGB: triple gene block | proteinas del bloque de tres genes; CP: coat protein
/ proteina de la capside. La barra de tamano representa 2,5 kb.

El genoma de PepMV presenta numerosas estructuras y secuencias
reguladoras en sus UTRs, con un alto grado de conservacion entre los miembros del

género Potexvirus. El genoma de PepMV comienza con la secuencia 5’GAAAACAAAA
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(Figura 1.7), considerada un promotor de la replicacion (Aguilar et al., 2002; Cotillon
etal.,, 2002). EL5’UTR junto con parte de la ORF1 se pliegan en una estructura de tallo
bucle (SL1, stem loop 1) quedando expuesta en el bucle la secuencia 5’GAAA (Figura
1.7). Esta secuencia es requerida para la replicaciéon de PVX (Park et al., 2013; Ubeda
et al., 2025). Para la acumulacién de los sgRNAs de PVX es necesaria la interaccion
entre el octanucleotido 5’AACUAAAC localizado aguas arriba del SL1 en el 5’UTR y
sus contrapartidas (5’GUUAAGUU) localizados en las regiones intercistronicas aguas
arriba de las ORF del TGB y la CP (Kim & Hemenway, 1999, 1997).
Sorprendentemente, en el caso de PepMV esta secuencia no esta conservada en el
5’'UTR (Figura 1.7), pero sus contrapartidas aguas abajo si lo estan; la secuencia
5’(AC/G)GGGUUAAGUUUUCC(7nt)GAAA, que incluye el octanucleotido (resaltado),
corresponde alos 25 nt de laregién intercistrénica entre las ORF1y 2, asi como aguas

arriba de la ORF5 y dentro de la ORF4 (Ubeda et al., 2025).

SL1  ocC"Aa

A=—uU
GAAAACAAAAUAAAUAAAUAAAUAUAC=——GGAAAAGAUCA

Figura 1.7. Estructura secundaria del extremo 5’ de PepMV. Se representan los 120
primeros nucledtidos del genoma de PepMV-SP13 (NC_004067.1). La estructura secundaria
del ARN fue predicha mediante el software UNAFold. Se puede diferenciar el SL1 (Stem loop
/ tallo bucle) descrito previamente para PVX. Se resalta en amarillo el octanucledtido
necesario para la acumulacion de los ARN subgendmicos. La secuencia 5’GAAA conservada
en PepMV, y requerida para la replicacion de PVX, esta resaltada en rojo. El coddn de inicio
5’AUG de la replicasa esta resaltado en azul.

En cuanto a la region 3’ UTR de PepMV, es capaz de plegarse en tres

estructuras de horquilla (Figura 1.8): la horquilla (hp, hairpin) 1, la mas 3’-terminal,
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no es necesaria para la sintesis de cadena negativa; la hp2, esta caracterizada por la
presencia de un bucle rico en “U” y es necesaria para la sintesis de cadenas
negativas; y la hp3, presenta el hexamero 5’ACUUAA caracteristico de los potexvirus
gue constituye un elemento de alta afinidad para la replicasa (Osman et al., 2014). A
través de interacciones entre el hp2 y la cola poli(A), la region 3’'UTR de PepMV puede
adoptar una conformacién de pseudonudo estabilizada por tripletes UAU (Figura 1.8),
con un papel clave durante la replicacion viral (Olsthoorn et al., 2022). El genoma de

PepMV termina con la senal de poliadenilacion 5’AAUAAA (Figura 1.8).

u
hp3 hp2 uu
6360 6380 hp3 c¢—c
uu,/ ‘Lac hp1 6360U—A
cYlia FCRd' 7 u—a
A7 N\A u cUUp u-a
A u v u u-u A
c A c—G A/ XA A—U—6410
A c - A U U—A
G v v u A A C U—A
c—G u u U—a G A Ap
U—Aa v, oY U—-a ﬁ_g A AAAIKAAAX
6350 — C=——G G—C "\ A=——U — 6410 — A bl
6350 —C —G ucc UUUU AU
Am—U G=—C @390 Um—A A—U i \ Uy
UUUAAAC—G Ge—=U—A—A—U=—A Ay UUUAAAC—G GGGUssao G
| | A
6342 6342 YUuycua c,

6380

Figura 1.8. Estructuras secundarias posibles del extremo 3’ de PepMV. Se representan los
72 ultimos nucledtidos del genoma de PepMV-SP13 (NC_004067.1). Elextremo 3’ de PepMV
puede plegarse formando tres estructuras en horquilla (hp), con la secuencia 5’ACUUAA en
la hp3, un elemento de alta afinidad por la replicasa caracteristico de Potexvirus. Se indica
en azul el codon de stop de la CP. Estructura generada con el software UNAFold. Mediante
interacciones entre el hp2 y la cola polyadenilada (Ay), el extremo 3’ de PepMV puede adoptar
una conformacién de pseudonudo estabilizada por tripletes UAU. Modificado de Olsthoorn et
al., 2022.

1.3.5. Funciones de las proteinas codificadas

La replicasa de PepMV es una proteina de 163,8 kDa (1439 aa) codificada en
la ORF1, y estd compuesta por tres dominios funcionales: un dominio
metiltransferasa (MET), un dominio NTPasa/ARN helicasa-like (HEL) y el dominio
RdRp. El dominio RdRp seria el responsable de la sintesis de las nuevas cadenas de
ARN, mientras que los dominios MET y HEL concentrarian las funciones necesarias
para unir el cap a los distintos ARNs (Decroly et al., 2011; Huang et al., 2005; Kadaré
& Haenni, 1997; Y. L. Li et al., 2001; Y.-I. Li et al., 2001; Rozanov et al., 1992; Ubeda
etal., 2025).
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La proteina TGB1, codificada en la ORF2, tiene un peso molecular de 26,3 kDa
(234 aa) y contiene un dominio NTPasa/helicasa putativo. La TGB1 de PepMV
presenta los dominios conservados GIAGTGKT y CDIVDE, implicados en la union e
hidrolisis de NTPs, respectivamente (Kadaré & Haenni, 1997; Morozov & Solovyeyv,
2003). Sin embargo, la funcion biolégica del dominio helicasa de las TGB1 de los
potexvirus sigue sin estar clara. Una hipotesis propone que la adquisicion de actividad
como supresor del silenciamiento del dominio HEL de una replicasa viral condujo a la
aparicién de una segunda helicasa con esta actividad de supresor del silenciamiento
y/o de proteina de movimiento mediante transferencia horizontal de genes (Morozov
& Solovyev, 2015). Al igual que el resto de las TGB1 estudiadas de miembros del
género Potexvirus, la TGB1 de PepMV presenta actividad como supresor del
silenciamiento actuando de forma sistémica principalmente (Mathioudakis et al.,

2014; Shahmir, 2006).

En cuanto a la TGB2, es una proteina de 13,9 kDa (123 aa) codificada en la
ORF3 cuyo coddn de inicio se encuentra dentro de la ORF1y coddn de stop dentro de
la ORF4 (Figura 1.6). Presenta la estructura tipica de la TGB2 de Potexvirus con dos
dominios transmembrana que delimitan una region central y secuencias solubles en
ambos extremos. La TGB2 de PepMV se asocia a las membranas del ER donde
adquiere una conformacion en “U” que situa la regidn hidrofilica central expuesta al
lumen del ER y ambos extremos al citosol (Hsu et al., 2008; Mitra et al., 2003; Park

et al.,, 2014).

La TGB3 es la mas pequena y variable de las proteinas codificadas por PepMV
con un peso molecular de 9,3 kDa (84 aa). Presenta un Unico dominio transmembrana
en su regidn central, a través del cual se asociaria con las membranas del ER con una
topologia predicha que sitla la region N-terminal expuesta al lumen y la regién C-

terminal al citosol (Bamunusinghe et al., 2009; Chou et al., 2013).

Finalmente, la ORF5 codifica la CP, una proteina soluble de 25,1 kDa. Ademas
de ser el Unico protémero encargado de la formacion del virién de PepMV, la CP

presenta actividad como supresor del silenciamiento (Mathioudakis et al., 2014), y es
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estrictamente necesaria para el movimiento intercelular (Sempere et al., 2011). La
CP de PepMV presenta una localizacion nucleo-citoplasmica y actua en coordinacion
con las proteinas del TGB para reorganizar el sistema de endomembranas y generar
el VRO (Méndez-Lopez et al., 2023). Se ha demostrado que la CP de PepMV presenta
un residuo de cisteina conservado dentro del bolsillo de unién al ARN, el cual es
susceptible de sufrir modificaciones por oxidacién, regulando asi el cambio entre sus
funciones (Méndez-Lopez & Aranda, 2023). El modelo actual propone que dentro de
los VRO la CP no tendria afinidad por el ARN, pero conservaria el resto de sus
funciones, mientras que en la periferia y exterior del VRO su estado redox cambiaria
pasando a tener una alta afinidad por el ARN, formando asi los viriones y RNP de

movimiento (Méndez-Lépez & Aranda, 2023; Ubeda et al., 2025).

1.3.6. Controly resistencia genética

PepMV tiene una elevada eficiencia de transmisiéon mecanica (Jones et al.,
1980) y, con frecuencia, causa infecciones asintomaticas, lo que facilita que pase
inadvertido hasta que ha afectado a parcelas completas antes de la maduracion del
fruto, momento en el que aparecen los sintomas provocando importantes pérdidas
econdmicas. Esta capacidad de PepMV junto a la ausencia de variedades resistentes
de tomate pone de manifiesto la necesidad de una vigilancia continua en el campo y
una inversién en el desarrollo de estrategias e identificacion de dianas moleculares

para la generacion de variedades resistentes (Hanssen & Thomma, 2010).

La propagacion secundaria de PepMV estd impulsada por la frecuente
manipulacion (entutorado, poda y recoleccién) intrinseca al cultivo intensivo de
tomate. Prueba de ello es el trabajo de Lacasa et al. (2001) donde demuestran que la
manipulaciéon de una planta infectada puede dar lugar a la contaminacién de seis o
mas plantas manipuladas posteriormente durante las labores rutinarias de
entutorado y poda; la transmisién de planta a planta puede producirse en menos de

una semana (Lacasa et al., 2001). Ademas, existe una fuerte correlacion entre la
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acumulaciéon de PepMV en las plantas fuente del inoculo y la eficiencia de la

transmision mecanica a plantas no infectadas (Alcaide & Aranda, 2021).

Por tanto, en la actualidad, la prevencion de las infecciones primarias se basa
en la aplicacion de medidas profilacticas como el uso de semillas certificadas libres
de virus, el mantenimiento de estrictas condiciones de higiene en el semillero y
durante el manejo del cultivo, asi como la monitorizacion de los cultivos y especies
acompanantes para la eliminacion temprana de plantas infectadas. Entre los
desinfectantes para herramientas y superficies que han probado su eficacia frente a
PepMV destacan el Virkon S al 2%, lejia domesticaal 10% y leche desnatada en polvo
al 20% (R. Li et al., 2015). En lo referente a semillas, los tratamientos con calor seco
(72-80 °C durante 48-72 h) o tratamientos quimicos con hipoclorito de sodio al 0.5 —
10% o fosfato trisddico al 10 % han demostrado ser efectivos (Cérdoba-Sellés et al.,

2007; Ling, 2010).

Aunque estas estrategias son esenciales y recomendadas para todo virus
transmitido mecanicamente (p. ej., Salem et al., 2023), por si solas no bastan para
prevenir completamente la diseminacion de virus como PepMV. En el caso de PepMV,
una estrategia que ha demostrado una gran eficacia es la proteccién cruzada (cross-
protection). La proteccién cruzada consiste en la preinoculacion de las plantas con
aislados virales atenuados para prevenir el dano causado por aislados mas agresivas
(Ziebell & Carr, 2010). Los primeros aislados atenuados de PepMV Utiles para este fin
se describieron en 2010 (Hanssen et al., 2010; Schenk et al., 2010). Posteriormente,
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety
Authority) ha aprobado diferentes aislados para su uso en campo como agentes de
proteccion cruzada: 1906 (CH2) (“Conclusion on the Peer Review of the Pesticide
Risk Assessment of the Active Substance Pepino Mosaic Virus Strain CH2 Isolate
1906,” 2015), VX1 (LP) (Food Safety Authority, 2017b), VC1 (CH2) (Food Safety
Authority, 2017a), y el uso combinado de los aislados SP13 (EU) y PS5 (CH2) para
lograr una proteccion cruzada de amplio espectro (Agliero et al, 2018;

Anastassiadou et al., 2021). En el caso de PepMV, la proteccién cruzada ha
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demostrado ser altamente eficaz a la hora de reducir el dafo en fruto durante mas de
una década en cultivos de tomate de Paises Bajos, Bélgica, Marruecos y Espafa. Sé6lo
en Espana, desde julio del 2015, se han preinoculado con los aislados SP13 y PS5
mas de 117 millones de plantas de tomate -cubriendo una superficie de cultivo de
aproximadamente 11.700 hectareas-, lo que representa cerca del 10% de la
produccion de tomate en invernadero de Andalucia y Murcia (Espana) (Hernando &
Aranda, 2024). No obstante, la reciente aparicion de ToBRFV (tomato brown rugose
fruit virus) (Salem et al., 2023) ha suscitado preocupacion por los posibles efectos
sinérgicos con PepMV en cultivos bajo regimenes de proteccion cruzada (Klap et al.,

2020).

Entre las estrategias desarrolladas para luchar contra PepMV se incluyen el
uso de compuestos inductores de resistencia, como el benzotiadiazol, un inductor de
resistencia sistémica adquirida (SAR, systemic acquired resistance), que reduce la

expresion de sintomas en fruto, pero no impide la infeccidn del cultivo (Kutek, 2009).

El cultivo de variedades resistentes constituye la estrategia mas eficaz para el
control de virus. Por lo que la comunidad investigadora ha hecho un importante
esfuerzo en el desarrollo de fuentes de resistencia genética, tanto transgénicas como
naturales. Entre los enfoques transgénicos, se utilizd el gen Rx de patata, el cual
también proporcionaba resistencia frente a PepMV. Sin embargo, esta resistencia es
muy efimera debido a la aparicion de mutaciones en el gen de la CP (Candresse et al.,
2010; Duff-Farrier et al., 2016). Cabe senalar que la capacidad de estas mutaciones
para superar la resistencia mediada por Rxes fuertemente dependiente de huésped
(Duff-Farrier et al., 2016). Otra estrategia transgénica empleada utiliza el ARN de
interferencia (RNAI). Se transformaron plantas con una construccién para expresar
en una horquilla secuencias derivadas de tres de los tipos genéticos principales de
PepMV (US1, LP y CH2) consiguiendo una alta acumulacion de pequenos ARNs de
interferencia (siRNA, small interference RNA) en las plantas transgénicas, lo que

confiri6 inmunidad frente a multiples aislados de PepMV. Esta resistencia es
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transmisible cuando las plantas transgénicas se utilizaron como injerto, pero no

cuando se emplean como patrén (Leibman et al., 2021).

Se han identificado multiples fuentes naturales de resistencia parcial en
diferentes especies silvestres de tomate, S. peruvianum, S. chilense y S.
lycopersicoides (Ling & Scott, 2007; Soler et al., 2011), mientras que S. habrochaites
mostrd una resistencia mas amplia frente a diversos tipos genéticos de PepMV. Sin
embargo, estas resistencias todavia no han sido introgresadas en variedades
comerciales. Por otro lado, mediante diferentes técnicas de screening se han
identificado candidatos muy interesantes para programas de mejora. El gen GS7TU38,
que codifica una glutatién S-transferasa, se identificé como un factor proviral durante
la infeccidon por PepMV; las plantas defectivas en este gen mostraron una reduccion
significativa en los titulos virales sin mostrar defectos fenotipicos o en el crecimiento
(Méndez-Lépez et al., 2023). Asimismo, se ha identificado el gen OSCA4.1 de tomate
como otro interesante factor de susceptibilidad de amplio espectro frente a PepMV.
Las plantas defectivas en este gen no desarrollaron sintomas ante la infeccion y
presentaron una reduccién significativa en el titulo de PepMV (Ruiz-Ramén et al.,
2023; W02022263602A1_Plantas, n.d.). Ambas resistencias son especificas de
PepMV y no afectan a virus relacionados como PVX (Méndez-Lopez et al., 2023; Ruiz-

Ramon et al., 2023).

1.3.7. Respuesta del huésped a la infeccion por PepMV

PepMV modifica significativamente los perfiles transcriptomicos de la planta
de tomate de forma dependiente del tiempo, reprimiendo genes relacionados con
fotosintesis y metabolismo energético e induciendo genes relacionados con defensa
y estrés (Alcaide et al.,, 2022; Hanssen et al.,, 2011). Los resultados obtenidos
mediante RNA-seq (Alcaide et al., 2022) confirman resultados anteriores obtenidos
mediante microarrays, pero mostraron discrepancias en cuanto a la regulacién de
genes implicados en el silenciamiento de ARN. Mientras que los datos de Hanssen et

al. (2011) muestran que los aislados agresivos provocan las mismas alteraciones
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cualitativas que los aislados de sintomatologia leve, los datos de Alcaide et al. (2022)
muestran que aislados del tipo EU inducen genes relaciones con el silenciamiento de
ARN mientras que para aislado de tipo CH2 estos mismo genes permanecen sin
alteraciones; esto sugiere diferencias significativas en la capacidad de supresién del
silenciamiento entre los diferentes aislados de PepMV. Estas observaciones estan
respaldadas por trabajos que han demostrado que AGO2 y RDRé6 juegan un papel
clave en la defensa frente a PepMV, con otras proteinas relaciones con el
silenciamiento de ARN contribuyendo a la restriccién de la infeccion de forma
jerarquica, y compensando la pérdida de AGO2 (Alcaide et al., 2022; Ludman et al.,
2023). Ademas, Alcaide et al. (2022) observaron que las alteraciones
transcriptomicas provocadas por la infeccion mixta de los aislados de tipo EU y CH2,
correspondian a la suma de las alteraciones observadas en las infecciones simples
Unicamente en las primeras etapas de la infeccion, pero mostraban claras diferencias
en las fases mas avanzadas de la infeccion, lo que evidencia el caracter particular y
complejo de las infecciones mixtas (Alcaide et al., 2022). En otros estudios, se ha
observado que la induccién de genes relacionados con el acido salicilico (SA) por
PepMV se ve comprometida bajo estrés salino, provocando una reduccién en la
acumulacién de PepMV a niveles moderados de salidad. Estas observaciones podrian
deberse al aumento de la inmunidad basal ante la situacion de estrés (Zarrougui et

al., 2022).

Eluso de la secuenciacion de lainmunoprecipitacién de ARN metilado (MeRIP-
seq) en plantas de N. benthamianay S. lycopersicum infectadas con PepMV reveld
una notable presencia de modificaciones m6A en el genoma de PepMV (He et al.,
2024). Ademas, se ha descrito como la sobreexpresidn de las enzimas responsables
de afadir la modificacion mé6A (writers) como MTA o HAKAI, aumenta los niveles de
esta modificacion en el genoma de PepMV, resultando en una reduccion de la
acumulacién viral (He et al., 2024; H. He et al., 2023). La replicasa de PepMV seria la
encargada de secuestrar la via de autofagia celular para degradar la proteina HAKAI

al formar un complejo con Beclinl (H. He et al., 2023; F. Li et al., 2018), interfiriendo
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asi con el complejo writerdel huésped. Mientras que el huésped limitaria la infeccidon
de PepMV a través de proteinas que reconocen las modificaciones mé6A (readers)
como ECT2. Los readers, tras reconocer la modificacion, reclutarian proteinas
relacionadas con NMD (nonsense-mediated mRNA decay) degradando los ARNs de

PepMV (He et al., 2024).

Por otro lado, se ha descrito un conjunto de interacciones proteina-proteina
implicadas en la respuesta de la planta frente al estrés inducido por PepMV, asi como
en el secuestro de funciones celulares por parte del virus para asegurar una infeccion
exitosa. La CP de PepMV interacciona con la proteina heat shock cognate 70.3
(Hsc70.3) en nlcleo, citoplasma y floema. Ademas, su expresion se ve inducida por
la infeccion de PepMV (Mathioudakis et al., 2012). Hsc70.1 también formaria parte
del complejo CP-Hsc70.3. Se propone que este complejo seria clave en la replicaciéon
y/o traduccion viral, aunque no puede descartarse su participacion -o la de otras
isoformas de Hsc70- en el movimiento viral (Mathioudakis et al., 2014). Tambien se
ha descrito la interaccion de una glutation-S-transferasa de clase Tau (GSTU38) con
la CP de PepMV (Méndez-Lopez et al., 2023), reforzando un papel de la CP en la
modulacion del estado redox del huésped. La GSTU38 actiia como un factor proviral
especifico de PepMV a través de dos posibles vias: (i) la GSTU38 seria reclutada por
la CP a los VROs parar generar unas condiciones redox 6ptimas para la actividad viral,
por ejemplo, favoreciendo la separacion espacial entre las funciones de la CP (Figura
1.3.d); (ii) manteniendo indirectamente la homeostasis redox en la célula vy
retrasando la deteccién de la infeccion al retrasar la explosion oxidativa. Tras un
analisis transcriptomico de mutantes gstu38 en tomate, se observo que la infeccidon
por PepMV no induce la expresién de esta proteina; y que la expresion de Hsc70.3 se
encuentra reprimida en las plantas gstu38. La interaccion CP-GSTU38 parece ser
especifica de PepMV, ya que PVX no reproduce el fenotipo de resistencia (Méndez-
Lopez et al., 2023). En linea con lo anterior, la TGB1, por su parte, interacciona con la
catalasa 1 (CAT1) de tomate, la cual actiia como un factor proviral, potenciando la

eliminacién de ROS vy reduciendo los niveles de H.O, durante la infeccion. Estos
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efectos se pueden observar en hojas de N. benthamiana que sobreexpresan
Unicamente la TGB1 de PepMV. Los datos sugieren que la TGB1 promueve
indirectamente la reduccion de H,0, al aumentar la actividad y/o estabilidad de CAT1,
sin alterar sus niveles del ARNm ni proteina, consiguiendo asi retrasar la explosion
oxidativa que activaria las defensas de la planta (Mathioudakis et al., 2013). También
se ha descrito la interaccion entre la TGB1 de PepMV con una proteina que contiene
un dominio tioredoxina cuya expresion no se ve alterada por la infeccidn
(Mathioudakis et al., 2018). Esta proteina se localiza en ER y junto a los PDs, lo que
sugeriria un papel en movimiento viral, de forma similar a lo descrito para
tioredoxinas que interaccionan con la TGB2 de BaMV restringiendo su capacidad de
movimiento (Chen et al., 2018; Mathioudakis et al., 2018). Por otro lado, se ha
descrito que el canal de calcio OSCA4.1 es reclutado a los VRO de PepMV, y que su
ausencia confiere un fenotipo de resistencia frente a PepMV, no reproducible en virus
similares como PVX (Ruiz-Ramoén et al., 2023). Se propone que OSCA4.1, una vez
reclutado a los VROs, contribuiria a mantener la homeostasis local de Ca?*, un
proceso que se encuentra profundamente alterado en los mutantes gstu38 (Méndez-

Lépez et al., 2023; Ruiz-Ramoén et al., 2023).

Un vacio en el conocimiento de PepMV, y los virus de su familia, que se extrae
de los resultados expuestos anteriormente es el papel biolégico de TGB1 y CP en el
interior del ndcleo. Se asume para los miembros de la familia Alphaflexiviridae, en
base a resultados obtenidos para algunos virus estudiados, que tanto TGB1 como CP
tienen una localizacién nucleo-citoplasmica (Ubeda et al., 2025), aunque todos los
eventos principales en el establecimiento y desarrollo de la infeccidén parecen tener
lugar en citoplasma, ER y PD. Esto plantea una pregunta clave: ¢por qué algunas
proteinas de un virus citoplasmatico tendrian localizacion nuclear? El nucleo es una
estructura altamente reguladay el trafico nucleo-citoplasmico esta restringido por la
barrera selectiva del complejo del poro nuclear (Zhang et al., 2025). Por tanto, estas
proteinas virales habrian evolucionado para sortear dichas barreras, lo cual sugiere

que su translocacion nuclear cumple una funcion bioldgica esencial para el virus, ya
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que esta capacidad ha sido conservada evolutivamente (Herranz et al.,, 2012).
Basandose en esta hipodtesis, esta tesis doctoral se enfoca en la identificacién y
caracterizacion de interactores putativos de la TGB1 de PepMV entre las proteinas
nucleares de tomate. De entre las proteinas nucleares, la tesis se centra en las
familias de TFs bZIP y ALOG (Droge-Laser et al., 2018; Naramoto et al., 2020), dos
grupos presentes desde el origen del clado Viridiplantae que han experimentado una

notable diversificacidn funcional a lo largo de la evolucién.

1.4. Familia de factores de transcripcion ALOG

1.4.1. Origeny estructura
Los miembros de la familia ALOG [Arabidopsis LIGHT-DEPENDENT SHORT
HYPOCOTYL 1 (LSHI) and Oryza long sterile lemma 1 (G1)] (Yoshida et al., 2009)
constituyen una familia de TFs especificos de plantas con roles fundamentales en la
regulacion del desarrollo y la morfogénesis vegetal. Se caracterizan por la presencia
de un dominio ALOG, central en la proteina, altamente conservado de
aproximadamente 125 aa al que se le han asociado funciones de unioén a acidos

nucleicos y regulacion transcripcional (Rieu et al., 2024; Upadhyaya et al., 2025).

Estudios filogenéticos han revelado la presencia de estos genes en todas las
ramas filogenéticas de las plantas terrestres, asi como algunas algas caroficeas, lo
que sugiere un origen anterior o, al menos, paralelo a la colonizacién del medio
terrestre (Figura 1.9) (Naramoto et al., 2019, 2020). La historia evolutiva de la familia
ALOG parece estar marcada por extensos eventos de duplicacion génica
independientes en eudicotiledéneas, monocotileddneas y briodfitas, segun sugieren
los diferentes linajes filogenéticos que se pueden identificar. Esto habria contribuido
a su diversificacion funcional, gracias a la evolucion independiente de elementos

regulatorios en c/sy en las regiones no codificantes de los genes ALOG (Xiao et al.,
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2018), asi como en las regiones codificantes de los extremos Ny C terminales, fuera

del dominio ALOG, permitiendo su neofuncionalizacion (Huang et al., 2022).
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Figura 1.9. Arbol filogenético de los genes ALOG en la familia Solanaceae. Filogenia por
maxima verosimilitud (ML, maximum likelihood) de las proteinas ALOG de solanaceas. Los
circulos en los nodos representan valores de soporte ultrafast bootstrapiguales o superiores
a 86. Los circulos de colores al final de las ramas representan los principales clados
taxondémicos. Tomado de Turchetto et al., 2023.

Estructuralmente, el dominio ALOG parece derivar del dominio de union a ADN
del extremo N-terminal de las recombinasas tipo XerC/D, una clase nueva de
retrotransposones de tipo DIRS-1. Sin embargo, el dominio ALOG se distingue de
estos por la insercion de una “cinta” de zinc (zinc ribbon) adicional en el dominio de

union a acidos nucleicos (Iyer & Aravind, 2012) (Figura 1.10). Esta relacion sugiere
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que el dominio ALOG podria haber evolucionado a partir de elementos mdviles,
siendo reclutado posteriormente como TF especifico en el linaje Streptophyta.
Notablemente, el dominio ALOG también se ha encontrado en ciertas proteinas de
defensa, donde se hipotetiza que tendrian una funcién como sensores de acidos

nucleicos extranos (Iyer & Aravind, 2012).
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Figura 1.10. Representacion esquematica del dominio N-terminal de union a ADN (DBD)
de la recombinasa CRE (catalytic tyrosine recombinase domain) en complejo con ADN. Se
ilustra la posicion de la insercion del zinc ribbon predicha en el dominio ALOG. Las hélices
alfa de DBD que se conservan en el dominio ALOG se ilustran en rojo. 7Tomada de Iyer and
Aravind 2012.

1.4.2. Funciones biolégicas

Los miembros de la familia ALOG han sido involucrados en diferentes procesos
del desarrollo. En A. thaliana, se ha identificado el gen LIGHT-DEPENDENT SHORT
HYPOCOTYL 1 (LSHI)y LSH2implicado en la regulacion de la longitud del hipocétilo
en respuesta a la luz (Lee et al., 2020; Zhao et al., 2004), y los factores LSH3 y LSH4
como supresores de la diferenciacion de érganos en las regiones fronterizas de los
meristemos aguas abajo de los TF CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) (Takeda et al.,
2011). Ademas, se ha descrito un papel redundante de estos tres TFs (LSH1,3,4) en
el desarrollo de la inflorescencia de A. thaliana dentro de la red de LEAFY, BLADE-
ON-PETIOLEY PUCHI en el control de la floracién (Rieu et al., 2024). Por otro lado,
se ha descrito el papel de LSH8 como regulador positivo de la sefalizacion mediada
por ABA. Tratamientos con ABA exdgeno aumentan la acumulacion tanto a nivel de
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ARNmM como de proteina; y las lineas mutantes /sh8 presentan insensibilidad a ABA
con afeccién en procesos como la germinacion y el crecimiento radicular. LSH8 juega
un papel clave en la modulacion del patron de acumulacion de proteinas de respuesta
a ABA, aguas arriba de TFs como ABI3 o ABI5 (Zou et al., 2021). En O. sativa, se han
descrito diferentes miembros de la familia ALOG implicados en el desarrollo de la
espiguillay laregulacion de la estructura de la panicula. El gen LONG STERILE LEMMA
1 (G1) se ha descrito como regulador homedtico de la identidad de 6rgano del lema
estéril (Yoshida et al., 2009). TRIANGULAR HULL 1 (THI), otro miembro de la familia
ALOG, esta implicado en la regulacion de la expansién celular durante el desarrollo
lateral de las espiguillas (Peng et al., 2017); y TAWAWA 1 (TAWI) esta implicado en
la arquitectura de la panicula promoviendo el estado de meristemo de inflorescencia
y retrasando la fase de meristemo de espiguilla (Yoshida et al.,, 2013). En
Physcomitrium patens, miembros de la familia ALOG juegan un papel clave en la
determinacién de la identidad celular, al diferenciar el meroéfito y ser excluidos de la
célula apical (gametdforo) por accion de las citoquinas (Hata et al., 2024). Por otro
lado, se han realizado estudios en la hepatica Marchantia polymorpha, en la que la
familia ALOG esta compuesta por dos miembros, MpLOS1y MpLOS2, con funciones
no redundantes (Naramoto et al., 2020). MpLOS1 es un factor clave en el
mantenimiento del meristemo apical y el desarrollo de 6rganos laterales a traves del
control de la proliferacién celular (Naramoto et al., 2019). Ademas, se ha descrito
cierta homologia funcional en la familia ALOG entre diferentes organismos, como es
el caso de MpLOS1, capaz de recuperar el fenotipo silvestre en mutantes de arroz en
el gen G1, sugiriendo que la familia ALOG regula el desarrollo de 6rganos laterales
tanto en gametdfitos como en espordéfitos (Naramoto et al., 2020). Sin embargo, las
proteinas de arroz OsTAW1 y OsG1 no son capaces de recuperar el fenotipo mutante
mplos1, sugiriendo una conservacion y divergencia parcial entre las funciones de la
familia ALOG entre ambos clados. En Lotus japonicus y Medicago truncatula se ha
demostrado la implicacion de la familia ALOG en el control de la nodulacion (Lee et

al., 2024; Lei et al., 2019).
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En tomate se han identificado, al menos, doce miembros de la familia ALOG,
denominados TMF FAMILY MEMBERS (TFAMs). Uno de los miembros mas
estudiados, y que da nombre a la familia en tomate, es el gen TERMINATING FLOWER
(TMF), que actia como un represor de la floracién e identidad de 6rgano (MacAlister
et al., 2012) y estaria implicado en la determinacién del patron proximodistal de la
axilafoliary el desarrollo de la zona de abscision (Izhaki et al., 2018). Otros miembros
de la familia TFAM, como TFAM1, TFAM2 y TFAM3, tienen patrones de expresion con
ligeras variaciones al de TMF y cierta redundancia o complementacion funcional
(Huang et al., 2018, 2022; Xu et al.,, 2016). Aunque en estudios previos se han
denominado a estas proteinas como TFAM, en este trabajo adoptaremos una
nomenclatura mas descriptiva y sistematica basada en la posicidn relativa de cada
uno de los genes de la familia ALOG en el genoma de tomate. Por ello, nos referiremos
al gen objeto de estudio como SIALOGI, en lugar de 7TFAMI, lo que refleja tanto su
pertenencia a la familia ALOG como su posicion relativa dentro del repertorio

genético de tomate.

Los miembros de la familia ALOG tienen la capacidad de formar condensados
transcripcionales heterotipicos en el ndcleo mediante interacciones proteina-
proteina, lo que reforzaria la prevencion de la activacion precoz de genes como
ANANTHA, asegurando una transicién floral robusta y sincronizada (Huang et al.,
2022). La capacidad de formar condensados biomoleculares estaria mediada por las
regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) presentes en ambos extremos de las
proteinas ALOG; a pesar de la gran variabilidad a nivel de secuencia en los extremos
de las proteinas ALOG, estas corresponden a IDRs y conservan su capacidad de
formar condensados biomoleculares. Se ha observado que los residuos de cisteina
de estas proteinas son capaces de percibir el estado redox y formar enlaces disulfuro
gue concatenan multiples moléculas, aumentando asi la cantidad de IDRs, lo que
promueve el cambio de fase. Este cambio de fase inducido por oxidacidon permitiria
secuestrar promotores de genes como ANANTHA reprimiendo la floracion (Huang et

al., 2021).
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El papel de las proteinas ALOG en la regulacion del crecimiento, el desarrollo
y la organogénesis ha sido ampliamente estudiado tanto en especies modelo como
cultivadas. Sin embargo, su implicacidn en la respuesta a estrés apenas comienza a
esclarecerse y solo pueden encontrarse en la literatura unos pocos ejemplos. Como
se menciond anteriormente, LSH8es un regulador positivo de la sefalizacion por ABA
(Zou et al., 2021). Ademas, el analisis de las regiones promotoras de los genes ALOG
ha mostrado un enriquecimiento en elementos c/s-reguladores sensibles a diferentes
hormonas de estrés como ABA y JA, asi como elementos de respuesta a sequia (Liu
et al., 2024; Upadhyaya et al., 2025). Adicionalmente, la mayoria de las proteinas
ALOG de O. sativamuestran unarepresidn en su expresion tras tratamientos con ABA
exdgeno o sequia (Liu et al., 2024). En cuanto al estrés biotico, no se ha demostrado
ningun papel para esta familia génica, sin embargo, la presencia de elementos c/s-
reguladores relacionados con el SA y de respuesta a estrés sugiere un posible papel

de estos TFs en la respuesta a patdogenos (Upadhyaya et al., 2025).

1.5. Familia de factores de transcripcion bZIP

1.5.1. Origeny clasificacion

Los TFs bZIP [basic (region) leucine zipper] constituyen una de las familias mas
antiguas, diversificadas y funcionalmente versatiles de la regulacion génica en
eucariotas. Esta familia se ha conservado en los distintos linajes evolutivos desde su
origen en el ancestro comun eucariota, sin embargo, es en plantas donde esta familia
de TFs ha experimentado una expansion y diversificacién funcional particularmente
notable (Droge-Laser et al., 2018). Mientras que en el genoma humano se han
identificado 53 genes de la familia bZIP (Rodriguez-Martinez et al., 2017),
Arabidopsis thalianacodifica 78 (Droge-Laser et al., 2018), Oryza sativa89 (Nijhawan
et al., 2008) y 69 tomate (Figura 1.9) (D. Li et al., 2015). Esta expansion se atribuye a

sucesivos eventos de duplicacidn génica -como refleja su distribucion en el genoma
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y filogenia- seguidos de procesos de subfuncionalizaciéon y neofuncionalizacion,
ampliando asi las funciones de esta familia génica y contribuyendo a la capacidad

adaptativa y robustez del organismo (Figura 1.11) (Droge-Laser et al., 2018; Guedes

Corréa et al., 2008; Nijhawan et al., 2008).
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Figura 1.11. Analisis filogenético de las proteinas bZIP de Solanum lycopersicum, S.
melongena, Arabidopsis thaliana, Aquilegia caeruleay Amborella trichopoda. E| arbol
filogenético fue construido usando IQ-TREE con un valor de bootstrap de 5000, a partir de
306 secuencias del dominio bZIP. Las letras o nimeros romanos que siguen a los nombres
de los genes bZIP denotan la categorizacion en estudios previos en S. lycopersicum o A.
thaliana. El color del rombo en cada hoja del arbolindica la especie a la que pertenece, siendo
rojo para S. lycopersicum, morado para S. melongena, verde para A. thaliana, azul para A.
trichopoday amarillo para A. caerulea. Figura tomada de Li et al.,, 2022.
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Estudios filogenéticos en angiospermas subdividen la familia bZIP en 13
subfamilias designadas como A-K, My S (Figura 1.11), de acuerdo con la homologia
en su region basica, su posicion relativa en la proteina y la presencia de otros motivos
conservados; sin embargo, no todas ellas estan presentes en todos los organismos
(Drége-Laser et al.,, 2018). Ademas, los miembros de la familia bZIP se pueden
organizar en 34 posibles grupos de ortélogos (PoGOs, posible groups of orthologues).
Este conjunto de PoGOs representaria el repertorio completo de los genes bZIP
ancestrales a partir de los cuales, tras eventos de especiacién, surgieron los
miembros actuales de la familia en las diferentes especies. El ancestro al clado
Viridiplantae habria codificado cuatro genes con funciones en la respuesta al estrés
oxidativo, respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein responses), en
la regulacion dependiente de luz y un cuarto bZIP ancestral de funcion desconocida.
Los grupos asociados a procesos relacionados con la semilla y la respuesta a estrés
mediada por acido abscisico (ABA) surgieron en el ancestro comun de las
angiospermas, mientras que tres grupos adicionales, uno de ellos implicado en la
optimizacién energética, surgieron posteriormente en la linea evolutiva de

angiospermas (Guedes Corréa et al., 2008).

1.5.2.  Estructuray funcion

Los miembros de la familia bZIP se caracterizan, y son nombrados, por la
presencia de un dominio bZIP de 60-80 aa, consistente en una hélice alfa en la que
se pueden diferenciar dos motivos estructurales (Figura 1.12): una region N-terminal
basica que contacta con el surco mayor de la cadena de ADN y una regién de
dimerizacién tipo cremallera de leucina (/eucine zipper) en la region C-terminal de la
hélice. La regién de cremallera de lucinas esta formada por la repeticion de
heptameros (ZIP) del tipo abcdefg, donde la leucina ocupa tipicamente la posicion
“d”. Esta disposicion permite la dimerizacién entre los miembros de la familia, ya que
las leucinas de dos hélices alfa se emparejan de forma antiparalela, formando una

estructura de tipo cremallera; estas leucinas forman un ndcleo hidrofébico continuo
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que estabiliza el dimero (Figura 1.12). Adicionalmente, se puede diferenciar una
region espaciadora de seis residuos localizada entre las dos regiones previamente
descritas (Figura 1.12) (Droge-Laser et al., 2018; D. Liet al., 2015; Liet al., 2019). Los
TFs bZIP ademas de ser capaces de formar homodimeros (Ellenberger et al., 1992),
también forman heterodimeros (Rodriguez-Martinez et al., 2017), lo que resulta en
un incremento exponencial de su flexibilidad reguladora, no solo en cuanto a su
especificidad y plasticidad por la region de ADN diana, sino también su capacidad

para formar distintos complejos proteicos (Droge-Laser et al., 2018).

A

bZIP motif B

hinge
region

N—X;—R/K—Xq—L —Xe— L—Xe— L [|]
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«+ hydrophobic
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: « 4 f\ A
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Figura 1.12. Aspectos estructurales de los factores de transcripcion bZIP. A.
Representacion de un dimero entre los dominios bZIP unido a la doble cadena de ADN segun
el “modelo de la tijera”. B. Representacion esquematica del dominio bZIP, sefalando la
region basica de union al ADN (azul) y el dominio leucine zijpper (gris). El dominio leucine
zipper consiste en repeticiones de leucina (L) cada siete aminoacidos. C. Vista esquematica
de lainterfaz de dimerizacién bZIP. El dominio leucine zipperanfipatico dimeriza para formar
coiled-coils. Los siete aminoacidos de cada heptamero, etiquetados a-g, se disponen en dos
giros. Las posiciones a y d son hidrofébicas (tipicamente leucina) facilitando la interaccion
molecular mediante sus cadenas laterales, mientras que los aminoacidos de las posiciones
g y e suelen formar interacciones electrostaticas cruzadas entre las dos hélices. Modlificado
delietal, 2019 y Droge-Laser et al., 2018.

Desde un punto de vista funcional, los bZIP regulan diferentes procesos

fundamentales en plantas, como la diferenciacion de 6rganos y tejidos (p. ej., Silveira
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et al.,, 2007), la elongacién celular (p. ej., Fukazawa et al., 2000), el control del
balance nitrogeno/carbono (p. ej., Weltmeier et al., 2006), el metabolismo energético
(p. ej., Baena-Gonzalez et al., 2007), diferentes mecanismos de UPR (p. ej., Adhikari
et al., 2025), la sefalizacion mediada por hormonas y azlcares (p. €j., Finkelstein &
Lynch, 2000), la respuesta a la luz (p. ej., Ulm et al., 2004), el control osmético (p. ej.,
Satoh et al., 2004), la regulacion de la acumulacion de reservas en semilla (p. ej., Lara
et al., 2003), y la defensa frente a patdgenos (p. ej., Song et al., 2022). Esto pone de
relevancia su importancia en la biologia y adaptacion de las plantas, especialmente
en el contexto de la colonizacién del medio terrestre. Los miembros de la familia bZIP
tienen mecanismos de accién complejos y diversos, pero parece que la fosforilacion
de serinas conservadas dentro del dominio de union a ADN seria un mecanismo
general de control fino de la actividad de los miembros de esta familia de TFs (Kirchler

etal., 2010).

1.5.3. Respuesta a estrés biotico

Las respuestas de defensa de las plantas se activan tras el reconocimiento del
patogeno, a través de dos vias: (i) la inmunidad desencadenada por patrones
moleculares asociados a patogenos (PTI, pathogen-associated molecular pattern-
triggered immunity) a través de un sistema de reconocimiento basado en receptores,
y (ii) la inmunidad desencadenada por efectores (ETI, effector triggered immunity) a
través de la interaccion directa o indirecta entre los productos de los genes de
resistencia (R) y las proteinas efectoras producidas por el patégeno (Jones & Dangl,
2006). Tras el reconocimiento se activa una cascada de senalizacion mediada por
fitohormonas como el acido salicilico (SA), el acido jasmdnico (JA) y el etileno (ET) a
través de complejas interacciones en sus redes de sefalizacion, muchas veces
interconectadas (Alves et al., 2013; Loake & Grant, 2007). Las rutas de senalizacién
mediadas por SA se activan principalmente ante patégenos biotrofos y hemibiotrofos

estableciendo la resistencia sistémica adquirida (Shah, 2003). Las cascadas de
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sefalizacién mediadas por JAy ET, por su parte, responden al ataque de patégenos

necrotroficos, insectos, herbivoros y dafio mecanico (Howe & Jander, 2008).

La clase TGA (TGACGTCA cis-element-binding proteins) de proteinas bZIP
pertenece a la subfamilia D y juega un papel clave en la sefalizacion mediada por SA
en respuesta a estrés bidtico, ademas de participar en desarrollo (Alves et al., 2013).
Ante el ataque de un patogeno, se sintetiza SA y se induce un cambio en el estado
redox celular mediante la acumulacion de ROS. Las ROS promueven la
monomerizacion de NPR1 (Non-expresser of pathogenesis-related genes 1) y su
translocacion a nucleo. En el ntcleo, NPR1 forma complejo con los TFs de clase TGA,
y adquieren afinidad por las regiones promotoras de genes regulados por SA (Alves
et al., 2013). También se ha demostrado la interaccion de los factores TGA con

miembros de la familia de TFs WRKY (Van Verk et al., 2011).

En cuanto a la relacién con patdgenos, se ha demostrado que el factor bZIP59
de A. thaliana juega un papel clave en la regulacion de la apertura estomatica en
respuesta a patégenos. bZIP59 se expresa de forma constitutiva en las células
guarda donde actua aguas arriba de ROS y aguas abajo del SA en el cierre estomatico
inducido por flg22. Sin embargo, en las células del meséfilo, bZIP59 activaria la
senalizacion por SA, facilitando la infeccion mediada por virus como TMV (Tobacco
mosaic virus) (Song et al., 2022). Por otro lado, estudios en vid (Vitis vinifera) han
mostrado como Plasmopara viticola secreta una serie de efectores durante la
colonizacion del huésped encargados de bloquear la capacidad de union a ADN de
distintos TFs de la familia bZIP, entre los que destaca VvHY5 (ELONGATED
HYPOCOTYL 5); esto suprime la produccion de ROS, la deposicion de calosa y la

muerte celular (Liu et al., 2025).

En tomate, se han caracterizado dos proteinas de la familia bZIP
pertenecientes al subgrupo AREB/ABF (ABA-responsive element-binding factors).
Estos TFs son inducidos por sequia y salinidad, y su sobreexpresién otorga una gran
tolerancia a estos estreses. Notablemente, diferentes proteinas asociadas a estrés

bidtico también son inducidas en el mutante de sobreexpresion. Esto sugiere que los

51



Introduccion

factores bZIP-AREB/ABF estarian involucrados en la sefalizaciéon por ABA como
respuesta a estrés abidtico y posiblemente también en respuesta a patdgenos a
través de una interconexion entre las respuestas a estrés bidtico y abidtico (Orellana
et al., 2010; Xu et al.,, 2022). Estos TFs también tienen un papel clave en la

maduracion de los frutos de tomate (Y. He et al., 2023).

Un factor bien caracterizado en tomate es SIbZIP60, en su papel como via
principal de UPR y su relacidn con la infeccion viral. SIbZIP60 se encuentra anclado a
las membranas del ER y se activa mediante un proceso de splicing no candnico
mediado por IRE1 (/nositol requiring enzyme 1) -una de las proteinas sensoras de
este estrés en ER- en el ARNm de bZIP60. Este splicingdel ARNm provoca un cambio
en la pauta de lectura que elimina el fragmento transmembrana de la proteina
SIbZIP60. EL TF funcional se transloca a nucleo donde activa genes implicados en la
homeostasis proteica y mitigaciéon del estrés en el ER (Herath et al., 2020; Zhang et
al., 2015). La proteina SIbZIP60 con el fragmento transmembrana seria degradada
por el proteosoma en una renovacién continua, aunque también podria sufrir
protedlisis liberando el TF para mantener una respuesta basal (Parra-Rojas et al.,
2015). La proteina TGB3 de PVX induce estrés en el ER lo que activa la UPR, elevando
la expresion de SIbZIP60 y chaperonas como BiP. La mitigacién del estrés en el ER
facilita la infeccién viral al reducir el dano citotdxico y la activacion de rutas de
senalizacion. Ademas, la senalizacion mediada por SIbZIP60 regula proteinas
implicadas en la degradacién proteica, como SKP1, modulando asi la homeostasis
proteica asociada a la infeccion viral (Adhikari et al., 2025b; Herath et al., 2020; Ye et
al., 2011). También se ha caracterizado una ruta paralela de UPR mediada por los TFs
bZIP17/bZIP28, aunque, en principio, no juega un papel detectable durante la
infeccién viral (Zhang et al., 2015). Sin embargo, en estudios posteriores se observé
un papel complejo de ambas rutas de UPR mediadas por bZIP ante la infeccion viral.
Mientras que bZIP17 y bZIP60 participan en la reduccion de la infeccién por

potexvirus como; bZIP28 y bZIP60 juegan un papel en la infeccién por potyvirus

52



Introduccion

como TuMV (Turnip mosaic virus) (Gayral et al., 2020).
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido estudiar las funciones de la
proteina TGB1 de PepMV, con el fin de aumentar el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares subyacentes a la infeccion. La TGB1 de potexvirus es una
proteina multifuncional con papeles clave en diferentes estadios de la infeccidn, y la
Unica soluble del TGB, que es un modulo génico esencial para el movimiento viral y
prescindible para la replicacion, traduccién y encapsidaciéon del genoma del virus.
De las diferentes funciones descritas para la TGB1 de potexvirus, para PepMV sélo se
ha demostrado su papel como supresor del silenciamiento de ARN, mientras que el
resto de funciones y propiedades han sido asumidas por homologia con proteinas
mejor caracterizadas. Ademas, de entre las diferentes funciones de la TGB1, el papel
que esta proteina pueda tener en el nlcleo no ha sido caracterizado para PepMV ni
para otros virus relacionados. Por ello, la principal pregunta que ha intentado
responder esta tesis doctoral ha sido ¢Cual es el sentido bioldgico de la localizacién
nuclear de la TGB1 de un virus citoplasmatico? Para darle respuesta se emplearon
dos enfoques: 1) Desde el virus, caracterizando la TGB1 de PepMV, con un énfasis
especial en el analisis de su localizacion subcelular y 2), desde el huésped,
identificando y caracterizando interactores nucleares de la TGB1. Por tanto, los

objetivos especificos de esta tesis doctoral han sido:

1- Estudiar la TGB1 de PepMV con un interés principal en su localizacion
nuclear.
a. Estudio in silico de la secuencia de aminoacidos.
b. Estudio de su localizacion subcelular.
2- Identificacion y caracterizacion de interactores nucleares de la TGB1 de
PepMV.
a. Identificacion de interactores putativos mediante Y2H.
b. Validacién de lainteraccion entre la TGB1 e interactores de localizacion
nuclear del huésped.

c. Caracterizacion funcional de los interactores identificados.
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3.1. Material bioldgico

3.1.1. Indculo viral

El aislado de PepMV utilizado a lo largo de esta tesis doctoral fue PepMV Sp13
(Aguilar et al., 2002), perteneciente al tipo genético mayoritario EU y depositado en
la base de datos del NCBI (National center for biotechnology information) bajo el

numero de acceso RefSeq NC 004067.1.

Como iniciador de las infecciones en plantas de Nicotiana benthamiana D. se
utilizaron los clones agroinfectivos PepMV-WT, previamente nombrado pJL89-
PepMV (Méndez-Lopez & Aranda, 2023), que expresa una copia silvestre de PepMV
Sp13, PepMV-TagRFP (Alcaide & Aranda, 2023) y PepMV-GFP, previamente
nombrado PepGFPm2 (Alcaide & Aranda, 2023; Ruiz-Ramoén et al., 2019), que
expresan la CP del virus fusionada a la proteina fluorescente TagRFP y GFP,

respectivamente.

Como fuente de indéculo en los ensayos de susceptibilidad en plantas de
tomate se utilizo virion purificado de plantas de N. benthamiana agroinoculadas con

el clon PepMV-WT.

3.1.2. Material vegetal

Las plantas de N. benthamianay tomate cv MicroTom empleadas a lo largo de
esta tesis doctoral se cultivaron en camaras de cultivo con condiciones controladas
de aproximadamente 25 °C dia y 18 °C noche, en un ciclo dia/noche de 16/8 h, y
humedad relativa de aproximadamente 60%. Las semillas de tomate fueron
pregerminadas en placas de Petri con papel de filtro humedecido a 28 °C durante 72
horas en agitacion suave. Las semillas de N. benthamiana fueron pregerminadas en

semilleros directamente sobre sustrato durante una semana. Posteriormente, las
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plantulas tanto de tomate como de N. benthamiana fueron trasplantadas a macetas
individuales (9x9x10 cm) con sustrato suplementado con vermiculita en proporcién

3:1.

3.1.3. Bacterias

La multiplicacion de las diferentes construcciones de ADN se realizé en la cepa
TOP10 de Escherichia coli. Para la transformacién estable de plantas de Solanum
lycopersicum L. cv MicroTom se utilizé la cepa de Agrobacterium tumefaciens
GV3101, mientras que para la transformacién transitoria de plantas de Nicotiana
benthamiana se optd por la cepa C58C1l. La cepa de A. tumefaciens GV3101
suplementada con el plasmido pSOUP se transformé con los plasmidos generados

por Greengate.

3.2. Construcciones de ADN

Para clonar las secuencias codificantes (CDS, coding sequence) de transcritos
de tomate, se extrajo ARN total de hojas de tomate cv MicroTom con el reactivo TRI
reagent (Molecular Research Center, Inc.). Estas preparaciones se emplearon como
molde en reacciones de transcripcion reversa (RT) con la enzima Expand Reverse
Transcriptase (Roche Applied Science) y un oligodT. EL cDNA resultante se utilizé para
amplificar los genes especificos mediante PCR con la polimerasa CloneAmp HiFi PCR
Premix (Takara®) y oligonucledtidos especificos para cada uno de los CDS. Para la
amplificacion de secuencias virales se utilizo el plasmido PepMV-WT como molde y
la polimerasa CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara®). Todas las reacciones
mencionadas se llevaron a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
distintos oligonucleotidos utilizados a lo largo de esta tesis doctoral se describen en

el Anexo I.

Todos los productos de PCR se fraccionaron mediante electroforesis en geles

de agarosa al 0,7-2%. La banda de interés se escindio del gel y se purificé mediante
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columnas NZY Gelpure (NZYtech®). Todos los plasmidos fueron multiplicados en £.
coli y se purificaron mediante columnas NZzZYSpeedy Miniprep (NZYtech®).
Previamente a la transformacién de A. tumefaciens, todos los plasmidos fueron

secuenciados para confirmar la correcta insercion de la CDS de interés.

3.2.1. Construcciones generadas para el escrutinio de Y2H

El plasmido pLexA-TGB1 generado para el escrutinio de la genoteca de cDNA
por doble hibrido de levadura (Y2H) se generé mediante clonaje clasico mediado por
enzimas de restriccién. La CDS de la TGB1 se amplific6 con una pareja de
oligonucledtidos especifica (Anexo 1) a partir del clon PepMV-WT. Los
oligonucledtidos disefiados incluian un sitio de corte para la enzima Apnl en el
extremo 5’. Tanto el plasmido pLexA-N como el amplicén de TGB1 fueron digeridos
con la enzima Apnl. A continuacion, el plasmido pLexA-N digerido se desfosforild con
la enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) (Thermo Fisher Scientific). La ligacion
entre el plasmido y el amplicdn se llevd a cabo utilizando la enzima T4 ligasa
(Promega); el plasmido resultante se multiplico en E. coli. Tras confirmar la correcta
secuencia y posicion del inserto en el plasmido, se envid a la empresa Dualsystems

Biotech (Zurich, Suiza) para el escrutinio de Y2H.

3.2.2. Construcciones CRISPR/Cas9 para la transformacion de explantos de
tomate

Para la edicion de los genes SIALOG1 y SIbZIP42 de las plantas de tomate cv.
MicroTom mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 se generaron los plasmidos pA60-
SIALOG1 y pA60-SIbZIP42, de acuerdo con el protocolo publicado anteriormente
(Pechar et al., 2022); brevemente: Se disefaron guias de ARN (gRNA) especificas y
complementarias a la regién diana de cada uno de los genes de tomate con ayuda de
la aplicacion Breaking Cas (Oliveros et al., 2016). Las guias fueron seleccionadas en
base a multiples criterios. Se seleccionaron de forma preferente las guias i) proximas

al extremo 5’ del CDS del gen, ii) que no presentaran dianas fuera del gen de interés
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(offtargets), y iii) aquellas en que el gRNA fusionado al RNA scaffold, que une a la
nucleasa Cas9, tuviera un plegamiento 6ptimo de acuerdo a lo descrito en la
bibliografia (Liang et al., 2016). La prediccién de la estructura secundaria del gRNA

junto al RNA scaffold se llevd a cabo mediante el software MFold (Zuker, 2003).

Una vez seleccionada la secuencia guia optima, se disend una pareja de
oligonucleodtidos solapantes con la secuencia de la guia (Anexo I), que al hibridar
dejan en ambos extremos el sitio de corte BbsI, una enzima que deja extremos
cohesivos tras digerir. Ambos oligonucledtidos de cada pareja se incubaron a 95 °C
durante 5 min, y pasado el tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente
permitiendo la formacion de duplex de ADN. Seguidamente, los duplex fueron
digeridos con Bbsl y clonados en el plasmido pA59 (pBS_KS_gRNA_BbsI, Abiopep
SL) (Pechar et al., 2022), que incluye la secuencia scaffold, obteniendo asi los
plasmidos pA59-SIALOG1 y pA59-SIbZIP42. Los plasmidos pA59 creados y el
plasmido binario pA60 (pK7_CAS9-TPC_MCS, Abiopep SL) (Pechar et al., 2022), que
incluye la nucleasa Cas9 y el gen de resistencia en planta, fueron digeridos con Spel
y Kpnl, obteniendo los plasmidos binarios pA60-SIALOG1 y pA60-SIbZIP42.
Finalmente, alicuotas de A. tumefaciens GV3101 fueron transformadas con los

plasmidos pA60 generados para la posterior transformacion de explantos de tomate.

3.2.3. Construcciones generadas mediante el sistema Gateway

Los oligonucleétidos especificos utilizados para la amplificacion de los
distintos amplicones se disenaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
guedando los amplicones con extremos compatibles con el plasmido donador
(pDONR). Los amplicones fueron clonados mediante reaccién Gateway BP Clonase II
(Invitrogen) en el plasmido donador pDONR/Zeo (Invitrogen) obteniendo los
diferentes clones de entrada (£Entry clone). Posteriormente, los plasmidos de entrada
se combinaron con el plasmido de destino (Destination Vector) para obtener los

diferentes plasmidos de expresion (Expression Clone), mediante reaccion Gateway
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LR Clonase II (Invitrogen). Los oligonucleétidos utilizados y las construcciones

generadas se resumen en el Anexo I.

Los distintos vectores binarios pGWBs empleados como plasmidos de destino
se describen en detalle en la bibliografia (Nakagawa, Kurose, et al., 2007; Nakagawa,
Suzuki, et al., 2007). A. tumefaciens C58C1 fue transformado con los plasmidos de
expresion generados para la posterior transformacion transitoria de hojas de .

benthamiana.

3.2.4. Construcciones generadas mediante el sistema GreenGate

El sistema de clonaje GreenGate (Lampropoulos et al., 2013) fue empleado
para la generacién de las construcciones para los ensayos de BiFC. Este sistema se
basa en la enzima Bsal y la recombinacién direccionada de fragmentos modulares de
ADN, permitiendo la generacion de construcciones multigénicas en una sola reaccion
de ligacion de forma eficiente y econdémica. Brevemente: el cDNA de los genes de
interés fue amplificado por PCR con unos oligonucleétidos que incluian extremos
compatibles con los sitios de corte de la enzima, y posteriormente clonado en
vectores de entrada GreenGate especificos utilizando la T4 ADN Ligase (Thermo
Fisher Scientific). £. coli Top10 fue transformada con los plasmidos resultantes; se
plaguearon en medio selectivo y se validd por digestion enzimatica el clonaje.
Finalmente se clond en los vectores de destino combinando en una Unica reaccién
todos los modulos necesarios (promotor, N-fusién, gen de interés, C-fusion,
terminador) junto con las enzimas Bsal-HFv2 y la T4 DNA Ligase en un Unico paso de
digestidn-ligacion ciclico (50 ciclos de 2 mina 37°Cy 5 mina 16 °C, seguido de 5 min
a50°Cy 5 mina80c°C para lainactivacién final). £. coli TOP10 fue transformada con
el productor obtenido y se plaguearon en medio selectivo. Las colonias positivas se
rescataron y se confirmé el correcto clonaje mediante el patrén tras digerir con
enzimas de restriccién y secuenciacién. Finalmente, se transformoé A. tumefaciens

GV3101, suplementada con el plasmido pSOUP, con el plasmido final obtenido.
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3.3. Analisis in silico

Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas y su composicion de
aminoacidos se predijeron con ProtParam (ExPASy, Swiss Institute of
Bioinformatics), y los motivos de fosforilacion mediante el software NetPhos 3.1. La
identificacion de dominios conservados se realizd mediante i-TASSER, InterPRoScan
y la base de datos Conserved Domain Database (CDD-NCBI). Los posibles dominios
de unién a acidos nucleicos se predijeron mediante Pprint2 (Prediction of Protein

RNA-Interaction).

La prediccién de la localizacion subcelular de las proteinas, asi como la
identificacion de péptidos senal, se llevd a cabo mediante DeeplLoc2.0, LocNES y NoD
(Nucleolar localization sequence Detector). Las posibles regiones intrinsecamente
desordenadas (IDRs) se identificaron con el algoritmo PONDR VL-XT, que predice
residuos desordenados a través de redes neuronales entrenadas con proteinas
caracterizadas experimentalmente. Las predicciones estructurales tridimensionales

se realizaron mediante AlphaFold-Server.

Se emplearon las bases de datos Sol Genomics Network, GenBank, Ensembl-
Plants y TomExpress. Los alineamientos multiples de secuencias se realizaron con

Clustal-Omega.

Los alineamientos multiples para los analisis filogenéticos se realizaron
utilizando el algoritmo MUSCLE. El modelo de sustituciéon éptimo se determino
mediante MEGA11. Los distintos arboles filogenéticos se construyeron mediante el
meétodo de maxima verosimilitud con el software RAXML-NG, empleando el modelo
de sustitucion éptimo. La robustez estadistica de las ramas de los arboles se estimo
mediante remuestreo (bootstrap); los valores de bootstrapfueron calculados en base

a 1000 réplicas.

Los programas utilizados incluyeron R, para el andlisis estadistico, SnapGene,
para la gestion y edicion de secuencias, Inkscape y OMERO, para la generacion y

edicion de figuras. Los graficos a escala de los diferentes mutantes de SIALOGL1 se
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generaron con R gracias al paquete “drawProteins” y “ggplot2”, el cual también fue

utilizado para la generacioén de graficos.

3.4. Purificacion de PepMV

La purificacion del virus se realizd a partir de material vegetal de M.
benthamiana infectado con PepMV; la infeccidn se inicié con el clon agroinfectivo
PepMV-WT. A los 14 dpi se recolecté todo el material vegetal infectado
sistémicamente y se procedio a la purificacion de viriones de PepMV de acuerdo a la
metodologia descrita previamente (AbouHaidar et al, 1998) con leves
modificaciones. El material infectado se trituré en un mortero con nitrégeno liquido y
2 mL de tampon de homogeneizacién (Tris-acido citrico 0,1 M pH 8,0; 2-
mercaptoetanol 0,2%; tioglicolato sddico 0,01 M) por gramo de material vegetal. El
homogeneizado se filtrd a través de varias capas de gasa, se aiadié Triton-X-100 (1%
v/v) y se incubo en agitacion constante a 4 °C durante 15 min. Tras la incubacién, se
anadio cloroformo hasta una concentracion final del 25% del volumen y se incubd a
4 °C en agitacion constante. Transcurridos 30 min de incubacion, se centrifugd la
muestra a 12.000 xg durante 15 min a 4 °C, se recuperd la fase acuosay se le anadié
PEG 6.000 hasta alcanzar una concentracién final del 5% (p/v). La muestra se incubé
durante 60 min a4 °C en agitacidn constante y posteriormente se centrifugé a 10.000
x g durante 15 min. Se descartd el sobrenadante y el concentrado resultante se
resuspendio en Tris-acido citrico 0,1 M pH 8,0 con Triton-X-100 1%. La muestra se
sometid a ultracentrifugaciéon a 86.500 x g durante 3 h a 4 °C, sobre colchones de
sacarosa al 30%. El concentrado final se resuspendio en Tris-acido citrico 0,1 M pH
8,0 previamente filtrado. La concentracion de particulas virales se estimé mediante
densitometria a 260 nm empleando el coeficiente de extincion €0,1% = 2,9
(AbouHaidar et al., 1998). Los viriones purificados se conservaron en el tampon de

resuspension a 4 °C.
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3.5. Genoteca de cDNA y escrutinio de doble hibrido en

levadura

La genoteca normalizada de cDNA de plantas de tomate sanas e infectadas por
PepMV fue construida por Evrogen (Moscu, Rusia), y el escrutinio de doble hibrido en
levadura (Y2H) llevado a cabo por Dualsystems Biotech (Zurich, Suiza) siguiendo sus

protocolos internos.

La genoteca de cDNA normalizada empleada en el escrutinio de Y2H se realizo
a partir de plantas de tomate (CV. Money Maker) inoculadas en estadio de cuatro
hojas verdaderas totalmente expandidas. A 1 dpi, se recolectaron las hojas
inoculadas de 6 plantas y las equivalentes de plantas sanas. Este mismo
procedimiento se repitié a 3 y 15 dpi. Adicionalmente, a 15 dpi, se recolectaron las
hojas superiores de 12 plantas sanas y 12 infectadas. Se extrajo el RNA total del
material vegetal recolectado empleando TRI reagent (Molecular Research Center,
Inc.). Las muestras de RNA fueron enviadas a Evrogen (Moscu, Rusia) para la
generacién de las genotecas de acuerdo a sus protocolos internos. Tras la
transcripcién reversa, el cDNA de longitud completa se normalizd mediante
nucleasas especificas de duplex (Zhulidov et al., 2004), para reducir la redundancia
de transcritos altamente expresados. La libreria normalizada de cDNA fue enviada a
las instalaciones de Dualsystems Biotech (Zurich, Switzerland) donde se inserté en
los plasmidos presa pGAD-HA de expresion en levadura que confieren prototrofia a

leucina.

En paralelo, levaduras de la cepa NMY51 fueron transformadas con las
construcciones pLexA-TGB1 que confieren la prototrofia al triptéfano. Estos fueron
cultivados en medio synthetic defined (SD) carente de leucina, triptéfano e histidina
(SD-leu/-trp/-his) con diferentes concentraciones de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT)
para establecer el medio de escrutinio 6ptimo sin autoactivacion de los genes
reporteros mediada por las construcciones cebo. Se determiné como medio 6ptimo

de escrutinio el medio SD-leu/-trp/-his + 1 mM 3-AT.
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El plasmido pLexA-TGB1 y alicuotas de la libreria normalizada de cDNA
insertada en los pGAD-HA se usaron para cotransformar levaduras NMY51 (protocolo
interno Dualsystems Biotech). Estos cultivos fueron incubados en medio SD-leu/-
trp/-his + 1 mM de 3-AT en placas de escrutinio. Se escrutaron unos 3,7 x 10°
cotransformantes, de los cuales se obtuvieron 83 clones primarios protétrofos para
la histidina. Estos clones positivos fueron transferidos a medio de escrutinio liquido y
sometidos a 5 pases de subcultivo para desechar posibles escapes. Asi, se obtuvieron
50 clones secundarios prototréfos para la histidina y beta-galactosidasa positivos. De
estos 50, 34 de los plasmidos presa fueron aislados, multiplicados en £. coli y

secuenciados.

3.6. Purificacion de nucleos

El aislamiento de nucleos a partir de material foliar de N. benthamiana se
realizd de acuerdo a la metodologia descrita previamente (Sikorskaite et al., 2013)
con leves modificaciones. Brevemente: 4-5 g de material vegetal fresco se machaco
con un mortero en presencia de nitrégeno liquido (N») hasta obtener un polvo muy
fino, que se resuspendio en 10 volumenes de NIB (MES-KOH 50 mM pH 5,4; NaCl 50
mM; KCl 50 mM; EDTA 12,5 mM; sacarosa 1,25 M; DTT 1 mM; coctel inhibidor de
proteasas) + 1% PVP. El homogeneizado se filtré a través de varias capas de gasa
humedecidas en NIB. Al filtrado se le afadio Triton X-100 al 10% gota a gota hasta
una concentracion final de 0,5% y se mantuvo en agitacion suave a 4 °C durante 20
min. Pasado el tiempo de incubacion, la muestra se centrifugd a 1.000 xg durante 10
min y se resuspendio el pellet resultante en 10 mL de NIB. La muestra resultante se
cargo sobre un gradiente de densidad formado por 5 mL de Percoll 60% sobre 5 mL
de sacarosa 2,5 M. El gradiente se sometid a centrifugacion a 1.000 xg a 4 °C durante
30 min en un rotor basculante con frenado suave. Tras este paso se recuperé la fase
enriquecida en la fraccién nuclear. La suspension de Percoll diluido se resuspendio
en cinco volumenes de NIB + 0,5 % de Triton X-100 y se incubd en agitacion suave

durante 10 min. La muestra se centrifugd a 1.000 xg durante 10 min y el pellet
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resultante se resuspendié en 5 mL de NIB, los cuales se cargaron sobre 5 mL de
Percoll 35% y se sometio a centrifugacion a 1.000 xg durante 10 min. Finalmente, el
pellet de nlcleos obtenido se lavd con 5 mL de NIB y se almacend a -70 °C en storage
buffer (Glicerol 20%; HEPES-KOH 20 mM pH 7,2; MgCl, 5 mM; DTT 1 mM) hasta su

uso. Las soluciones de Percoll se realizaron en tampdn NIB, no en agua.

3.7. SDS-PAGE y Western blot

Las muestras se mezclaron con tampon Laemmli 5x (Tris-HCL pH 6,8 62,5 mM;
Glicerol 25%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,01%; 2-mercaptoetanol 5%) y se
cargaron 20 pL en un SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa Amersham Protran 0,45 um NC (GE Healthcare Life Sciences) mediante
transferencia semi-seca. Las membranas: i) se bloquearon incubandolas durante 3
horas en una suspension de leche en polvo desnatada al 5%, ii) se incubaron con el
anticuerpo primario especifico para la etiqueta molecular; anti-GFP y anti-mRFP
(ChromoTek @), iii) se lavaron varias veces, iv) se incubaron con anticuerpo secundario
(anti-IgG) especifico del organismo en el que se generd el primario conjugados con la
peroxidasa de rabano (Promega), v) se incubaron con el sustrato quimioluminiscente
(ECL) (SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). La
senal de quimioluminiscencia se obtuvo mediante un equipo Amersham Imager 600

(GE Healthcare Life Sciences).

3.8. Transformacion de plantas

3.8.1. Transformacion transitoria de plantas de N. benthamiana mediante
agroinfiltracion
Los clones de A. tumefaciens criopreservados en glycerol a -80 °C que

contenian cada una de las construcciones de interés se refrescaron en placas de
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medio Luria-Bertani (LB) agar con los antibidticos correspondientes y se incubaron a
28 °C durante 48 h. El cultivo crecido en placa se inoculd en 10 mL de LB liquido con
los antibidticos correspondientes y se incubd a 28 °C en agitacion constante hasta
alcanzar una densidad optica a 600 nm (DOeoo) entre 0,6 y 0,9. Una vez alcanzada la
DOsoo Optima, el cultivo se centrifugd a 2.500 xg 10 min y el pellet resultante se
resuspendio en la mitad del volumen original de tampon de agroinfiltracion (MES 10
mM pH 5,5; MgCl, 10 mM; acetosiringona 100 mM). La suspensién de bacterias se
incubd a 25 °C en agitacion constante durante 3-4 h para inducir la expresién de los

genes vir.

Finalmente, hojas totalmente expandidas de N. benthamianade 3 semanas de
edad fueron agroinfiltradas con los distintos cultivos de A. tumefaciens que contenian
cada una de las construcciones de interés, ajustando la DOeoo final segun el tipo de
proteina: proteinas de tomate o virales (DO¢o0 = 0.2), y clones virales o la proteina P19
(DOsoo = 0.1). La proteina P19 del virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV,
tomato bushy stunt virus; especie Tombusvirus lycopersici) se empled como supresor
del silenciamiento en agroinfiltraciones desprovistas de clones virales agroinfectivos.
En los casos en los que se utilizd una mezcla de cultivos de A. tumefaciens se
ajustaron las DO¢oo para no superar una DOgo final de 0,5. Para la infiltracién de las
hojas se emplearon jeringuillas sin aguja y se infiltraron las hojas aplicando presion

sobre el envés de las mismas.

3.8.2. Transformacion estable de tomate cv. MicroTom y obtencion de plantas
editadas por CRISPR/Cas9

La generacién de mutantes CRISPR/Cas9 para los genes SIALOG1y SIbZIP42

en tomate cv. MicroTom se hizo de acuerdo al protocolo de transformacién descrito

previamente (Van Eck et al., 2006). Brevemente, semillas esterilizadas de MicroTom

fueron pregerminadas y posteriormente transferidas a medio de germinacién sélido

(Murashige y Skoog basalt salt (MS) 4,3 g/L; sacarosa 10 g/L; agar 5 g/L) ajustando el
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pH final a 5,7 e incubadas a 26 °C con un ciclo luz/oscuridad de 16/8 h y humedad

relativa del 50% durante 72 h.

El cultivo de A. tumefaciens, cepa GV3101 transformada con el plasmido
pA60-SIALOG1 o pA60-SIbZIP42, que expresan el gRNA y la nucleoproteina Cas9,
crecieron hasta una DOeoo de 0,4. El cultivo bacteriano fue precipitado a 2.500 xg
durante 10 min y resuspendido en el mismo volumen del cultivo inicial de tampdn
SIM (citrato sédico 20 mM; sacarosa 2%) ajustando el pH final a 5,5. El cultivo se

incubo durante 3 h a 25 °C en agitacion constante para inducir el cultivo.

Secciones de cotiledones de las plantulas de 6 dias preincubadas en medio de
cocultivo (MS 4.3 g/L; sacarosa 30 g/L; KH,PO, 200 mg/L; mio-inositol 100 mg/L;
tiamina-HCl 1,3 mg/L; acido indolacético 0,5 mg/L; kinetina 0,1 mg/L; acetosiringona
100 pM) ajustando el pH final a 5,5, durante 48 h a 28 °C en oscuridad. Tras las 48 h,
las secciones de cotileddn se incubaron en medio de cocultivo junto a la suspensién
de A. tumefaciens previamente descrita, durante 10 min. Transcurrido este tiempo,
las secciones de cotileddn se secaron en papel de filtro estéril, y se mantuvieron en
medio de cocultivo solido (medio de cocultivo; agar 5 g/L) durante 48 h a 26 °C en
oscuridad. A continuacién, las células de A. tumefaciens se eliminaron de las
secciones de cotiledon con sucesivos lavados con medio de cocultivo con timentina
(Duchefa Biochemie), y se transfirieron a medio de regeneracion/seleccion sélido (MS
4,3 g/L; sacarosa 30 g/L; Mio-inositol 200 mg/L; vitaminas Nitsch (1.000x) 1 mL/L;
acido indolacético 0,1 mg/L; Zeatina 2 mg/L; Timentina 400 mg/L; Kanamicina 100
mg/L) ajustando el pH final a 6,0, donde se incubaron a 26 °C con ciclo luz/oscuridad
de 16/8 h. Tras dos semanas de cultivo en medio de regeneracion aparecieron las
primeras yemas, las cuales fueron subcultivadas en medio de regeneracion/seleccion
solido y zeatina. Este proceso se repitio cada tres semanas con la mitad de la
concentracion de zeatina que en el pase anterior. Cuando las yemas alcanzaron un
tamano aproximado de 15 mm, fueron transferidas a medio de enraizamiento
selectivo sélido (MS 4,3 g/L; sacarosa 20 g/L; mio-inositol 200 mg/L; Tiamina HCL 1
mg/L; acido indolacético 0,1 mg/L; Timentina 300 mg/L; Kanamicina 100 mg/L)
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ajustando el pH final a 5,7. Las plantulas regeneradas fueron subcultivadas cada tres
semanas cortando los tallos y nudos y sembrandolos en medio de enraizamiento
selectivo nuevo. Tras repetir este proceso de subcultivo 3 veces, 4 plantulas con
fenotipo silvestre fueron rescatadas y transferidas a macetas con sustrato, donde se

aclimataron en una cdmara de cultivo.

La edicion del gen SIALOGI o SIbZIP42 se verificd en la generacion T1
mediante PCR directa de tejido con la polimerasa Phire Tissue direct PCR (Thermo
Scientific) y posterior secuenciacion del amplicén. Las parejas de oligonucleotidos
utilizadas en los genotipados estan listadas en el Anexo I. Se seleccionaron plantas
con la edicién deseada en homocigosis de las cuales se obtuvo la generacion T2. Se
recogieron las semillas de los frutos T2 autofecundados para obtener la generacion

T3y posteriores. Se obtuvieron lineas editadas transgene-freemediante segregacion.

3.9. Ensayos de susceptibilidad a PepMV

Para los experimentos de susceptibilidad a PepMV se emplearon plantulas de
tomate cv. MicroTom de 3 semanas de edad, germinadas y cultivadas como se indicé
previamente. Para estos experimentos se emplearon los genotipos mutantes slalogl
y slbzip42 de generacion T3 o superior -para asegurar la estabilidad del genoma- y el
genotipo silvestre de mismo fondo genético. Para cada uno de los ensayos se
emplearon al menos 10 plantas de cada genotipo, las cuales fueron genotipadas
individualmente. Las plantas de tomate fueron inoculadas mecanicamente con una
suspension de viridn purificado a 0,12 mg/mL en tampon fosfato 10 mM pH 8,0. Para
la inoculacidon mecdanica se espolvorearon las dos primeras hojas verdaderas
totalmente expandidas de plantas con un tamano de 3-4 hojas con carborundum
como agente abrasivo y se frotaron con 10 pL/hoja de la suspensidn de virion. Este
procedimiento se repitid en las plantas mock inoculadas empleando el tampdn de

inoculacion sin virion.
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A 14 dpi se recolecto todo el material foliar evitando las hojas inoculadas de
cada planta de forma individual, asi como el material equivalente de tres plantas
control mock-inoculadas por genotipo. El material vegetal se congelé en N, y se
procedid a la extraccion de ARN total mediante TRI reagent (Molecular Research
Center, Inc). EL ARN, se purificd con fenol:cloroformo seguido de una precipitacién
etanolica. Una alicuota de las muestras fue tratada con DNasa I (Sigma-Aldrich). Para
comprobar la cantidad e integridad de los ARNs se emplearon geles de agarosa. Los
RNAs fueron normalizados con ayuda de un NanoDrop One (Thermo Scientific). Estas
muestras fueron empleadas para la cuantificacion viral mediante RT-gPCR con el kit
One-step NZYSpeedy RT-qPCR Green, ROX plus (NZYTech®). La reaccién final de RT-
gPCR se realizd en 10 pL de volumen final, con 2 pL de RNA total a una concentracion
de 10 ng/uL y los oligonucledtidos a una concentracion final de 5 uM. Las reacciones
de qRT-PCR se llevaron a cabo en un equipo StepOnePlus Real Time PCR System
(Applied Biosystems). Para la cuantificacién relativa se empled la subunidad 25S del
ARN ribosémico como gen enddgeno de referencia cuando se cuantifico ARN viral,
mientras que cuando la cuantificacion se realizd6 sobre ARN propio de la planta
huésped se empled el factor de elongacion eucariota 1-alfa (eEF1A) como gen
endogeno de referencia. Todos los oligonucledtidos empleados en este trabajo se

listan en el Anexo 1.

3.10. Microscopia laser confocal de células vivas

Para estudiar las localizaciones de las diferentes proteinas estudiadas se
empled el huésped experimental N. benthamiana. Diferentes alicuotas de A.
tumefaciens fueron transformadas con las distintas construcciones generadas para
expresar las proteinas de interés fusionadas a proteinas fluorescentes, y se
agroinfiltraron en las plantas de N. benthamianatal y como se indicé previamente. 3
dias tras la agroinfiltracion se visualizaron las muestras vegetales mediante el equipo
STELLARIS Confocal Microscope Platform (Leica®). Las muestras observadas se

prepararon de la siguiente forma: Se secciond un fragmento de 1 x 1 cm
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aproximadamente de la parte agroinfiltrada de la hoja utilizando la punta de un
bisturi.  Este  fragmento se incub6 durante 5 min en PFD
(Octadecafluorodecahydronaphthalene) (Sigma-Aldrich), una sustancia sin tensién
superficial que se infiltra en el tejido eliminando cualquier burbuja de aire que haya
en el tejido, ademas el indice de refraccién de esta sustancia es cercano al de los
tejidos bioldgicos reduciendo la dispersion y reflexion de la luz en la muestra y
mejorando asi la imagen. El PFD es una sustancia quimicamente inerte, no téxica y
no miscible en agua, por lo que presenta unas caracteristicas que la hacen 6ptima

para cubrir el tejido vegetal sin deshidratarlo ni alterarlo.

Los portaobjetos se prepararon con un fragmento de cinta de doble cara en la
base y dos fragmentos mas pequenos a los lados, dejando un espacio entre estos
aproximadamente del mismo tamano que la muestra. Tras 5 min, la muestra se
coloco entre los dos fragmentos pequefos de cinta de doble cara fijada con el
fragmento de cinta de doble cara que se coloco en la base. Se anadié una pequena
gota de PFD y se colocé el cubreobjetos #1.5 sobre la muestra con cuidado de no

generar burbujas.

Para confirmar la identidad de las estructuras subcelulares observadas, se
emplearon marcadores especificos. La CP de PepMV fue empleada como marcador
de los VROs, ya que su reclutamiento ha estas estructuras durante la infeccién ha
sido ampliamente descrito en la bibliografia (Alcaide et al., 2023; Alcaide & Aranda,
2023; Méndez-Lépez et al., 2023; Ruiz-Ramon et al., 2023). Los PD se identificaron
de forma indirecta mediante la tincidn especifica de los depdsitos de calosa con el

tinte azul de anilina (0,05% en tampon fosfato, pH 8).

Las muestras fueron visualizadas con el objetivo de inmersién 63X Gly. Las
longitudes de onda de excitacidn utilizadas fueron: 405 nm para azul de anilina; 488
nm para GFP; 514 nm para EYFP; 561 nm para mRFP. Los rangos de emisién fueron
optimizados para cada una de las proteinas fluorescentes. Las imagenes fueron
tomadas con un barrido secuencial en todos los casos donde se visualizé mas de una

proteina para evitar posibles contaminaciones entre canales. Las imagenes se
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tomaron empleando el software LasX (Leica) y las figuras de imagenes de confocal se
construyeron gracias al software Open Microscopy Environment Remote Objects

(OMERO)

3.11. FRET-FLIM

Para la técnica FRET-FLIM (Fdrster resonance energy transfer-fluorescence
lifetime imaging microscopy) se empled la proteina verde fluorescente (GFP) como
donador y la proteina roja monomérica fluorescente (mMRFP) como aceptor. Las
construcciones utilizadas fueron TGB1-GFP, SIALOG1-mRFP, SIbZIP42-mRFP y el
clon agroinfectivo PepMV-WT. Las construcciones fueron expresadas de forma
transitoria en células epidérmicas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion. A 3
dpa se procedié al analisis de imagenes. La adquisicion de imagenes FLIM se realizo
mediante conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo (TCSPC)
utilizando un microscopio confocal equipado con laser pulsado. El tiempo de vida de
fluorescencia del donador se determind mediante ajuste exponencial de curvas de
decaimiento de fluorescencia. Se incluyeron los controles negativos TGB1-GFP, GFP-
EV y TGB1-GFP+mRFP-EV en células tanto sanas como infectadas. Se realizaron
mediciones multiples (n > 20) para cada combinacion experimental. El analisis se

realizdo mediante el software SymPhoTime (PicoQuant).

3.12. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante analisis de varianza de un factor
(one-way ANOVA) para evaluar diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Los datos fueron sometidos previamente a pruebas de normalidad y
homogeneidad de varianzas para confirmar el cumplimiento de los supuestos de
ANOVA. Tras la identificacidon de diferencias significativas (pval/ < 0,05) se aplicd un
test post-hoc Tukey para comparaciones pareadas entre grupos. Los analisis se

realizaron con el software R.
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3.13. RNA-seq

Se extrajo el RNA total de doce plantas individuales sanas e infectadas con
PepMV de los genotipos silvestre (WT) y mutantes (slalogly slbzip42), a 7 dpi con
TRI reagent (Molecular Research Center, Inc). Se generaron tres librerias
independientes para cada tratamiento combinando material proveniente de tres
extracciones independientes de plantas individuales. Con esta estrategia
experimental se pretende obtener un perfil transcriptémico representativo vy, al
mismo tiempo, minimizar la variabilidad bioldgica inherente al sistema experimental.
A partir de estas muestras agrupadas se construyeron las librerias y se realizo el

experimento de RNA-seq.

Las tres librerias independientes por cada tratamiento se construyeron
utilizando el kit True Seq Stranded Total RNA with plant rRNA depletion Kit
(Macrogen) y fueron secuenciadas mediante la plataforma Illumina NovaSeq6000
(Macrogen) para obtener lecturas de 150 pb de extremos pareados (paired-end), con
un rendimiento de entre 107 y 226 millones de lecturas por muestra. Las secuencias
obtenidas de la plataforma de secuenciacién fueron filtradas por calidad vy
posteriormente se mapearon contra el genoma de referencia de S. lycopersicum
(ITAG2.3). De las secuencias obtenidas se conservo mas del 99% tras el filtrado por

calidad, y de estas del 31 al 50% mapearon de forma Unica contra el genoma.

La calidad de las lecturas crudas se evalué utilizando FastQC (Andrews, 2010),
considerando lecturas de baja calidad aquellas con un QC < 30 y longitud < 70 pb.
Los adaptadoresyy las lecturas de baja calidad se eliminaron con Trimmomatic (Bolger
et al., 2014). Un segundo control de calidad de las lecturas filtradas se llevo a cabo
con FastQC vy la reconstitucion de las lecturas pareadas fue llevada a cabo con
BBMap. Las lecturas filtradas fueron alineadas contra el genoma de tomate (ITAG2.4)
utilizando el algoritmo MEM del software BWA (Li & Durbin, 2009) permitiendo ningutin
desajuste (Langmead et al., 2009). La calidad del mapeo se analizd con Qualima
bamqc (Garcia-Alcalde et al., 2012). Para todas las comparaciones, el nimero de

lecturas fue normalizado a FPKM (fragments per kilobase per million mapped reads)
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usando el paquete DESeq2 de R, implementado en la sRNAtoolbox (Aparicio-Puerta
etal., 2019) con un padj < 0,05. El nivel de expresion génica, numero de lecturas, fue
normalizado mediante el método de fragmentos por kilobase por millén de lecturas
alineadas (FPKMs). Se consideraron como genes expresados aquellos con valores de
FPKM superiores a 1 en al menos uno de los tratamientos analizados. Las lecturas
que mapearon sobre los mMRNAs del tomate se cuantificaron utilizando la funcién
FeatureCounts del paquete Rsubread. Se generaron diagramas de Venn para los

diferentes tratamientos utilizando el paquete VennDiagram de R.

El andlisis de la ontologia génica (términos GO) se llevd a cabo mediante el
paquete Goseq de R. Los andlisis de componentes principales (PCA) se realizaron
utilizando funciones basicas de R y se graficaron con el paquete factoextra de R, a
partir de los conteos normalizados en lecturas por millén de lecturas mapeadas
(RPMs). El agrupamiento de las muestras en grupos jerarquicos se efectud con la
funcién hclust de R empleando las correlaciones de Pearson. Una vez definidos los
clusters de genes, se analizo el enriquecimiento en términos GO de cada uno de ellos
mediante el paquete Goseq de R. Los distintos heatmaps se construyeron con el

paquete pheatmap de R.
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4.1. Estudio de la TGB1 de PepMV

La TGB1 es una proteina representativa de la familia Alphaflexiviridae. La
localizacion subcelular de la TGB1 de PepMV se ha supuesto principalmente a partir
de estudios realizados con otros miembros del género Potexvirus, como PVX. Con el
fin de estudiar este aspecto para PepMV, se hizo un andlisis /n silico de la secuencia
de aminoacidos de esta proteina, y se determind su distribucion subcelular mediante

microscopia laser confocal de barrido (CLSM, confocal laser scanning microscopy).

4.1.1. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la TGB1 de PepMV
Con el objetivo de contextualizar evolutivamente la TGB1 de PepMV dentro del
género Potexvirus, se recopilaron las secuencias correspondientes al ORF2 de las 52
especies de potexvirus reconocidas en la actualidad por el ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) y se estudiaron sus relaciones filogenéticas; se
utilizé la secuencia del ORF2 de lolium latent virus (LoLV, especie Lolavirus latenslolii)
como miembro externo al grupo, ya que, de acuerdo con estudios previos en la familia
Alphaflexiviridae, LoLV representa a la especie que codifica el TGB filogenéticamente

mas préximo al del género Potexvirus (Ubeda et al., 2025).

El arbol filogenético resultante situd la TGB1 de PepMV junto con las de potato
aucuba mosaic virus (PAMV, especie Potexvirus marmoraucuba), cymbidium mosaic
virus (CymMV, especie Potexvirus cymbidii), lettuce virus X (LeVX, especie Potexvirus
ecslactucae), alstroemeria virus X (AlsVX, especie Potexvirus ecsalstroemeriae),
narcissus mosaic virus (NMV, especie Potexvirus narciss/), malva mosaic virus
(MaMV, especie Potexvirus malvae), plantain virus X (PIVX, Potexvirus
ecsplantagonis) y asparagus virus 3 (AV3, Potexvirus triasparagi), con un valor de
bootstrap del 96% (Figura 4.1). Por su parte, la TGB1 de PVX formo parte de un linaje

independiente del resto de las TGB1s del género Potexvirus (Figura 4.1). La topologia
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obtenida es coherente con andlisis previos de la familia Alphaflexiviridae basados

tanto en la replicasa como la CP (Ubeda et al., 2025).

Tree scale: 1

YP 001718500.1 | Lolium latent virus

YP 002332830.1 | Potato virus X

YP 054408.1 | Opuntia virus X

QIL68841.1 | Papaya virus X

YP 009046883.1 | Pitaya virus X

YP 002341560.1 | Schlumbergera virus X

NP 148781.1 | Cactus virus X

YP 054403.1 | Zygocactus virus X

YP 224085.1 | Hydrangea ringspot virus

YP 002308465.1 | Hosta virus X

NP 042696.1 | Cassava common mosaic virus
UTI93305.1 | Chaenostoma potexvirus

NP 702989.1 | Tulip virus X

NP 620837.1 | Plantago asiatica mosaic virus
YP 009270631.1 | Senna mosaic virus

YP 009664729.1 | Lagenaria mild mosaic virus
NP 044331.1 | Papaya mosaic virus

YP 009448188.1 | Babaco mosaic virus

YP 459845.1 | Alternanthera mosaic virus

YP 002647028.1 | Allium virus X

YP 004849315.1 | Tamus red mosaic virus

NP 077080.1 | Clover yellow mosaic virus

NP 042584.1 | Bamboo mosaic virus

YP 009552763.1 | Turtle grass virus X

NP 040989.1 | Foxtail mosaic virus
WMX21792.1 | Adenium obesum virus X

YP 224135.1 | Mint virus X

YP 001655011.1 | Phaius virus X

YP 263304.1 | Lily virus X

YP 009389420.1 | Euonymus yellow vein virus
WWVS18184.1 | Hibiscus virus X

YP 009357227 1 | Cassava virus X

YP 010797204.1 | Cassava Colombian symptomless virus
YP 0100877451 | Euenymus yellow mottle associated virus

SIUIAX8)O0

YP 446993.1 | Nerine virus X

YP 010087333.1 | Ambrosia asymptomatic virus 1
NP 620716.1 | White clover mosaic virus

YP 009389480.1 | Vanilla virus X

YP 0090918151 | Yam virus X

YP 0100873521 | Cnidium virus X

NP 620643.1 | Strawberry mild yellow edge virus
NP 663725.1 | Pepino mosaic virus

NP 619747.1 | Potato aucuba mosaic virus

NP 054026.1 | Cymbidium mosaic virus

YP 001960841.1 | Lettuce virus X

YP 319828.1 | Alstrcemeria virus X

NP 040779.1 | Narcissus mosaic virus

YP 667845.1 | Malva mosaic virus

YP 009186835.1 | Plantain virus X

YP 0017156131 | Asparagus virus 3

SILUAIBPUBHY

Figura 4.1. Analisis filogenético de la TGB1 del género Potexvirus. Los alineamientos
multiples de las 52 secuencias de aminoacidos correspondientes a la TGB1 de todas las
especies de potexvirus reconocidas por ICTV en la actualidad se realizaron utilizando el
algoritmo MUSCLE. El modelo de sustitucion de aminoacidos 6ptimo fue determinado con
MEGA 11. Los arboles filogenéticos se construyeron mediante el método de maxima
verosimilitud (ML) y se generaron con el software RAXML-NG, empleando el modelo LG e
incorporando la proporcién de sitios invariables (+I) y la variacion en la tasa de sustitucion
entre sitios seglin una distribuciéon gamma (+G). Se muestra el arbol con mayor verosimilitud,
indicando los valores de bootstrap (1000 réplicas); Unicamente se representan los valores
superiores al 50%. La TGB1 del miembro tipo de la especie Lolavirus latenslolii
(YP_001718500.1) fue utilizada como externa al grupo para enraizar el arbol.
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La TGB1 de PepMV consta de 234 aa (Figura 4.2 A), con un peso molecular
predicho de 26,27 kDa y un punto isoeléctrico teérico de 5,25, por lo que a pH
fisioldgico presentaria una carga neta negativa. Esto sugiere una potencial interaccion
con componentes celulares cargados positivamente, tales como elementos del

citoesqueleto o las membranas.

En un analisis en busca de dominios conservados se identifico un Unico
dominio correspondiente a la superfamilia 1 (SF1) de helicasas virales de ARN viral
(IPR027351), localizado entre los aminoacidos 25 y 225 (marcado con una barra
morada en la Figura 4.2 A). Ademas, por homologia con otras secuencias mejor
caracterizadas se identificaron diferentes motivos candnicos caracteristicos de
NTPasas: El motivo I o Walker A (GXXXXGKT/S, donde X representa cualquier
aminoacido), responsable de la unién a nucledtidos trifosfato; el motivo Ia
(T/SXXPXXI/L/V), implicado en la union y especificidad por acidos nucleicos
monocatenarios; y el motivo II o Walker B (hhhhDEAD/H, donde h representa
aminoacidos hidrofébicos) (Figura 4.2 A). Tanto PepMV como otros virus relacionados
conservan el motivo candnico Walker A y el motivo Ia. Sin embargo, presentan
desviaciones en el motivo Walker B respecto al consenso de la SF1, aunque
conservan la secuencia DE critica para la coordinacién de Mg?* para la hidrélisis de
ATP (Figura 4.2 A). Por su parte, los motivos III, IV, Vy VI, caracteristicos de helicasas
canonicas, no se conservan a nivel de secuencia tal y como se describen en la
bibliografia (Figura 4.2 A) (Morozov & Solovyev, 2003; Nam et al., 2013). No obstante,
las estructuras secundariay terciaria, caracteristicas del dominio helicasa, si estarian

conservadas (Figura 4.2 B).

Mediante analisis predictivos, se identificaron cinco regiones potenciales de
union a ARN en la TGB1 de PepMV (marcadas en rosa en la Figura 4.2 C). Una de estas
regiones se localiza en el extremo N-terminal de la proteina, fuera del dominio
helicasa predicho. El resto se situa dentro del dominio helicasa y, dada su posicién

relativa en la secuencia, podrian corresponder funcionalmente a los motivos Walker
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A, Ia, IV y VI (comparar Figuras 4.2 A y C), sugiriendo que estos motivos, aunque

divergentes a nivel de secuencia, conservarian su capacidad de interaccion con ARN.

A

PVX MDI--LISSLKSLGYSRTSKSLDS-GPLVVH TALRKLILRHPTFTVH RTRGIQKPGPI- - -PEGNFAT LDNT-TRNSYQALFADPYQAP - - EFSLEPHFYLETSFRV 121
BaMV MDN-RITDLLTRSGYLRTSEPRGAGQQLVVH LLREILNTIPGVTIH TLNYIKGQEPP- - -CPKKYTI PARAKWPEEAWDMLIADNLQHT - -GPTTRPHYIKHTTYRL 114
PepMV  MERSTLINLLQLHHFEP-KLSV--EGTT LLRTLFSAYPSLVI DKQNKISQVCLSCFPNTHCDI LLESFL-EPKLAIFGDPCQCTYIERLRVPHYTSFRTHRF 113
CymMV  MELAYLVRLLEHNKFERTNLPL--SSPLVVH TILTTFHHHYPAYPIF] DPSNRIYQQCITTDWVPGGAT NYKALDY -SRCLAVFGDPLOLP - - -HSLQPHYYSSRTHRY 111
PAMV MEYSFLVRLLDHYGFERTTEKIVPGOPIVVI TLLRNFHQEYPSIPL SENSEELQLLAKAR-FTASAL LAHKFDY -QKCLAVFADPLQYS -HLGALRPHYQTSKHIGL 114
AlsVX  MALFYLQTLLLNSDFTRTTTPT--ASPLIT SIIRALASQFPELHFS LPNIRKKQHLA- -NPNEATDVI LAG-PNP-EVRIAKFCDPLQYN-CETLPEPHFISETTYRF 110
LeVX MAVPLLHKLLLENEFQRTATPL- -SYPIIT TIRLLAAAYPDLHFS LPNTRRSQVAA- -NPLTPTDV LAG-PNP-AVSLAKFCDPLQYN-CTDLPLPHYTSNHTYRF 116
NMV MDCKYLLELLDSYSFIRSSRSF--SSPIITH TITQKTALAFPELLIG DSNSGRKQLAV--T-SDPLDT LGG-PNP-VVRLAKFCDPLQYS-CEQPEVPHFTSLLTWRF 109
MaMy MELDYLIKLLEFNNFPRTNLDF--SLPLVVH  TIISKLAKAFPTLVV. DGNTGRKQVAV - -D-GSPVDI LSG-PTP-SVRLALFCDPLQYS-CEKPRLPHFISLTTHRF 109
AV3 MEISYIVDLLNFLGFTRSSRPF--SLPLVVH DPNSGRRQLPA--S-ETPTDL LGG-PNP-VVRLLKVCDPLQYN-CPDPEIPHFQSLTTRRF 109
P1VX MELEYLINLLDFYGFVRSSRSF--SLPLVIH DPDSGRRQSVV--D-GTTVDL LAG-NNP - IVRLAKFSDPLQYD-CQSPEEPHYRALHSHRE 109
* H * H HHHEE S L : . * H H Likwl LKk *E D

_____________________________________________________________________________________________________________
PVX PRKVADLIAGCGFDFETN- - -SQEEGHLEITGIFKGPLLGKVIAIDEESETTLSRHGVEFVKPCQVTGLELKVVTIVSAAPT - -EEIGQSTAFYNAITRSKGLTYVRAGT ----------------------- 226
BaMV  GPQTVKTLQSLGYQLEFQHRADQQDQGFSFTGLFDGPIYGQPITLDTAAHNLALAHGLPALQATQTRGLEYDTTTIISSTPL - -PTVKDKVGLYIAFTRHRKACHIRAPGI - -NPTCDVASSHGPASSSGOTT 253
PepMV  GKSTAEILNKL-FDLNIVS-VKKEDDIVEFFNPFEVDPTEHISASEEEVLDFVSDQ-VVTTSSEELAGLEFAETTFYCTTLA-AAVAENPAKTFISLTRHTHKLTIGELNARSNS -~ - -~ -~------ommnn
CymMV  GPKLTSLLNDL-FHLSITS-LAP-VDSLDYADPFAVDPSGFTIAD-EEVYNFVSQQVPGTLLPLDTVGLEYSSVSFYCSDLR - SCVVLRPLSSLHRSHPRQGOPHHLRFQCQV---------------- -~~~
PAMV  VLVLLILSLRN--WIPIESLLSEEKTILKECDPYATDPIGQIIASNHEVLNYIKPQAVEAICSCEVLGKEFQTVSCYYQSHKLEDSAEERRGLYIAISRAKSAVLLFDLD------------------ooo
AlsVX CPRTCELLNDI-FKTTLKS-KVLEICKVACVDPYAVDPVGKVIAIEQELFPILSAHGLTVHSPDFLTGQTIPEVSVYTLNLK-RAVAEHPHLLFIALTRHSKTLHLFDLNAGPDTTA-
LeVX  CPATCDLLNQL-FSTTLSS-RLPTAASITRPDPYSQDPSGTVVALEQDLLDILKQHGAFPKKPAELTGQTLPAVAFYCSSLQ-DAYDADPAATFIALTRHTTKLEIFELDARPDPTA- -~ ------------~
NMV CVRTTALLNGI-FGCQIKS-RREDLCHLTHENPYTTDPKGVVVAHEQEVINLLLQHGCPVTPTQHLWGLTIPVVSVYITSIA-SLSTVDRANLFLSLTRDSKALHIFEFDAWSHATC- -~ -------------
MaMV  CPLTADFLNSK-FGCEIIS-LRQDSCEIVEADPFATDPEGVVITFEPEVKSILERHQCFPTDISTLWGKNLETVSVYLSSFD-TCLDSFRTDLFLSLTRHTKKLLVFDFNAWPDSSDEL - -~ ----------- 235
AV3 CPLTTTLLNSL-FGTNIVS-AVPTCCRIEIQDPYSTDPIGTVVTFSPEIHTLLSRHGCQPTPISELWGLNIRVVSCYVDSLE - EALLNHRAPLFLALTRHTAELHIFLFDARTDAAYELRKCLQDPRHRGS - - 247
P1VX

CPATAQLLNKI-FGCHITS-KLNTSAVIRFADAFTEDPEGQVITFEPELESLLTAHGCPTTPVADLWGRNIPYVSVYTSSIG-YALENYRSSLFLALTRHOKQLLIFDLDARADPTHEL-------------- 235
. .ol : : * :

hd v Yy w v v v v v b4 v Yy v
MERSTLINLLQLHHFEPKLSVEGIIVVHGIAGTGKTTLLRTLFSAYPSLVIGSPRPCYLDKQNKISQVCLSCFPNTHCDIVDEYHLLESFPEPKLAIFGDPCQCTYIERLRVPHYTSFRT 120

EU
CH2 MERSTLINLLLLHKFEHKINTEGIIVVHGTIAGTGKTTLLRTLFSAYPSLVIGSPRPCYLDKANKISQVCLSCFPNTLCDIVDEYHLLESFLEPKLAIFGDPCQCTYIERLRIPNYTSFRT 120
us2 MERSTLINLLQLHHFEPKLSVEGVIVVHGIAGTGKTTLLRTLFSAYPNLVIGSPRPCYLDKANKISQVCLSCFPNTLCDIVDEYHLLESYQEPTLALFGDPCQCTYIERLRTPNYTSFRT 120
LP MERSTLINLLQLHHFEPKLSVEGIIVVHGIAGTGKTTLLRTLFSAYPSLVIGSPRPCYLDKQNKISQVCLSCFPNTHCDIVDEYHLLESFPEPKLAIFGDPCQCTYVERLRVPHYTSFRT 120
US1  MERSTLINLLQLHHFEPKLSVEGVIVVHGIAGTGKTTLLRTLFSAYPNLVIGSPRPCYLDKANKISQVCLSCFPNTLCDIVDEYHLLESYQEPTLALFGDPCQCTFIERLRIPHYTSFRT 120
PES MERSTLINLLQLHHFEPKLSVEGIIIVHGIAGTGKTTLLRTLFSAYPNLVIGSPRPCYLDKANKISQVCLSCFPNTQCDIVDEYHLLESYQEPTLALFGDPCQCTFVERLRIPHYTSERT 120
dkkkkkhhkkk ok ikdk k1. kkik: B Iokk kK Dikkkk Kkl
h 4 hd Yy v ___vvY vy v \A A J v
EU HRFGKSTAEILNKLFDLNIVSVKKEDDIVEFFNPFEVDPTEHISASEEEVLDFVSDQVVTTSSEELAGLEFAETTFYCTTLAAAVAENPAKTFISLTRHTHKLTIGELNARSNS 234
CH2  HRFGKSTAALLNKLFDLNIESVKVQGDTVEYFDPFAVDPSEHISASEKEVLEFVGDQVETTSSEELAGFEFSEVTFYCTTLAGAVQENPAKTFISPTRHTSKLRIGELNARSDS 234
us2 HRFGKSTAALLNKLFDLNIESVKAQDDTVEYFDPFAVDPSEHISASEKEVLEFVGDOVE TTSSEELAGL EFSEVTFYCTTLAGAVQENPAKTFISLTRHTSKLTIGELNARSDS 234
LP HRFGKSTAEILNKLFDLNIISVKKEDDIVEFFNPFEVDPTEHISASEEEVLDFVSDOVVTTSSEELAGLEFAETTFYCTTLAAAVAENPAKTFISLTRHTHKLTIGELNARSNS 234
usa HRFGKSTAELLNKLFQLOIVSVKQEDDIVEFFDPFQVDPTENISASEEEVLEFVSDOVVTTSSEELAGLEFTETTFYCTTLAAAVTENPARTFISLTRHTORLTIGELNARIDS 234
PES  HRFGKSTAEILNKLFQLQIVSVKQEDDIVEFFDPFQVDPTDNISASEEEVLEFVSDQVSTTSSEELAGLEFTETTFYCTTLAAAVAENPARTEISLTRHTQKLTIGELNARADP 234
Kkkhhhhhk hAKKA IR IR KRR Dk RAIRIRA KAk D IARAKK D KAK AR Ak ThRIK, Lkk hkhkIkkhk hhkh 1k hAhhkAkk
0.035
Localization Cytoplasm Nucleus Mitochondrion 1.0
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Figura 4.2. Analisis in silico de la TGB1 de PepMV: A. Alineamiento multiple de las
secuencias de aminodacidos de potexvirus seleccionados. El alineamiento se generd con la
aplicacién ClustalOmega. Se destaca el dominio Helicasa viral de ARN de la superfamilia 1
con una barra morada sobre las secuencias; y los motivos Walker A (GXXXXGKT/S), Ia
(T/SXXPXXI/L/V), Walker B (hhhhDEAD/H, donde h representa aminoacidos hidrofébicos),
ITI, IV, Vy VI de N a C terminal resaltados en gris. PVX — potato virus X, YP_002332930.1;
BaMV - bamboo mosaic virus, YP_002332930.1; PepMV - pepino mosaic virus,
NP_663725.1; CymMV — cymbidium mosaic virus, NP_054026.1; PAMV — potato aucuba
mosaic virus, NP_619747.1; AlsVX — alstroemeria virus X, YP_319828.1; LeVX — lettuce virus
X, YP_001960941.1; NMV - narcissus mosaic virus, NP_040779.1; MaMV — malva mosaic
virus, YP_667845.1; AV3 — asparagus virus 3, YP_001715613.1; PIVX — plantain virus X,
YP_009186835.1. B. Prediccion de la estructura terciaria de la TGB1 de PepMV. La
estructura fue generada mediante el software AlphafoldServer (DeepMind). Los motivos
Walker Ay B estan coloreados en rosa, y los cuatro motivos identificados en la secuencia de
aminoacidos con funcidén putativa en la union a acidos nucleicos se destacan en amarillo. C.
Alineamiento multiple de las TGB1s de los miembros tipo de los diferentes tipos genéticos
mayoritarios de PepMV. El alineamiento fue generado mediante ClustalOmega. Se destacan
en rosa los diferentes motivos predichos con capacidad de unién a ARN, en gris las dos
regiones predichas como senales de exportacion nuclear, en azul se indica la region predicha
como intrinsecamente desordenada y las cabezas de flecha sefnalan los distintos
aminoacidos predichos como susceptibles de fosforilacion en la secuencia del tipo genético
EU. Accesiones de Genbank utilizadas para cada tipo genético mayoritario: AJ438767 (EU),
AJ606361 (LP), DQ000985 (CH2), AY509926 (US1), AY509927 (US2) y HG313805 (PES). D.
Localizacion subcelular de la TGB1 de PepMV. Prediccidn de la localizacidon subcelular de la
proteina mediante DeeplLoc2.0. Se muestra la probabilidad predicha de localizacién
citoplasmatica (50%) y nuclear (45%), asi como el perfil del peso predictivo de cada region
de la proteina, representado como un grafico de densidad. E. Prediccion de regiones
intrinsecamente desordenadas (IDR). Analisis mediante el software PONDR VL-XT. El eje X
indica la posicion de los residuos de aminoacidos, mientras que el eje Y indica la propension
al desorden. La linea horizontal en Y=0,5 marca el umbral de prediccion: valores superiores
indican regiones con propension al desorden, mientras que los inferiores indican regiones
estructuradas. Se predice una IDR significativa entre los aminoacidos 153 y 189 de la TGB1
de PepMV.

La TGB1 de PepMV se predijo como una proteina soluble con una probabilidad
del 94%, con probabilidades comparables para una localizacién citoplasmatica
(50%) y nuclear (45%), sugiriendo una potencial localizacion dual. Ademas, el
analisis otorgd a los primeros 50 aminoacidos de la secuencia mayor peso predictivo
para la localizacion subcelular (Figura 4.2 D), sugiriendo la presencia de una posible
senal de localizaciéon nuclear (NLS) o senal de exportacion nuclear (NES). Se
realizaron analisis adicionales con otros programas, que predijeron dos regiones
como NES candnicas mediadas por CRM1 (marcadas en gris en la Figura 4.2 C).

Ningun programa empleado identifico sefales de localizacion nucleolar.
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Adicionalmente, se identificd una region intrinsecamente desordenada (IDR,
intrinsically disordered region) entre los aminoacidos 153 y 189 (marcada en azul en
la Figura 4.2 C), con una puntuacion de desorden notablemente superior al umbral
establecido (Figura 4.2 E). Los IDR son regiones flexibles de la proteina que median
interacciones multivalentes con diferentes proteinas y en ciertos casos han sido

relacionadas con funciones de NLS y/o NES (Wubben et al., 2020).

En cuanto a la composicion de aminoacidos, destaca una notable abundancia
de residuos de serina (8,12%) y treonina (9,40%), que junto a tirosina representan el
20,09% de la proteina. De ellos, se predijeron distintos residuos susceptibles de
fosforilacion mediante analisis /n silico (Figura 4.2 C); entre ellos, diferentes motivos

consenso para CK2 [ST]XX[DE] y PKA/PKC [RK]XX[ST].

Para los andlisis anteriores se utilizd la secuencia del miembro tipo de la
especie Potexvirus pepini. La comparacién de secuencias entre aislados de los tipos
genéticos mayoritarios de PepMV mostré una identidad en aminoacidos superior al
81% en la TGB1 (Tabla 4.1). Este valor de identidad no es especialmente alto
teniendo en cuenta que son aislados de una misma especie viral. Sin embargo, los
dominios predichos en el aislado de tipo EU se encuentran en gran medida

conservados en el resto de aislados (Figura 4.2 C).

Tabla 4.1. Porcentaje de identidad de nucledtidos (y aminoacidos) entre las secuencias
de aislados de los diferentes tipos genéticos mayoritarios de PepMV.

Tipo 12
Tipo 22

EU EU EU EU EU LP LP LP LP CH2 CH2 CH2 Us1 Us1 us2
LP CH2 Us1 us2 PES CH2 Us1 us2 PES Us1 us2 PES us2 PES PES
96 78 83 79 81 79 83 80 82 78 90 76 87 86 79
(99) (85) (89) (87) (89) (84) (88) (87) (89) (83) (92) (81) (89) (95) (87)
@ Accesiones de Genbank utilizadas para cada tipo genético mayoritario: AJ438767 (EU), AJ606361 (LP), DQO00985 (CH2),
AY509926 (US1), AY509927 (US2) y HG313805 (PES)

4.1.2. La TGB1 de PepMV presenta una localizacion nucleo-citoplasmica en
células sanas
Para caracterizar experimentalmente la localizacion subcelular de la TGB1 de

PepMV, se gener6 una construccion de ADN que expresa la TGB1 fusionada
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traduccionalmente por su extremo C-terminal a la proteina verde fluorescente (GFP,

green fluorescent protein).

La proteina TGB1-GFP mostré una localizacion dual nucleo-citoplasmica, con
una distribucion homogénea entre ambos compartimentos celulares (Figura 4.3 A),
consistente con la prediccién /n silico (Figura 4.2 D). En el nucleo, la sefal de
fluorescencia se detectd principalmente en el nucleoplasma, mientras que en el
nucleolo fue considerablemente mas débil (Figura 4.3 A), sugiriendo una exclusion
selectiva de este organulo. No se observaron patrones de acumulacion de la sefal de
fluorescencia en regiones especificas del nucleo, tales como cuerpos de Cajal, o
cuerpos nucleares PML, sugiriendo que la TGB1 adopta una distribucion difusa en el

nucleoplasma en lugar de asociarse a estructuras especificas.

La distribucion subcelular observada para la proteina de fusion TGB1-GFP
presentd un patréon muy similar al observado para la GFP (Figura 4.3 A). Para
confirmar que la senal nuclear detectada correspondia especificamente a la proteina
de fusién TGB1-GFP y no a GFP derivada de procesos de protedlisis, se analizaron
fracciones enriquecidas en nucleos de N. benthamiana que expresaban de forma
transitoria TGB1-GFP o GFP, junto con la proteina nuclear SIALOG1-mRFP (factor de
transcripcion de la familia ALOG residente en nucleo, ver mas adelante) como control

de la técnica de purificacion.

Las fracciones nucleares de las diferentes muestras fueron analizadas mediante
Western blot SDS-PAGE empleando anticuerpos especificos (Figura 4.3 B). La banda
correspondiente a SIALOG1-mRFP (47 kDa) fue detectada con una intensidad
homogénea en todas las muestras, validando asi la calidad uniforme de la purificacion
nuclear entre tratamientos y réplicas. Las fracciones nucleares de plantas que
expresaban GFP contenian una Unica banda de 27 kDa, mientras que en las
fracciones nucleares de plantas que expresaban TGB1-GFP (55 kDa) se observo una
banda predominante con intensidad notablemente superior (Figura 4.3 B). Estos

resultados confirman experimentalmente que la TGB1 de PepMV se encuentra en el
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Figura 4.3. Localizacion subcelular de la TGB1 de PepMV en células sanas de N.
benthamiana. A. Localizacion subcelular de TGB1-GFP y GFP. Los paneles de la izquierda
muestran las imagenes correspondientes a TGB1-GFP, mientras que los de la derecha las de
GFP. Los paneles inferiores muestran imagenes ampliadas de la localizacién en el nucleo. Los
nucleos se indican con asteriscos. La barra de tamafo corresponde a 20 pm. B. Analisis
mediante Western blot de fracciones nucleares purificadas. Las fracciones nucleares
obtenidas de hojas de N. benthamiana que expresaban TGB1-GFP o GFP se incubaron con
anticuerpos anti-GFP (a-GFP) ChromoTek® para detectar ambas proteinas. Se muestran dos
réplicas bioldgicas independientes para cada tratamiento. Como control interno de la
purificacién nuclear se expresé en todas las muestras la proteina nuclear SIALOG1-mRFP,
detectada empleando el anticuerpo anti-RFP (x-RFP) ChromoTek®. Los pesos moleculares
esperados fueron: TGB1-GFP~55kDa, GFP~27kDa, SIALOG1-mRFP~47kDa. Las bandas de
interés se indican con una cabeza de flecha. El marcador de tamafio molecular utilizado fue
CozyHI™ Prestained Protein Ladder (highQu). C. Localizacion en plasmodesmos (PD) de la
TGB1 de PepMV en células sanas. Se muestra la localizacion de la proteina de fusiéon TGB1-
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EYFP (canal amarillo) y el marcador de PD azul de anilina (canal cian), asi como la imagen
superpuesta de los dos canales. Los nucleos se indican con asteriscos. La barra de tamano
corresponde a 20 ym.

nucleo, siendo la sefal de fluorescencia nuclear observada mediante CLSM
principalmente atribuible a la proteina de fusién TGB1-GFP integra, mas que a GFP
derivada de procesos de protedlisis. Adicionalmente a la banda de interés, se
observaron bandas de menor tamano para TGB1-GFP y SIALOG1-mRFP, coherentes

con productos de protedlisis parcial.

Con respecto al citoplasma, la localizacion de TGB1-GFP fue igualmente
difusa, salvo pequenos acumulos cerca de la membrana celular que podrian
representar plasmodesmos (PD) (Figura 4.3 A). Para confirmar la identidad de estas
estructuras se empleo azul de anilina, que tifie de forma especifica los depdsitos de
calosa, junto con la TGB1, en este caso marcada con EYFP para evitar contaminacion
entre canales. Las imagenes de CLSM muestran la colocalizacion entre las sefales de
TGB1 y el marcador de PDs (Figura 4.3 C). No se observaron alteraciones
ultraestructurales a causa de la sobreexpresion de la TGB1 de PepMV (Figura4.3 Ay

C).

4.1.3. La TGB1 de PepMV localiza en plasmodesmos y organulos de
replicacion viral durante la infeccion

Para determinar si la infeccién por PepMV modifica la distribucién subcelular

de la TGB1, se estudid la localizacién de la proteina de fusién TGB1-GFP en células

epidérmicas de N. benthamianainfectadas con PepMV.

Durante la infeccion por PepMV, la TGB1 mantuvo una localizacion nuclear y
citoplasmica (Figura 4.4 A). En el nucleo, la sefal se detectd en el carioplasma con
exclusion del nucleolo (Figura 4.4 B). En el citoplasma, la infeccion indujo la
acumulacién selectiva de TGB1-GFP en forma de pequefos granulos discretos en la
periferia celular compatibles con PD (Figura 4.4 A y B), asi como en agregados

discretos formando una estructura mayor en la periferia del ndcleo, compatible con
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un VRO (Figura 4.4 C). La identidad de los PDs se confirmd mediante el tinte azul de

anilinay la de los VROs mediante la senal de la CP de PepMV (Figura 4.4 D).

A B C

Azul de anilina Superpuesta

Figura 4.4. Localizacion subcelular de la TGB1 de PepMV en células infectadas de N.
benthamiana. A. B. C. Imagenes representativas de la localizacion subcelular de la proteina
de fusién TGB1-GFP en células infectadas con el clon agroinfectivo PepMV-WT. D.
Localizacion de la TGB1 de PepMV en plasmodesmos y organulos de replicacion viral
(VROs) en células infectadas. Se muestran imagenes correspondientes a los canales de la
proteina de fusion TGB1-EYFP (canal amarillo), el marcador de PD azul de anilina (canal cian),
la CP de PepMV como marcador de VROs (canal magenta) y la imagen superpuesta de los
tres canales. La CP se expreso a partir del clon agroinfectivo PepMV-TagRFP. Se senalan los
nucleos con un asterisco y los organulos de replicacion viral (VROs) con una cabeza de flecha.
Las imagenes del canal correspondiente a la autofluorescencia de los cloroplastos se
muestra en azul. La barra de tamano corresponde a 20 um.
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4.2. Identificacion de proteinas nucleares de tomate
interactoras de la TGB1 mediante escrutinio de doble

hibrido en levadura

Como aproximacién para identificar proteinas interactoras de la TGB1 en
nucleo se realizé un escrutinio de doble hibrido en levadura (yeast two-hybrid, Y2H)
en una genoteca de cDNA de plantas de tomate. Inicialmente se obtuvieron 34 clones
positivos en el escrutinio (Figura 4.5 A). Los clones fueron identificados mediante la
herramienta BLAST contra la base de datos del genoma de tomate ITAG v2.4. Como
criterio de confianza, se seleccionaron aquellos candidatos identificados con al
menos dos clones independientes. Mediante este andlisis, se identificaron un total de

7 candidatos bona fide no redundantes de la TGB1 (Tabla 4.2).
Tabla 4.2. Interactores putativos de la TGB1 identificados mediante Y2H.

Identificador Homologia

Solyc03g093650 | Ethylene response factor 5

Solyc01g008110 | Obtusifoliol 14alpha-demethylase
Solyc02g069510 | Light-dependent short hypocotyls 1
Solyc02g087130 | Phosphoglycerate mutase

Solyc01g008060 | Putative Rnase H domain-containing protein
Solyc06g071490 | Putative Serine/threonine-protein kinase
Solyc06g053350 | Probable transcription factor

De los siete interactores putativos identificados, se seleccionaron dos para un
analisis funcional mas detallado. La seleccién se baso en su localizacion subcelular
predicha, que les asignd una probabilidad superior al 80% para una localizacion
nuclear (Figura 4.5 B, C). Los interactores nucleares putativos de la TGB1 de PepMV
seleccionados corresponden a los genes anotados como Solyc02g069510, para el
que se obtuvieron dos clones independientes en el escrutinio de Y2H (Figura 4.5 D),
y Solyc06g053350, que se identificd en cuatro colones independientes (Figura 4.5
E).
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Figura 4.5. Escrutinio de doble hibrido en levadura (Y2H) de una genoteca de cDNA de
tomate y la TGB1 de PepMV. A. Escrutinio de doble hibrido en levadura. Se muestra un
ejemplo de colonias crecidas en medio selectivo suplementado con X-a-Gal, donde la
coloracion azul indica activacion del gen delator lacz, reflejando interaccion positiva entre la
TGB1 (cebo) y las proteinas codificadas en los clones de la libreria. By C. Prediccion de la
localizacién subcelular de los candidatos seleccionados. Software empleado DeeplLoc2.0. Se
muestran (B) Solyc02g069510 con una probabilidad de 94% de localizacion nuclear y (C)
Solyc06g053350 con una probabilidad de 80% de localizacion nuclear. Para cada proteina
se representa el grafico de densidad de prediccidn por residuo. D y E. Candidatos bona fide
del escrutinio de Y2H. Se muestran (D) Solyc02g069510y (E) Solyc06g053350. En rojo se
muestran las secuencias obtenidas en los clones presa positivos. En azul se muestra la
secuencia codificante anotada para el gen. En verde y lila se representan los extremos 5’y 3’
anotados. En negro se representa la barra de tamano en pares de bases.

4.3. Caracterizacion de SIALOG1

El gen anotado como Solyc02g069510 se localiza en la cadena negativa del
cromosoma 2 del genoma de tomate y presenta una estructura sencilla, compuesta

por un Unico exon de 546 nucledtidos.

El analisis de homologia mediante BLASTP contra la base de datos Sol
Genomics Network (SGN) reveld la existencia de once proteinas homoélogas en
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tomate con identidad de secuencia superioral 63% (Figura 4.6 A), y sin una anotacion
funcional especifica. Una busqueda de homologia extendida contra la base de datos
NCBI, asi como un analisis de dominios funcionales, identificaron una alta similitud
con proteinas mejor caracterizadas de las familias LIGHT-DEPENDENT SHORT
HYPOCOTYLS (LSH) de A. thalianay G1 de O. sativa, asi como la presencia del dominio
ALOG (IPR006936). Estos resultados permiten concluir que Solyc02g069510
codifica una proteina de la familia ALOG de factores de transcripcién ampliamente
conservada en plantas y relacionada con funciones de desarrollo y diferenciacién
celular (Iyer & Aravind, 2012; Rieu et al., 2024; Turchetto et al., 2023). Sin embargo,
su papel en respuesta a estrés bidtico no ha sido caracterizado.
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Figura 4.6. Analisis de homologia de Solyc02g069510 con la familia ALOG. A. BLASTP de
los clones candidatos frente a la base de datos Sol Genomics Network. Se muestran los 12
genes identificados con su porcentaje de identidad (ID%) con la secuencia determinada para
los clones Y2H. B. Alineamiento multiple de los 12 miembros de la familia ALOG en tomate.
Se indica el dominio ALOG resaltado en morado con su secuencia LOGO [modificado de
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(Turchetto et al., 2023)]. Los extremos altamente variables se representan con una linea
negra. Alineamiento realizado usando ClustalOmega.

Elanalisis de las doce proteinas identificadas mediante BLASTP codificadas en
el genoma de tomate (Figura 4.6 A) permitié concluir que todas ellas pertenecen a la
familia ALOG, basandose en i) un alineamiento de secuencias aminoacidicas con
miembros caracterizados de A. thalianay O. sativa, y ii) la identificacion del dominio
conservado ALOG (IPR0O06936) en todos los miembros (Figura 4.6 B).
Estructuralmente, todos los miembros presentan la organizacion modular tipica
descrita para proteinas ALOG, un dominio central altamente conservado flanqueado
por regiones N- y C-terminales altamente variables entre los miembros (Figura 4.6

B).

La familia ALOG en tomate fue inicialmente nombrada como 7TMF FAMILY
MEMBERs (TFAMs) (Huang et al., 2022; Xu et al., 2016) en base al gen regulador de
la floracion TERMINATING FLOWER (TMF), previamente caracterizado (MacAlister et
al.,, 2012). Sin embargo, esta nomenclatura funcional presenta limitaciones en
familias extensas o poco caracterizadas. Por ello, en este trabajo se adopt6é una
nomenclatura sistematica y neutral basada en la posicién gendmica, usando el prefijo
SIALOG (Solanum lycopersicum ALOG) seguido de nimeros correlativos. Asi, el gen
Solyc02g069510 se ha denominado S/ALOG1 y los 11 miembros adicionales se han
designado SIALOG2-SIALOGI12.

Se realizé un analisis filogenético incluyendo los 12 miembros de la familia
ALOG identificados en tomate, las 10 secuencias descritas en A. thaliana, y las 2
secuencias descritas en Marchantia polymorpha. Las secuencias de M. polymorpha
se utilizaron como externas al grupo para enraizar el arbol dada su posicién basal en
la filogenia de plantas terrestres (Figura 4.7 A). El arbol obtenido mostré dos ramas
principales. El Clado I con un alto soporte estadistico (bootstrap 99%) compuesto por
5 miembros de tomate y 4 de A. thalianay el Clado II subdividido en el subclado IIa
compuesto por 5 miembros de tomate junto a 4 de A. thalianay el 11b donde SIALOG1,
objeto de esta tesis doctoral, se agrupa con SIALOGD5, y las proteinas de A. thaliana
LSH5 y 6 (Figura 4.7 A). Esta topologia permite concluir que la proteina ALOG mas
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cercana en tomate a SIALOG1 es SIALOG5 y que sus ortélogos mas probables en A.

thaliana son LSH5 y LSH6 (Figura 4.7 A).

Tree scale: 0.1 ———
4{ MpLOS2
8 MpLOS1

SIALOG2
’7 SIALOG11
e LSH10
LSH9
= siaoc2|Clado |
SIALOG10
SIALOG7
LSH8
100 LSH7
SIALOGY
(I LSH4
| SIALOGS
o SIALOG6
70 LSH3 a
LSH1 OBO2
81 LSH2 Clado Il
SIALOG4
80 SIALOG3

SIALOG5
473'?|7— i
= LSH5

SIALOG1

b

SIALOG1 SIALOG2 SIALOG3 SIALOG4 SIALOGS SIALOG6

EEEEE

SIALOG? .. SIALOGE SIALOGY SIALOG10 SIALOG11 SIALOG12

EEF

Figura 4.7. Relacion filogenética y perfil de expresion de las proteinas ALOG de S.
lycopersicum. A. Reconstruccidn filogenética de la familia ALOG. Se incluyen: 12 proteinas
ALOG de Solanum lycopersicum (SIALOG), 10 proteinas LSH de Arabidopsis thalianay 2 de
Marchantia polymorpha (MpLOS). Las secuencias de M. polymorpha fueron empleadas como
externas al grupo debido a su posicidn basal en la filogenia de plantas terrestres. La filogenia
fue inferida mediante el método de maxima verosimilitud utilizando el modelo JTT+G, con
1000 iteraciones para el calculo de bootstrap; se indican los valores >50% y la escala del
arbol. El analisis se realizo con el software MEGA7. Se muestra resaltado SIALOG1 codificada
por el gen Solyc02g069510. B, Perfil de expresion temporal de los genes ALOG de tomate
durante el desarrollo. Los datos se obtuvieron de la plataforma TomExpress. Se muestran los
estadios EVM (early vegetative meristem), MVM (middle vegetative meristem), LVM (late
vegetative meristem), TM (transition meristem), y FM (floral meristem). Se resalta el nombre
de los S/IALOG analizados en esta tesis doctoral.
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En una familia génica suelen existir distintos grados de
redundancia/especializacion entre sus miembros. Por ello, como aproximacion para
inferir posibles redundancias funcionales entre los miembros de la familia ALOG se
estudio su perfil de expresion de los distintos miembros durante el desarrollo. Este
analisis se llevo a cabo gracias a los resultados depositados en la base de datos
TomExpress. De este analisis destaca la similitud en los perfiles de expresion de

SIALOG4, 5, 6,9y 11 con el de SIALOG1 (Figura 4.7 B).

SIALOG1, aligual que el resto de miembros de la familia (Iyer & Aravind, 2012),
presenta un dominio ALOG central con estructura tridimensional estable (Figura 4.8
A) flanqueado por regiones N- y C-terminales flexibles y desordenadas segin una
prediccion /n silico (Figura 4.8 B). En conjunto, esta organizacién confiere a la proteina

una estructura modular (Figura 4.8 C).
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Figura 4.8. Estructura de SIALOG1. A. Estructura tridimensional de SIALOG1. Modelo
estructural obtenido mediante Alphafold. Se observa el dominio ALOG central, compuesto
por cuatro hélices o (azul oscuro), y el motivo zinc ribbon (azul claro) insertado entre ellas.
Las regiones terminales no se resuelven en la prediccion, acorde a su naturaleza flexible. B.
Prediccién de regiones intrinsecamente desordenadas (IDR). El andlisis mediante el
algoritmo PONDR VL-XT identifica dos IDRs. El eje X indica la posicion de los residuos de
aminoacidos, y el eje Y la propension al desorden. La linea horizontal en Y=0,5 marca el
umbral de prediccion. C. Distribucion de dominios en SIALOG1. Se muestran las secuencias
intrinsecamente desordenadas (IDR), asi como las cuatro a-hélices (morado) y el zinc ribbon
(blanco) que conforman el dominio ALOG de unién a acidos nucleicos.
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4.3.1. Evaluacion de la susceptibilidad de la linea slalogZ a PepMV
Para evaluar el papel de SIALOG1 durante la infeccién por PepMV, se
generaron lineas de mutantes nulos del gen en tomate cv. MicroTom utilizando la

tecnologia CRISPR/Cas9.

Para los ensayos de susceptibilidad a PepMV, se seleccioné la linea mutante
slalog1 caracterizada por un coddn de stop prematuro resultante de la delecion de
una citosina en posicion 296, tres nucledtidos aguas arriba de la region PAM (Figura
4.9 A). Esta delecion provoca un cambio en la pauta de lectura, generando una
proteina truncada de 106 aa en lugar de los 181 de la proteina silvestre (Figura 4.9
A). Dado que el dominio ALOG de union a acidos nucleicos se encuentra truncado, se
espera una pérdida de funcién total de la proteina mutante. Una vez fijada la mutacién

en homocigosis y eliminado el transgén por segregacion, la linea s/alogZ no mostro
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Figura 4.9. Caracterizacion de la linea mutante s/alogZ en MicroTom. A. Esquema de la
edicion mediante CRISPR/Cas9 del gen S/ALOGI. Se muestra la representacion de la
secuencia codificante de SIALOG1y la posicion del ARN guia (gRNA). La ampliacion muestra:
la secuencia silvestre (WT) del gen con la posicién del gRNA y la secuencia PAM, asi como la
secuencia mutante (slalogl) resultante de la delecion de un nucledtido en la region diana
(sombreado en rojo), que genera un coddn de sfop prematuro en la secuencia mutante,
indicado con un asterisco. B. Inoculacién de plantas de la linea s/alog1. Se muestran plantas
representativas de la linea mutante s/alogl sanas e infectadas con PepMV a 14 dpi, junto con
plantas de genotipo silvestre del mismo fondo genético. La barra morada representa 10 cm.
C. Ensayo de susceptibilidad a PepMV en plantas s/alogl. Se muestra la acumulacién viral
relativa a 14 dias post inoculacion en plantas infectadas mecanicamente con una suspension
de viriones de PepMV, comparando plantas de genotipo silvestre (WT, gris) y mutante
(slalog1, rojo). La acumulacion viral fue cuantificada mediante RT-qPCR relativa a partir de
ARN total extraido individualmente de toda la parte aérea de la planta. Como gen de
referencia para la normalizacion de la expresién se utilizd la subunidad 25S del ARN
ribosomal. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
calculada mediante un test one-way ANOVA (p-valor= 0.0494).

alteraciones fenotipicas apreciables en condiciones normales de cultivo ni tras la
infeccion con PepMV, en comparacion con plantas de genotipo silvestre, a los

tiempos de muestreo empleados para los ensayos de susceptibilidad (Figura 4.9 B).

La acumulacién de PepMV se cuantificd para cada planta individual mediante
RT-gPCR relativa, utilizando una pareja de oligonucledtidos especificos de la CP de
PepMV y de la subunidad 25S del ARN ribosomal, empleado como gen de referencia
para la normalizacién (Anexo I). Los resultados obtenidos fueron consistentes en los
distintos ensayos independientes realizados (n > 3), y revelaron una reduccion
estadisticamente significativa de la acumulacion viral en plantas slalogl en

comparacion con las de genotipo silvestre a 14 dpi (Figura 4.9 C).

4.3.2. La localizacion subcelular de SIALOG1 se ve alterada durante la
infeccion por PepMV

Se estudio la distribucién subcelular de SIALOG1 mediante CLSM empleando

la proteina de fusion SIALOG1-EYFP. En células sanas, se observd una localizacién

exclusivamente nuclear (Figura 4.10), consistente con su localizacién subcelular

predicha (Figura 4.5 B). La sefal de fluorescencia observada fue homogénea en el

carioplasma, y enriquecida en el nucleolo (Figura 4.10). Durante la infeccién por
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PepMV, la fluorescencia de SIALOG1-EYFP se acumulé principalmente en los VROs
formados en la periferia del nlcleo, identificados mediante la expresion de TagRFP-
CP a partir del clon agroinfectivo PepMV-TagRFP (Figura 4.10, columna CP). Ademas
de esta acumulacion preferente en VROs, se detectd sefal de fluorescencia dispersa
en el citoplasmay carioplasma (Figura 4.10). Este cambio en el patron de localizacion

subcelular sugiere una relocalizacion de SIALOG1 a los VROs de PepMV.

Sano Infectado
SIALOG1 SIALOG1 Superpuesta

Figura 4.10. Localizacion subcelular de SIALOG1 en células sanas e infectadas por
PepMV. Se muestran imagenes correspondientes a SIALOG1-EYFP (canal amarillo) en
células sanas (izquierda) e infectadas por PepMV (derecha). Adicionalmente, para las células
infectadas, se muestran imagenes del canal de TagRFP-CP (canal magenta) expresada a
partir del clon agroinfectivo PepMV-TagRFP (Alcaide & Aranda, 2023) y la superposicion de
las imagenes de ambos canales. Las imagenes del canal correspondiente a la
autofluorescencia de los cloroplastos se muestran en azul. Los nucleos se indican con
asteriscos y los organulos de replicacion viral (VROs) con cabezas de flecha. Las barras de
tamano representan 20 uym.

4.3.3. Analisis de la interaccion entre SIALOG1y TGB1

Dado que la interaccion entre SIALOG1 y TGB1 fue identificada mediante un
sistema heterologo que no proporciona informacion sobre la localizacién subcelular
donde ocurre la interaccion, se procedio a caracterizar la co-localizacion de ambas

proteinas mediante CLSM como paso previo a la validacién de la interaccion
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identificada. Para minimizar posibles interferencias espectrales entre los distintos

canales se emplearon SIALOG1-mRFPy TGB1-GFP.

En células sanas, ambas proteinas mostraron coincidencia espacial
Unicamente en el nucleo (Figura 4.11 A), mientras que en células infectadas con
PepMV, el patron de co-localizacion cambié de acuerdo a lo observado con las
proteinas individuales, y la co-localizacién de las senales se observd en VROs,
nucleos y, en menor medida, en el citoplasma (Figura 4.11 A). Esta co-localizacién
espacial durante el ciclo infectivo es consistente con la hipétesis de una interaccion

funcional entre ambas proteinas /n vivo.
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Figura 4.11. Analisis espacial de la interaccion SIALOG1-TGB1. A. Co-localizaciéon de
SIALOG1 vy TGB1 en células sanas e infectadas. En magenta se muestra SIALOG1-mRFP
(canal magenta) y TGB1-GFP (canal verde). B. Estudio de la interaccién SIALOG1-TGB1
mediante complementacion bimolecular de fluorescencia (BiFC). Se muestra la
reconstitucion de fluorescencia YFP en células sanas e infectadas que expresan SIALOG1-
nYFP y TGB1-cYFP. En la imagen correspondiente a células sanas se muestra la
superposicion del campo claro. Las imagenes del canal correspondiente a la
autofluorescencia de los cloroplastos se muestra en azul. Los nucleos se indican con
asteriscos y los organulos de replicacién viral (VROs) con cabezas de flecha. La barra de
tamano representa 20 ym. C._Cuantificacién de la interaccion mediante transferencia de
energia por resonancia de Forster medida por tiempo de vida de fluorescencia (FRET-FLIM).
Se empled TGB1-GFP como donador y SIALOG1-mRFP como aceptor. Se cuantificé la vida
media de fluorescencia de la GFP en nucleos de células de N. benthamianasanas e infectadas
por PepMV. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas mediante
analisis one-way ANOVA seguido de test post-hoc Tukey, p < 0,05.

Para confirmar la interaccion entre las dos proteinas, se realizaron analisis
complementarios /n planta basados en microscopia confocal: complementacién
bimolecular de fluorescencia (BiFC), y transferencia de energia por resonancia de

Forster medida por microscopia de tiempo de vida de fluorescencia (FRET-FLIM).

El analisis mediante complementacién bimolecular de fluorescencia (BiFC)
reveld una reconstitucion de la senal de fluorescencia Unicamente en células
infectadas por PepMV, mientras que, en células sanas, pese a la co-localizacién
nuclear descrita previamente, no se observo reconstitucién de fluorescencia (Figura
4.11 B). En células infectadas, la sefal de fluorescencia se registré en nucleo,
citoplasmay VROs (Figura 4.11 B), coincidiendo con la co-localizacién descrita en los
apartados previos. Este resultado demuestra que la interaccién SIALOG1-TGB1 es

dependiente de la infeccidn.

De forma complementaria, se empled la técnica FRET-FLIM. En los nucleos de
células infectadas, se observd una reduccion estadisticamente significativa del
tiempo de vida medio (1) de GFP con respecto a los controles, que incluian las
mediciones de 7de TGB1-GFP en ausencia de aceptor, asi como en presencia del
aceptor mRFP no fusionado a SIALOG1, tanto en células sanas como infectadas
(Figura 4.11 C). Esta reduccién en el tiempo de vida confirma la interaccion entre
SIALOG1 y TGB1 en nucleos de células infectadas. En los nucleos de células sanas,
no se detect6é una reduccion en las medidas de 7 de GFP en comparacion con los
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controles (Figura 4.11 C). Estos resultados corroboran los obtenidos mediante BiFC,
confirmando que la interaccién entre SIALOG1 y TGB1 en nucleo es dependiente de

la infeccion.

4.3.4. Evaluacion del fenotipo de otros miembros de la familia ALOG ante la
infeccion por PepMV

Dada la elevada similitud en la secuencia de aminoacidos (Figura 4.6 B) y el
perfil de expresion durante el desarrollo (Figura 4.7 B) entre los distintos miembros
de la familia ALOG de tomate, se seleccionaron cuatro miembros adicionales a
SIALOG1 para caracterizar su localizacion subcelular en respuesta a la infeccion por
PepMV, con el objetivo de comprobar si el fenotipo de localizaciéon de SIALOG1
durante la infeccion es especifico o genérico de la familia ALOG. La seleccion se basé
en dos criterios complementarios: i) se seleccionaron candidatos representativos de
cada uno de los clados definidos en el andlisis filogenético (Figura 4.7 A), y ii) se
priorizaron aquellos genes cuyo perfil de expresion durante el desarrollo presentaba
mayor similitud con el de S/IALOGI (Figura 4.7 B). Los genes seleccionados fueron

SIALOG4, SIALOGS, SIALOG9y SIALOG11.

En células sanas, las cuatro proteinas SIALOG analizadas se localizaron
exclusivamente en el nucleo (Figura 4.12). SIALOG5 mostrd una distribucion
homogénea entre carioplasma y nucleolo, mientras SIALOG4 y 11 presentaron
exclusion parcial del nucleolo. Por el contrario, SIALOG9 se concentro en nucleolo.
Durante la infeccidén por PepMV, las cuatro proteinas SIALOG estudiadas, adicionales
a SIALOG1, permanecieron confinadas en el nucleo (Figura 4.12); sin embargo, se
detectaron alteraciones en su patron de localizacién, caracerizadas por una
pérdiendo generalizada de su localizacion nucleolar. Estos cambios podrian refleja
una remodelacién de la arquitectura nuclear en respuesta a la infeccion. En conjunto
estos resultados indican que el reclutamiento a VROs constituye un fenotipo

especifico de SIALOG1 entre los SIALOG analizados.
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Sano Infectado
SIALOGX SIALOGX Superpuesta

SIALOG9 SIALOGS5 SIALOG4

SIALOG11

Figura 4.12. Localizacion subcelular de miembros representativos de la familia ALOG de
tomate en células sanas e infectadas. Distribucion subcelular de proteinas ALOG de
Solanum lycopersicum fusionadas a EYFP (canal amarillo) en células epiteliales de .
benthamiana. Los paneles de la izquierda muestran células sanas. A la derecha se muestran
células infectadas con la sefnal de la proteina SIALOGX (canal amarillo), la CP de PepMV (canal
magenta) y la superposicion de ambos canales. Los nucleos se indican con asteriscos y los
organulos de replicacion viral (VROs) con cabezas de flecha. La barra de tamafo representa
20 ym.

4.3.5. Analisis de mutantes de delecion y quimeras de SIALOG1 y SIALOG5
Con el objetivo de mapear la/s regidn/es responsable/s de la interaccion entre

SIALOG1 y TGB1, se construyeron mutantes de delecion de SIALOG1 y quimeras
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entre SIALOG1 y 5 en base a i) la arquitectura modular de las proteinas ALOG, ii) la
elevada identidad de aminoacidos y estrecha relacion filogenética entre SIALOG1 y
SIALOGS, vy iii) la gran diferencia en cuanto a la localizacion subcelular observada

entre SIALOG1 y SIALOG5 durante la infeccion por PepMV.

El analisis de la secuencia de aminoacidos de SIALOG1 predijo dos IDRs en las
regiones N- y C-terminales, uno en la posicidon 14-50 y otro en posicion 144-180,
ambos solapando con la region de la proteina correspondiente al dominio ALOG
(Figura 4.13 A). De igual modo se identificaron dos IDR en los extremos de SIALOG5,
uno en posicién 1-58 y otro en en posicion 130-220 (Figura 4.13 A). Estos IDRs han

sido previamente descritos y caracterizados experimentalmente (Huang et al., 2022).

Aprovechando la estructura modular de ambas proteinas (Figura 4.13 A), se
generaron construcciones de delecidon eliminando selectivamente cada IDR en
SIALOG1, asi como construcciones quiméricas mediante intercambio modular de los
IDRs entre SIALOG1 y SIALOG5 (Figura 4.13 B). Todas las construcciones fueron
fusionadas a EYFP para evaluar su capacidad de ser reclutadas a VROs durante la

infeccion por PepMV (Figura 4.13 B).

Las proteinas EYFP-SIALOG1AIDR1.1y EYFP-SIALOG1AIDR1.2 mostraron una
reduccién significativa en su localizacion en VROs (Figura 4.14) comparadas con la
proteina completa (Figura 4.9). La delecién del IDR1.2 redujo el reclutamiento a VROs
considerablemente, mientras que la delecién del IDR1.1 mostré una reduccidon mas

acusada (Figura 4.14).

Ninguna de las proteinas quiméricas generadas presentd localizacion en VROs
(Figura 4.14), en contraste con la marcada localizacion en VROs de SIALOG1 (Figura
4.9), sugiriendo que no hay redundancia funcional entre los IDRs de SIALOG1 vy
SIALOGS.
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Figura 4.13. Arquitectura modular de proteinas ALOG y construcciones generadas. A.
Estructura de SIALOG1 y SIALOG5. Secuencia de SIALOG1 y SIALOGS5 indicando la
localizacion de las regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) en los extremos N-y C-
terminales, asi como el dominio ALOG central. Los distintos colores identifican las diferentes
proteinas y dominios. B. Representacion esquematica de las construcciones de delecién y
quiméricas generadas. Los diferentes dominios quedan representados de acuerdo con el
codigo de colores introducido en el panel A. Adicionalmente, se representa en amarillo la
posicion de la proteina fluorescente amarilla (EYF). Las diferentes cajas estan representadas
a escala mostrandose la barra de tamano en la parte inferior de la figura.
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Figura 4.14. Analisis de localizacion subcelular de mutantes de delecion y quimeras de
SIALOG1 y SIALOGS5. Imagenes representativas de la localizacién subcelular de versiones
truncadas de SIALOG1 y proteinas quiméricas entre SIALOG1 y SIALOG5, fusionadas a EYFP
y expresadas transitoriamente en células epiteliales de N. benthamiana. Los paneles
izquierdos corresponden a células sanas. A la derecha se muestran células infectadas por
PepMV, con imagenes representativas de los canales de la proteina de interés (POI) (canal
amarillo), la CP de PepMV (canal magenta) y la superposicion de ambos canales. Al lado del
nombre de cada construccién, se muestra su esquema segun la Figura 4.13. Los nucleos se
indican con asteriscos y los organulos de replicacion viral se sefalan con cabezas de flecha.
La barra de tamano corresponde a 20 ym.

4.3.6. RNAseq del mutante slalogi1

Con el objetivo de caracterizar la influencia de SIALOG1 en la configuracion del
transcriptoma de tomate durante la infeccidon por PepMV, se realizé un RNA-seq en
plantas de tomate cv. MicroTom de genotipo silvestre (WT) y el mutante nulo slalogi,
en condiciones control (mock-inoculadas) o infectadas por PepMV. Las plantas se
muestrearon a 7 dpi porque en ese momento los cambios transcriptomicos inducidos
por PepMV tienen mas amplitud (Alcaide et al., 2022). A este tiempo postinfeccién
no se observaron diferencias significativas en la acumulacion de PepMV en el

genotipo slalogl con respecto al WT (Figura 4.15 A).

El andlisis de componentes principales (PCA) reveld el agrupamiento de las
réplicas bioldgicas dentro de cada tratamiento y una segregacion muy clara de los
cuatro tratamientos (Figura 4.15 B). El componente 1 explicé el 28,1% de la varianza
total y diferencio las plantas infectadas por PepMV de las mock-inoculadas, mientras
que el componente 2 explicé el 19,7% de la varianza total separando los genotipos

WT vy slalogl (Figura 4.15 B).

El nimero total de genes expresados, definido como fragmentos por kilobase
por millon de fragmentos mapeados (FPKM) > 1, fue comparable entre los cuatro
tratamientos superando los 17.000 genes en cada uno de ellos. Se identificaron los
genes diferencialmente expresados (DEGs) para las comparaciones pareadas: i) WT-
Infectado (WT-I) vs WT-mock (WT-M), para estudiar el efecto de la infeccion en fondo

silvestre, ii) slalog1-1 vs slalogl-M, efecto de PepMV en el fondo mutante, iii) slalogl-
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M vs WT-M, efecto de la mutacion en condiciones basales, y iv) slalogZ-1 vs WT-I,

diferencias en la respuesta a la infeccidn.
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Figura 4.15. RNAseq de plantas de tomate de genotipo slalogl. A. Ensayo de
susceptibilidad a PepMV en plantas s/alog1. Se muestra la acumulacion viral relativa
a 7 dias postinoculacion en plantas infectadas mecanicamente con una suspension
de viriones de PepMV, comparando plantas de genotipo silvestre (WT, gris) y mutante
(slalog1, rojo). La acumulacion viral fue cuantificada mediante RT-qPCR relativa a
partir de pooles de tres extracciones independientes de ARN total extraido
individualmente. Como gen de referencia para la normalizacion de la expresién se
utilizod la subunidad 25S del ARN ribosomal. B. Analisis de componentes principales
(PCA). Los grupos bioldgicos ensayados fueron silvestre mock-inoculado (WT-M),
slalog1 mock-inoculado (slalog1-M), silvestre infectado con PepMV (WT-I) y slalogl
infectado por PepMV (slalogl-I). C y D. Diagramas de Venn. Se muestran los genes
diferencialmente expresados (DEGs) (C) inducidos y (D) reprimidos.

El analisis de interseccién mediante diagramas de Venn reveld que 355 DEGs
inducidos y 45 reprimidos fueron compartidos entre las comparaciones WT-I vs WT-

M vy slalogl-1 vs slalogl-M (Figura 4.15 C y D), representando una respuesta
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transcripcional conservada a la infeccién viral independiente de la mutacion. Por el
contrario, 174 DEGs inducidos y 101 reprimidos fueron especificos de la comparacion
WT-Ivs WT-M (Figura 4.15 C y D) constituyendo posibles genes cuya regulacion por
PepMV es dependiente de SIALOG1. 509 DEGs inducidos y 415 reprimidos fueron
especificos para la comparacion slalogl-1 vs slalogl-M (Figura 4.15 C y D)
representando posiblemente una respuesta transcripcional a la infeccion

compensatoria o aberrante ante la ausencia de SIALOG1.

Para estudiar funcionalmente los DEGs, se realizé un andlisis de
enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO, Gene Ontology). La
significancia estadistica se ajusté utilizando un p.adjust< 0,05 para reducir la tasa de
falsos positivos derivada de las comparaciones multiples (Figura 4.16). En la
comparacién WT-I vs WT-M se detectd una sobre-representaciéon en términos
asociados a la actividad quinasa (transmembrane receptor protein serine/threonine
kinase activity, kinase activity y transmembrane receptor protein kinase activity),
respuesta antioxidante (glutathione transferase activity y arsenate reductase
[glutaredoxin] activity) y actividad chlorophyll binding. La mutacion de SIALOG1
parece tener un efecto en el transporte de péptidos (dipeptide transmembrane
transporter activity) y regulacién de la actividad transcripcional de la ARN polimerasa
I1 (DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase II-specific), tal
como destaca la comparacion slalogZ-M vs WT-M. En cuanto a la respuesta a la
infeccidon en el mutante s/alogZ GUnicamente se observa un fuerte enriquecimiento en
el término regulation of DNA-templated transcription. Aparece el término dipeptide
transmembrane transporter activity, asociado a la mutacion, y el término glutathione
transferase activity, asociado a la infeccion (Figura 4.16 A). Finalmente, en la
comparacion entre plantas infectadas (slalogZ-1 vs WT-I) aparece el término Z-
aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase activity, relacionado con el paso limitante

en la sintesis de la fitohormona etileno (Figura 4.16 A).
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Figura 4.16. Estudio funcional de los genes diferencialmente expresados (DEGs). A.
Analisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO). Se muestran las categorias

ontoldgicas sobrerrepresentadas en cada comparacion. El tamafo de cada barra indica el
numero de DEGs por categoria y el color representa el grado de significancia (p.adj < 0,05).
B. Andlisis de términos KEGG. Se muestran las categorias KEGG sobrerrepresentadas en

cada comparacién. El tamano de cada punto representa el nUmero de DEGs por categoria
asociaday el color representa el grado de significancia estadistica (p.adj < 0,05).

Para obtener una perspectiva mas integradora de los procesos bioldgicos

alterados entre los distintos grupos biolégicos, se completd el analisis GO con un
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analisis de enriquecimiento en vias metabdlicas mediante la base de datos KEGG
(Kyoto Encycopledia of Genes and Genomes). Este analisis revelé una desregulacion
de la biosintesis de carotenoides y diterpenoides asociadas a la mutacion, vy
alteraciones adicionales en el metabolismo del glutation en la respuesta a la infeccion
del mutante (Figura 4.16 B). En la comparacién slalog1-1 vs WT-I, la sefalizacion

hormonal se encuentra desregulada (Figura 4.16 B).

4.4. Caracterizacion de SlbZIP42

El gen anotado como Solyc06g053350 (Figura 4.5 C y E) se localiza en la
cadena negativa del cromosoma 6 del genoma de tomate y presenta una estructura
genomica compleja compuesta por cuatro exones y tres intrones. La secuencia
anotada del gen, incluyendo las regiones no traducidas, presenta una longitud de
7.113 pb. La regién 5’UTR tiene una extension de 263 pb, mientras que la 3’UTR de
315 pb. Los exones que forman el gen presentan longitudes de 689, 133, 85y 398
pb en sentido 5’-3’, mientras que los intrones presentan extensiones superiores,
siendo 3.924, 253 y 1.054 pb las longitudes de los diferentes intrones anotados. El
CDS del gen es de 1305 pb y codifica una proteina de 434 aa con un peso molecular

tedrico de ~47 kDa.

Un analisis mediante BLASTP contra la base de datos Sol Genomics Network
identificd nueve proteinas en el genoma de tomate con alta similitud, sobre todo en
la region central (Figura 4.17 A). Las 10 proteinas identificadas estan anotadas como
miembros de la familia basic leucine zipper (bZIP). La pertenencia de estas proteinas
a la familia bZIP fue confirmada mediante la identificacion del dominio candnico bZIP
(IPRO04827) de unidén a acidos nucleicos en todas ellas.

No obstante, la familia bZIP esta altamente diversificada en plantas y se han descrito
un total de 69 miembros en S. lycopersicum (D. Li et al., 2015). Para identificar todos

los miembros potenciales de la familia, se realizd una busqueda por homologia
mediante BLASTP utilizando el dominio bZIP conservado como guery contra la base
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Figura 4.17. Analisis de homologia y relaciones filogenéticas de Solyc06g053350 con la
familia bZIP. A. BLASTP del candidato de Y2H frente a la base de datos Sol Genomics
Network. Se muestran los 10 genes identificados con su porcentaje de identidad (ID%) a la
secuencia obtenida de cuatro clones en el escrutinio Y2H. B. Reconstruccién filogenética de
la familia bZIP en tomate. Arbol filogenético de las 69 proteinas de la familia bZIP de S.
lycopersicum (SIbZIP). La filogenia fue inferida mediante el método de maxima verosimilitud
utilizando el modelo JTT+G, con 1000 iteraciones para el calculo de bootstrap; se indican los
valores de soporte >50%, asi como la escala del arbol. El analisis se realizé con el software
MEGA7. El arbol esta enraizado en el punto medio. Se indican los distintos miembros de cada
uno de los clados presentes en S. lycopersicum con un sombreado y la letra que lo
representa.

de datos Sol Genomics Network empleando un £-value threshold permisivo de 1,0,
siguiendo la metodologia establecida por Li et al. (D. Li et al., 2015). Utilizando estos
criterios, se identificaron los 69 genes no redundantes de la familia SIbZIP (Figura

4.17 B) (D. Lietal., 2015).

Por uniformidad y sistematica, se adoptd una nomenclatura basada en el
prefijo SIbZIP seguido de numeros correlativos reflejando la posicidn relativa en el
genoma, de acuerdo con los criterios establecidos en revisiones previas (Droge-Laser
et al., 2018; D. Li et al., 2015). Asi, los miembros de la familia bZIP en tomate se
nombran como SIbZIP1-69, siendo el gen Solyc06g053350, objeto de esta tesis
doctoral, nombrado como S/bZIP42.

Un andlisis filogenético de los 69 miembros de la familia bZIP en tomate
permitié identificar 12 de los 13 grupos descritos en la bibliografia, a excepcion del
grupo K (Figura 4.17 B). SIbZIP42 forma parte del grupo I, junto a SlbZIP11, 29, 30,
35,40, 41y 43 (Figura 4.17 B). El grupo I es uno de los peor caracterizados dentro
de la familia bZIP y algunos de sus miembros han sido relacionados con funciones
del desarrollo vascular, sefalizacion osmética y activacion de genes de defensa ante
ciertas condiciones redox (Droge-Laser et al., 2018). Respecto a la respuesta a
patdogenos, solo VIP1 (AtbZIP51) ha sido caracterizado en su papel en respuesta a
Agrobacteriumy estrés oxidativo (Tzfira et al., 2001). La identificacion de SIbZIP42
como interactor putativo de la proteina viral TGB1 en esta tesis doctoral representa
la primera descripcion de interaccion directa entre un miembro del grupo I de bZIPy

una proteina viral.
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Estructuralmente, SIbZIP42, al igual que todos los miembros descritos de la
familia bZIP, comparte una arquitectura modular caracteristica (Droge-Laser et al.,
2018). SIbZIP42 presenta un dominio bZIP central con estructura tridimensional
definida, flanqueado por regiones N- y C-terminales flexibles (Figura 4.18 A). El
dominio bZIP incluye la regidon de unién a acidos nucleicos y leucine zjpper con un
papel en la homo y heterodimerizacién (Figura 4.18 B). A lo largo de la secuencia de
SIbZIP42 se pueden identificar diferentes regiones predichas como IDRs (Figura 4.18
C).

Exon2 | Exon3 i Exon-4 1

R 1 ] ] [ e O s - RS bZiP DOM RS ]

Figura 4.18. Estructura de SlbZIP42. A-B. Modelo 3D de SIbZIP42. El modelo se genero
mediante AlphaFold Server. Se destaca el dominio bZIP, mas estructurado, en azul oscuro.
(A). Monémero. (B). Homodimero de SlbZIP42. €. Dominios predichos de SlbZIP42. Se
muestran las regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) predichas mediante PONDR VL-
XT y el dominio conservado bZIP identificado mediante InterProScan (IPR004827).

4.4.1. Evaluacion de la susceptibilidad de la linea slbzip42 a PepMV

Como en el caso de SIALOGI, se generaron lineas de mutantes nulos en
SIbZIP42 en tomate cv. MicroTom utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9. Para los
ensayos de susceptibilidad a PepMV se selecciond la linea mutante slbzjp42
caracterizada por la delecion de una adenina en posicion 313, que genera un coddn
de stop prematuro en posicién 360 (Figura 4.19 A). Esta mutacion, segun la
prediccion /n silico, impide la expresidn de la proteina, dada la proximidad entre el
codon de inicio y el de stop. La linea s/bzip42 no mostrd diferencias fenotipicas
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apreciables en condiciones normales de cultivo, ni frente a la infeccién por PepMV a

los tiempos de muestreo (Figura 4.19 B).
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Figura 4.19. Caracterizacion de la linea mutante s/bzip42en MicroTom. A. Esquema de la
edicién mediante CRISPR/Cas9 del gen S/bZIP42. Se muestra una representacion de la
region codificante (CDS) de S/bZIP42 y la posicion del ARN guia (gRNA). La ampliacion
muestra: la secuencia silvestre (WT) del gen con la posicion del gRNA y la secuencia PAM, asi
como la secuencia mutante (s/bzjp42) resultante de la delecidn de un nucleétido en la regidn
diana (sombreado en azul), que genera un coddn de stop prematuro (sombreado en rojo). B.
Inoculacidn de plantas de la linea slbzip42. Se muestran plantas representativas de la linea
mutante slbzijp42 sanas e infectadas con PepMV a 14 dpi, en comparacion con plantas de
genotipo silvestre con el mismo fondo genético. La barra morada representa 10 cm. C.
Ensayo de susceptibilidad a PepMV en plantas slbzip42. Se muestra la acumulacion viral
relativa en plantas inoculadas mecanicamente con PepMV a 14 dpi, comparando plantas de
genotipo silvestre (WT) y mutante (s/bzijp42). La acumulacion viral fue cuantificada mediante
RT-gPCR relativa a partir de ARN total extraido individualmente de cada planta. Como gen de
referencia para la normalizacién de la expresion se utilizé la subunidad 25S del ARN
ribosomal. El asterisco indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos calculada mediante un test one-way ANOVA con un p-valor=0,0159.

Para cada uno de los ensayos de susceptibilidad se emplearon al menos 10
plantas por genotipo y tratamiento; todas ellas fueron genotipadas de forma
individual. A los 14 dpi se realizé el muestreo vy, tras la extraccion de ARN total, se
procedio a la cuantificacién de la acumulacién de PepMV en las muestras de forma
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individual mediante RT-qPCR relativa. Los resultados obtenidos fueron reproducidos
entre las diferentes réplicas bioldgicas y los diferentes ensayos realizados (n > 3),
mostrando una reduccién estadisticamente significativa de la acumulacién viral en
plantas slbzip42 en comparacion con las de genotipo WT (Figura 4.19 C). Estos
resultados sugieren una funcion de SIbZIP42 como factor proviral durante la

infeccién por PepMV.

4.4.2. Localizacion subcelular de SIbZIP42
Para determinar la localizacion subcelular de SIbZIP42, se empled la proteina
SIbZIP42-mRFP expresada de forma transitoria en células epidérmicas de M.

benthamiana sanas e infectadas por PepMV.

En células sanas, la proteina de fusion SIbZIP42-mRFP mostrd una
distribucién nuclear y citoplasmatica, con exclusion selectiva del nucleolo (Figura
4.20). Durante la infeccion por PepMV, la proteina mantuvo esta localizacién nucleo-
citoplasmica; sin embargo, se observé una reduccion en la intensidad de la sefal de
fluorescencia en nucleo respecto a la sefal de citoplasma (Figura 4.20). De manera
significativa, SIbZIP42 localizd en los VROs situados en la periferia nuclear, donde

colocalizo6 con la CP de PepMV (Figura 4.20 columna CP).
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Figura 4.20. Localizacion subcelular de SIbZIP42 en células sanas e infectadas por
PepMV. Se muestra la localizacion subcelular de la proteina de fusién SIbZIP42-mRFP (canal
magenta) en células sanas (izquierda) e infectadas por PepMV (derecha). En los paneles de
células infectadas se muestran imagenes de SIbZIP42-mRFP (canal magenta), la CP (canal
verde), expresada a partir del clon agroinfectivo PepMV-GFP, asi como la superposicidon entre
ambos canales. En azul se muestra la autofluorescencia de los cloroplastos. Los nucleos se
sefalan con asteriscos y los organulos de replicacion viral con cabezas de flecha. Las barras
de tamano representan 20 pm.

4.4.3. Analisis de la interaccion entre SlbZIP42 y TGB1

Para estudiar la colocalizacion de SIbZIP42 y TGB1 se emplearon SIALOG1-
MRFP y TGB1-GFP para minimizar posibles interferencias espectrales entre los
distintos canales de fluorescencia. En células sanas ambas proteinas mostraron
colocalizacién en citoplasma y nucleo (Figura 4.21 A). En células infectadas por
PepMV las proteinas coincidieron espacialmente en nucleo, citoplasma y VROs

A
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Figura 4.21. Analisis espacial de la interaccion SIbZIP42-TGB1. A. Co-localizacion de
SIbZIP42 y TGB1 en células sanas e infectadas. Se muestra imagenes representativas de
SIbZIP42-mRFP (canal magenta) y TGB1-GFP (canal verde) en células epiteliales de M.
benthamiana. B. Estudio de la interaccidon SlbZIP42-TGB1 mediante complementacion
bimolecular de fluorescencia (BiFC). Se muestra imagenes correspondientes a células
epiteliales que coexpresan SIbZIP42-nYFP y TGB1-cYFP en células sanas e infectadas por
PepMV. En azul se muestra la autofluorescencia de cloroplastos. La infeccion se inici6 con el
clon agroinfectivo PepMV-WT. Los nucleos se indican con asteriscos y los organulos de
replicacion viral con cabezas de flecha. Las barras de tamano representan 20 um.

(Figura 4.21 A), consistente con los patrones individuales observados previamente.

La interaccion entre ambas proteinas se estudid mediante BiFC empleando las
proteinas de fusién SIbZIP42-nYFP y TGB1-cYFP. En células sanas se detectd
reconstitucién de la fluorescencia en nucleo y citoplasma (Figura 4.21 B). En células
infectadas, la reconstitucion de la fluorescencia se detect6 en nucleo y citoplasma,
sin embargo, la senal en citoplasma se concentrd en los VROs (Figura 4.21 B). Se
realizaron mediciones de tiempo de vida mediante FRET-FLIM como forma
complementaria de demostrar la interaccion SIbZIP42-TGB1. Para esta combinacion
de proteinas SIbZIP42-mRFP/TGB1-GFP se obtuvieron resultados no significativos
en cuanto a decaimiento del tiempo de vida medio del donador (resultados no

mostrados).

4.4.4. Estudio del Clado I de la familia bZIP de tomate

Para determinar si la localizacién observada en VROs es especifica de
SIbZIP42 o compartida con otros miembros del Clado I de la familia bZIP de tomate,
se analizo la distribucion subcelular de las proteinas SIbZIP11, SIbZIP30, SIbZIP40,
SlbzIP41y SIbZIP43 (Figura 4.17 B) en células epidérmicas de N. benthamianasanas
e infectadas por PepMV. Se seleccionaron estas proteinas por pertenecer al Clado Iy

ser representativas de su diversidad filogenética (Figura 4.17 B).

En células sanas, todas las proteinas estudiadas presentaron una localizacién
nucleo-citoplasmatica, a excepcidén de SIbZIP43, que mostrd una localizacion
exclusivamente nuclear. Todas las proteinas analizadas presentaron exclusién en

nucleolo (Figura 4.22). Durante la infeccion por PepMV, SIbZIP30, SlbZIP40,
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SIbZIP41 y SIbZIP43 localizaron en los VROs, marcados a través de la CP de PepMV
(Figura 4.22). SIbZIP11 no mostrd sefal de fluorescencia aparente en los VROs
durante la infeccién por PepMV, manteniendo su localizacion predominante en
nucleo. Estos resultados sugieren un papel diferenciado de SIbZIP11 respecto al

resto de miembros del Clado I de la familia bZIP analizados, incluyendo a SIbZIP42.
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Figura 4.22. Estudio de la localizacion subcelular del Clado I de la familia bZIP de
tomate. Las imagenes fueron tomadas en células epiteliales de N. benthamianaa 3 dias post-
agroinfiltracion mediante CLSM. Se muestran imagenes representativas de los factores bZIP
(canal amarillo) y la CP de PepMV (canal magenta) expresada a partir del clon agroinfectivo
PepMV-TagRFP. En los paneles de la izquierda se muestran células sanas y los paneles de la
derecha corresponden a células infectadas con imagenes de las proteinas individuales y la
superposicion de ambos. Los nucleos se senalan con asteriscos, mientras que los organulos
de replicacién viral estan indicados con cabezas de flecha. La barra de tamafo representa 20
um.

4.4.5. RNAseq del mutante slbzip42

Se empled la técnica de RNA-seq para estudiar el papel del S/bZIP42 en
plantas sanas y ante la infeccion por PepMV. El experimento incluyd plantas de cv.
MicroTom de genotipo WT y s/bzip42, tanto inoculadas con PepMV, como mock-
inoculadas. El muestreo se realizé a 7 dpi y se muestrearon todos los pisos foliares
de las plantas de forma individual, evitando las hojas inoculadas. A 7 dpi no se
observaron diferencias significativas en la acumulacién de PepMV entre los dos

genotipos estudiados (Figura 4.23 A).

El nimero total de genes expresados (FPKM > 1) fue comparable entre los
cuatro tratamientos, con mas de 18.000 en cada uno de ellos. Mediante un PCA se
observo una clara diferenciacion entre los cuatro tratamientos, con agrupamiento de
las réplicas biologicas (Figura 4.23 B). El componente 1 explica el 25,4% de la
varianza total separando los grupos sanos de infectados, mientras que el
componente 2 explica el 20,8% de la varianza total diferenciando entre los dos

genotipos.

El andlisis de los DEGs mediante diagramas de Venn mostrd que 223 DEGs
inducidos y 48 reprimidos fueron compartidos en las comparaciones WT-Ivs WT-My
slbzip42-1 vs slbzip42-M (Figura 4.23 C y D), mostrando una respuesta comun a la
infeccidn viral entre ambos genotipos. 306 DEGs inducidos y 98 reprimidos fueron
especificos de la comparacién WT-I vs WT-M (Figura 4.23 C y D), mostrando un
importante grupo de genes cuya alteracion por PepMV es, posiblemente,

dependiente de SIbZIP42. En la comparacion slbzip42-1 vs slbzip42-M se
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identificaron 146 DEGs inducidos y 173 reprimidos especificamente (Figura 4.23 Cy

D), sefalando una posible respuesta compensatoria o aberrante ante la infeccion en

ausencia de SIbZIP42.
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Figura 4.23. RNAseq de plantas de tomate de genotipo slbzip42. A. B. Andlisis de
componentes principales (PCA). Los grupos biologicos ensayados fueron silvestre mock-
inoculado (WT-M), slbzjp42 mock-inoculado (slbzip42-M), silvestre infectado con PepMV
(WT-I) y slbzip42infectado por PepMV (slbzip42-I). Cy D. Diagramas de Venn. Se muestran
los genes diferencialmente expresados (DEGs) (C). Inducidos. (D). Reprimidos.

Para caracterizar funcionalmente los DEGs, se realizdé un analisis de
enriquecimiento en términos GO (p.adj< 0,05). En la comparacion slbzip42-M vs WT-
M surgieron como especificos los términos xyloglucan:xyloglucosy! transferase
activityy hydrolase activity, acting on glycosy! bonds (Figura 4.24), mientras que en
la comparacion slbzip42-1 vs WT-I surgid el término carboxylic acid metabolic
process como especifico. En la comparacidén slbzjp42-1 vs slbzip42-M no surgid
ningun término especifico con respecto a la comparacién WT-I vs WT-M. Este
resultado es notable en base a la observacion anterior con 146 DEGs inducidos y 173
reprimidos especificos de la comparacion slbzip42-1 vs slbzip42-M (Figura 4.23 Cy

121



Resultados

D). El analisis KEGG no mostroé términos desregulados mas alla de un término
relacionado con fotosintesis en las comparaciones WT-I vs WT-M vy slbzjp42-1 vs

slbzjp42-M (resultados no mostrados).

WT-l vs WT-M sibzip42-M vs WT-M  sibzip42-1 vs stbzip42-M ~ slbzip42-| vs WT-|

carbaxylic acid metabolic process - BP

chlarophyll binding -

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase activity -

xyloglucan xyloglucosyl transferase aclivity -

hydrolase activity, acting on glycosyl bonds -

Gene Ontologies

kinase activity - -
glutathione transferase activity -

arsenate reductase (glutaredoxin) activity -

transmembrane receptor pratein kinase activity -

a 5 10 15 E a 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Nur:'lfberiolDEGi in cixtegclnry
4.24. Analisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO). Se muestran las
categorias ontologicas sobrerrepresentadas en cada comparacion. El tamano de cada barra
indica el niumero de DEGs por categoria y el color representa el grado de significancia (p.ad/
< 0,05).

Se estudio el perfil de expresion de la familia ALOG vy la familia bZIP en los
mutantes slalogl y slbzijp42, observando una desregulacion similar en los genes
SIALOG10 y 11, ambos reprimidos en ambos genotipos mutantes, y SIbZIP34, 39 y

46, sobrerrepresentados en ambos genotipos mutantes (Figura 4.25).
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4.25. Heatmap de la expresion de la familia ALOG y bZIP en los mutante slalogly
slbzip42. Se muestran los valores de expresion de cada uno de los miembros de la familia
ALOG o bZIP de tomate en cada uno de los grupos biolégicos ensayados. A. Expresion de la
familia ALOG en el mutante slalog?. B. Expresion de la familia bZIP en el mutante s/alogl. C.
Expresion de la familia ALOG en el mutante slbzijp42. B. Expresion de la familia bZIP en el
mutante slbzijp42.
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En esta discusion he incluido un primer apartado con consideraciones
esencialmente experimentales y, a continuacién, cuatro apartados con
interpretaciones de mis resultados en el contexto mas amplio de la biologia celular

de los potexvirus.

5.1. Limitaciones y problemas experimentales

El método de muestreo constituye una fuente potencial de error que debe ser
tenida en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos. En los estudios de
susceptibilidad y RNA-seq se optd por muestrear el conjunto de hojas sistémicas de
cada planta, evitando las hojas inoculadas. Con este método de muestreo se
persiguié reducir la variabilidad bioldgica inter- e intraindividual. No obstante, esta
estrategia de muestreo podria conllevar una dilucidon de efectos especificos, ya que
ni la infeccion ni la respuesta del huésped son necesariamente sincrénicas ni
homogénea entre individuos, tejidos o células. Asimismo, es probable que distintas
hojas se encuentren en estados fisioldgicos y/o infecciosos diferentes en el momento
del muestreo. A pesar de estas limitaciones, se considerd el muestreo global de la
planta una aproximacién mas representativa y robusta frente al analisis de un Unico
piso foliar o foliolo, que podria amplificar variaciones locales y comprometer la
reproducibilidad del experimento y la comparacion entre las distintas plantas de un
mismo tratamiento. Este método de muestreo ha sido aplicado previamente en
distintos estudios de susceptibilidad y analisis transcriptomicos (Alcaide et al., 2022;
Méndez-Lopez et al., 2023), lo que respalda su idoneidad para reducir la variabilidad
biolégica asociada al muestreo en el disefo experimental seguido en esta tesis

doctoral.

Los pesos moleculares observados en los Western blot para las proteinas
TGB1-GFP y SIALOG1-mRFP se desviaron un 13% y 34%, respectivamente, de los
valores tedricos calculados (Figura 4.3 B). En contraste, la GFP libre mantuvo su
tamano esperado de ~27 kDa. Este patrén de anomalia selectiva en el
desplazamiento es consistente con el fendmeno de movilidad electroforética
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aberrante descrito en la bibliografia para proteinas que contienen IDRs (Iakoucheva
et al., 2001; Trivedi & Nagarajaram, 2022). La TGB1 de PepMV contiene un IDR
predicho de 37 aa (Figura 4.2D), mientras que SIALOG1 contiene dos IDRs de mayor
tamano (Figura 4.8). La ausencia de esta anomalia en la migracién de la GFP libre,
una proteina globular sin IDRs, valida en cierta medida esta interpretacion y sugiere
la ausencia de artefactos metodoldgicos. Sin embargo, no puede descartarse la
contribucién de modificaciones postraduccionales en TGB1 y/o SIALOG1 en la

discrepancia observada entre el peso tedrico y el observado.

Las diferencias observadas en la intensidad relativa de SIALOG1 en VROs en
los experimentos de colocalizacidon — menos pronunciado en SIALOG1-mRFP/PepMV-
WT (Figura 4.12 A) en comparacion con SIALOG1-EYFP/PepMV-TagRFP (Figura 4.11)
— pueden atribuirse en gran medida a la distinta cinética de ambos clones virales.
Mientras que PepMV-TagRFP establece VROs plenamente estructurados a 3 dpa en
todas las células, PepMV-WT progresa de forma mas lenta, generando estructuras
replicativas emergentes en un ndmero limitado de células al mismo tiempo post
infeccion. Esta discrepancia permitié capturar distintos estados temporales de la
infeccién, proporcionando una ventana comparativa poco habitual en estudios de

interaccion virus-huésped.

La presencia de IDRs en SIALOG1 y SIbZIP42 sugiere que ambas proteinas
podrian participar en interacciones proteina—proteina de caracter dinamico,
mediadas por contactos débiles y dependientes del contexto molecular. En
consecuencia, se considero oportuno implementar aproximaciones experimentales,
poco invasivas y cercanas a condiciones nativas (BiFC y FRET-FLIM), para confirmar
y caracterizar estas hipotéticas interacciones débiles en el contexto de la infeccion

por PepMV.

En la técnica BIiFC la reconstitucién de la YFP es irreversible; una vez
reconstituida la proteina fluorescente, permanece estable incluso si la interaccion
entre las dos proteinas problema se rompe. Por ello, aunque esta técnica proporciona

informacion espacial sobre la interaccion /n vivo, no permite discriminar (i)
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interacciones dindamicas y transitorias, (ii) variaciones en la afinidad entre
compartimentos celulares, ni (iii) especificidad temporal de la interaccion (Kudla &
Bock, 2016; Romei & Boxer, 2019). Para superar las limitaciones de BiFC, se empled
la técnica FRET-FLIM en los compartimentos subcelulares donde se detecté senal

BiFC positiva.

El diseno experimental original contemplaba registrar el tiempo de vida medio
de fluorescencia ( ) en nucleo, VROs y citoplasma. Sin embargo, en el momento de
la escritura de este manuscrito, debido a limitaciones técnicas, el andlisis se limité a
mediciones en nucleo. En el citoplasma, la baja concentracién de ambas proteinas, y
la distribucion heterogénea de estas, impidid la obtencion de medidas FRET-FLIM
reproducibles. En los VROs, se presentaron diferentes desafios: (i) La técnicarequiere
del uso de las proteinas fluorescentes GFP y mRFP, impidiendo el uso de los clones
agroinfectivos marcados con proteinas fluorescentes vy (ii) el uso del clon PepMV-WT
resulté en VROs a 3 dpa de tamano y densidad insuficientes paraacumular un nimero

representativo de medidas.

El 7de la GFP en células sanas fue significativamente superior a los registrados
en los controles para SIALOG1 (Figura 4.11 C). Este aumento en el 7 del donador
sugiere cambios en el microentorno del fluoréforo mas que un efecto de FRET, dado
que en condiciones de FRET se espera una disminucién del 7 del donador.
Alteraciones en parametros como el pH, la polaridad o la viscosidad del entorno
pueden afectar al tiempo de vida de la fluorescencia (Datta et al.,, 2020).
Considerando que todas las medidas fueron tomadas en el nucleo, la explicacion mas
plausible es un cambio en la viscosidad del entorno de TGB1-GFP posiblemente
causado por la sobrexpresion de SIALOG1-mRFP, ya que la sobreexpresion de TGB1-
GFP, GFP y mRFP no tuvieron un efecto significativo en el rdel donador, tal y como

se puede observar en los diferentes controles (Figura 4.11 C).

El estudio de la interaccién SIbZIP42-TGB1 mediante FRET-FLIM no mostré
una reduccién del 7del donador. Sin embargo, unos resultados negativos en esta

técnica no descartan la interaccién, ya que puede deberse a que ambos fluoréforos
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se encuentran en una orientaciéon desfavorable o fuera del radio de Forster pese a
gue ambas proteinas problema estan interaccionando (Spatola Rossi et al., 2022).

Tampoco se puede descartar una competencia entre la proteina nativa y la de fusién.

5.2. LaTGB1 de PepMV

El analisis de la proteina TGB1 de PepMV desarrollado en esta tesis doctoral
aporta evidencias experimentales sobre su localizacién subcelular, permitiendo
establecer paralelismos y divergencias con las TGB1s caracterizadas de otros virus,
como PVX. El analisis /n silico, junto con los resultados de los ensayos de microscopia
y fraccionamiento subcelular, respaldan el modelo funcional establecido para la
familia Alphaflexiviridae (Ubeda et al., 2025), en el que la TGB1 se comporta como
una proteina multifuncional, dindAmicamente distribuida entre nucleo, citoplasma vy

plasmodesmos durante las diferentes fases del ciclo infectivo.

El analisis filogenético situé a la TGB1 de PepMV dentro de un clado bien
definido, en coherencia con lo descrito para la replicasa o la CP (Ubeda et al., 2025).
La presencia del domino helicasa de la superfamilia 1 (SF1) manteniendo
conservados los motivos Walker A y los aminoacidos clave en el motivo Walker B,
ademas de la presencia de multiples regiones potenciales de unién a acidos nucleicos
y la conservacién estructural del dominio helicasa, sugieren que la TGB1 de PepMV
mantiene la capacidad de unirse y remodelar acidos nucleicos, lo que respalda un
papel activo en procesos de movimiento y/o replicacion, tal y como se ha demostrado
para otros potexvirus (Kalinina et al., 2002; Leshchiner et al., 2006). La presencia de
un IDR complementa este modelo, introduciendo un elemento flexible que podria
facilitar interacciones transitorias con diferentes proteinas del huésped y del
complejo viral (Mishra et al.,, 2020). Ademas, la abundancia relativa de residuos
susceptibles de fosforilacion (Figura 4.2 C), junto con la presencia de multiples
motivos consenso de quinasas celulares, sugiere que la TGB1 de PepMV podria estar

sujeta a una intensa regulacién postraduccional mediada por quinasas del huésped.
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Este mecanismo de regulacién ha sido documentado previamente para otras

proteinas virales de movimiento como la TGB1 de PVX (Mddena et al., 2008).

Los resultados obtenidos revelan una distribucion dual ntcleo-citoplasmica de
la TGB1 de PepMV, sugiriendo funciones en ambos compartimentos. La localizacién
nuclear de proteinas de movimiento ha sido documentada para otros virus, con los
que se ha sugerido su implicacion en el movimiento sistémico, la modulacién de la
expresion génica, mecanismos de defensa y secuestro de factores del huésped o del
ciclo celular (Z. Li et al., 2018; Solovyev et al., 2012; Solovyev & Savenkov, 2014),
aunque no se habia confirmado de forma experimental para PepMV. La localizacion
nuclear de la TGB1 ha sido demostrada para los potexvirus PVX (Samuels et al., 2007)
y AltMV (Nam et al., 2013). Para barley stripe mosaic virus (BSMV), un hordeivirus,
también se ha demostrado su localizacion nuclear y concretamente la presencia de
una senal de localizacion nucleolar (NoLS). BSMV requiere la localizacién nucleolar
para el movimiento célula-célula debido a su interaccion con la proteina fibrilarina (Z.
Li et al., 2018). Resultados similares han sido obtenidos para la TGB1 de AltMV (Nam
etal., 2013), adiferencia de lo descrito en esta tesis, donde no se ha predicho ninguna
NoLS en la TGB1 de PepMV, y se ha observado una exclusion del nucleolo tanto en
células sanas como infectadas, sugiriendo diferencias funcionales con las TGB1s de

BSMV y AltMV.

La localizacion y funciones citoplasmaticas de las TGBsl estan mejor
descritas. Para PVX, se ha descrito que la expresién de la TGB1 en células no
infectadas desencadena la formacion de inclusiones con forma de varilla (Samuels et
al., 2007), o inclusiones similares a X-bodies (Tilsner et al., 2012), asociadas con una
remodelacién del sistema de endomembranas y el citoesqueleto. Esto no ha sido
observado para la TGB1 de PepMV, que tras su sobreexpresion en ausencia de la
infeccion no indujo cambios ultraestructurales detectables a 3-4 dpa. Esto sugiere
que PepMV difiere de PVX en requerir otros factores virales para iniciar la
reestructuracion celular y formar el VRO, aunque no se pueden descartar cambios

ultraestructurales mas tarde de 4 dpa. Dentro de los VROs, la TGB1 presentd una
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distribucion en forma de agregados discretos de morfologia relativamente irregular y
tamano variable (Figura 4.4 A, C). Estas estructuras granulares dentro de los VROs
podrian representar los granulos de TGB1 descritos para PVX, a partir de los cuales
se formarian los distintos VRCs, junto al resto de factores virales y diferentes factores

del huésped (Linnik et al., 2013; Tilsner et al., 2013).

La acumulacion de TGB1 en PDs se observé tanto en células sanas como
infectadas, senalando que la TGB1 de PepMV no necesita de otros factores virales
para acumularse en estas estructuras de comunicacion. Sin embargo, la localizacion
en PD fue mucho mas marcada durante la infeccidn, tal y como se ha descrito para
otros potexvirus (Chou et al., 2013; Tilsner et al., 2013), lo que es coherente con
descripciones previas donde se concluye que el direccionamiento de la TGB1 a estas
estructuras de comunicacién intercelular esta favorecido por el resto de proteinas del

TGB (Howard et al., 2004).

Estos resultados son coherentes con los descritos para PVX (Tilsner et al
2012). En este sentido, la TGB1 de PepMV parece seguir, en términos generales, los
patrones de localizacién subcelular descritos para el género Potexvirus. No obstante,
se ha descrito que la TGB1 de PVX es capaz de inducir de forma auténoma la
reorganizacion de los filamentos de actina, el sistema de endomembranas y la
consecuente formacion de los X-bodies, los VROs de PVX (Tilsner et al., 2012),
mientras que en el caso de la TGB1 de PepMV no se han observado alteraciones de
la ultraestructura celular en ausencia de infeccion. Ademas, la TGB1 de PepMV
presenta una exclusién nucleolar a diferencia de la TGB1 de AltMV cuya localizacidn
en este organulo nuclear es esencial para el movimiento sistémico. Estas diferencias
sugieren posibles divergencias funcionales entre la TGB1 de PepMV y otras TGB1 de

Potexvirus.

5.3. SIALOG1 durante la infeccion por PepMV
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De acuerdo con el analisis filogenético, los ortélogos mas probables de
SIALOGI en A. thalianason LSH5 y LSH6 (Figura 4.7 A). Sin embargo, a diferencia de
otros miembros de la familia que han sido funcionalmente caracterizados -LSH3 y 4
en el desarrollo y diferenciacion de érganos florales (Rieu et al., 2024) o LSH8 como
regulador positivo de la sefalizacidon mediada por acido abscisico (Zou et al., 2021)-
LSH5 y 6 permanecen sin caracterizar funcionalmente (Rieu et al., 2024). Esta laguna
en el conocimiento dentro del papel descrito para la familia ALOG como reguladores
del desarrollo subraya la relevancia y novedad de identificar por primera vez a un
miembro de esta familia como interactor de una proteina viral con un papel proviral
durante la infeccion, siendo potencialmente requerido para optimizar alguna fase del

ciclo infectivo.

El elevado niumero de DEGs especificos del mutante slalogZ (Figura 4.15Cy
D), junto con el bajo nimero de categorias funcionales enriquecidas (Figura 4.16),
sugiere que SIALOG1 podria actuar como un master-regulator, afectando de manera
amplia pero poco focalizada la red transcripcional. Esto explicaria la ausencia de un
fenotipo mutante observable en plantas slalogl gracias a la reprogramacion
compensatoria y/o aberrante ante la ausencia de SIALOG1, prueba de la robustez de
la red reguladora, como se ha descrito en otros casos (Balderas-Hernandez et al.,

2013).

Segun los resultados del RNA-seq SIALOG1 regula procesos basales de
transporte de dipéptidos a través de membranas, la actividad transcripcional
asociada a la ARN-polimerasa II y la biosintesis de carotenoides y diterpenoides
(Figura 4.16). El transporte de dipéptidos es fundamental para la transducciéon de
senales de defensa, ya que péptidos senal derivados de patdogenos o del dafio celular
que estos provocan pueden actuar como elicitores de inmunidad (Yamaguchi &
Huffaker, 2011; Zelman & Berkowitz, 2023). Los carotenoides son precursores de
fitohormonas como el ABA y las estrigolactonas, asi como de diferentes moléculas
antioxidantes (Sun et al., 2022). Por su parte, los diterpenoides constituyen un grupo

de metabolitos perteneciente a la familia de los terpenoides, extremadamente
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diversificados en plantas con multiples funcionales bioldgicas clave, entre ellas
sirven de precursores para la sintesis de giberelinas (Zi et al., 2014). La desregulacion
de estas categorias funcionales y rutas metabdlicas en el mutante slalogl sugiere
que la ausencia de SIALOG1 provoca un desbalance hormonal y compromete
mecanismos de sefalizacion y de defensa que mitigarian el estrés celular inducido
por la infeccidon. Sin embargo, este desbalance parece ser corregido mediante rutas
compensatorias, ya que el mutante slalogl no presenta diferencias fenotipicas

apreciables con las plantas WT.

Ante la infeccidn por PepMV, el mutante slalogl parece tener una respuesta
no canonica a la infeccién al no observarse la sobrerrepresentacion de términos GO
asociados a la infeccion. Esto parece estar compensado a través del metabolismo del
glutation y la senalizacién hormonal, principalmente mediada por etileno, sugiriendo
un mecanismo de defensa no canénico basado en glutation y etileno ante la ausencia
de SIALOG1. El etileno es una fitohormona clave en respuestas de defensa,
senescencia y estrés abiotico (Igbal et al., 2017), y su sintesis esta frecuentemente
alterada durante infecciones virales como parte tanto de la respuesta de defensa del
huésped como de estrategias de manipulacion celular por parte del virus (Zhao et al.,
2017). Pese a esto, las plantas mutantes s/alog infectadas no presentan un fenotipo
de senescencia exacerbado, por lo que han de existir mecanismos adicionales que

atenlen esta respuesta desregulada.

Pese a que SIALOG1 y TGB1 coexisten en el nucleo en células sanas, su
interaccion es estrictamente dependiente del contexto de infeccion. Este patron
sugiere que la interaccion es posible gracias a cambios conformacionales
desencadenados durante la infeccidon y causados bien por modificaciones post-
traduccionales, cambios en el ambiente bioquimico, la presencia de una tercera
proteina en el complejo de interaccion, o la liberacion del bloqueo de la interaccion

por una hipotética tercera proteina.

El cambio en la localizacidon subcelular de SIALOG1 desde el nicleo al VRO

durante la infeccién es un fenotipo Unico entre los miembros de la familia ALOG
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evaluados. El mapeo de dominios de interaccién reveld que ambas IDRs de SIALOG1
son criticas y actlan cooperativamente para mediar esta relocalizacion.
Notablemente, la sustitucidn de cualquiera de estas IDRs por sus homologos de otro
miembro de la familia ALOG bloquea completamente el fenotipo de localizacion en
VROs, demostrando que estas regiones no son funcionalmente redundantes en la
familia ALOG. Esta especificidad podria reflejar una red de interaccion Unica de
SIALOG1 dentro de la familia ALOG, a diferencia de la funcion redundante en la
supresion de la floracidn descrita anteriormente (Huang et al., 2022). La acumulacién
de SIALOG1 en los VROs sugiere un papel funcional y/o estructural de esta proteina
de tomate durante el ciclo infectivo de PepMV. Sin embargo, a partir de los datos
disponibles no es posible determinar si el patron observado refleja un fendmeno de
relocalizacién proteica propiamente dicho, ni discriminar si dicha relocalizacion es un
proceso activo mediado directamente por TGB1 o una consecuencia de otros

cambios celulares producidos durante la infeccién por PepMV.

En conjunto, los datos presentados en esta tesis doctoral sugieren un modelo
en el que la TGB1 actla como un factor selectivo que reconoce especificamente
caracteristicas Unicas de SIALOG1, posiblemente determinantes estructurales en sus
IDRs, a través de un mecanismo desencadenado exclusivamente durante la
infeccidn. La especificidad de la interaccion SIALOG1-TGB1 es prueba de que la TGB1
no actua como un factor promiscuo de secuestro de factores de transcripcién, sino
gue posee una alta capacidad discriminatoria. Este mecanismo senala a SIALOG1
como un regulador especificamente modulado por PepMV durante el ciclo infectivo,

con una funcion que no tienen otros miembros ALOG en la patogénesis de PepMV.

La relocalizacion selectiva de SIALOG1 a los VROs en estadios avanzados de la
infeccidn es particularmente significativa, dado que los VROs son microambientes
altamente especializados en la replicacién viral y coordinacion de la infeccion (Ubeda
et al., 2025). Este reclutamiento selectivo, junto con la reduccion en la acumulacion
viral observada en plantas s/alogl, sugiere que SIALOG1 desempena funciones en la

optimizacién del ciclo infectivo de PepMV a través de multiples mecanismos
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potenciales no excluyentes como (i) el secuestro de un factor de transcripcién
implicado en la activacion de mecanismos de defensa antiviral, (ii) como proteina
cebo para el secuestro de diferentes factores celulares, y retenerlos en el VRO, (iii)
redireccionando a SIALOG1 hacia funciones de transcripcién/traduccion en el
contexto del VRO, (iv) redireccionando a SIALOG1 hacia funciones estructurales en el
VRO, (v) mediante el secuestro de la posible capacidad de exportaciéon nuclear de
SIALOG1. El papel estructural de SIALOG1 en los VROs estaria mediado por sus IDRs,
capaces de promover la separacién de fases liquido-liquido y la formacién de
condensados biomoleculares tal y como se ha descrito en la bibliografia para estas
proteinas (Huang et al., 2022), y como parece sugerir las localizaciones de las
diferentes proteinas quiméricas SIALOG1-SIALOG5 en su localizacion en células
sanas. Estos IDRs permitirian la incorporacion de SIALOG1 en subcondensados del
VRO, donde actuaria como componente estructural estabilizando el microambiente
requerido por el virus, ya que los IDRs facilitan interacciones multivalentes y débiles
gue organizan espacialmente componentes virales y celulares, como se ha descrito
en proteinas de virus ARN(+) de animales y plantas (Lin & Nagy, 2024). De forma
complementaria, la capacidad de interacciones multivalentes de los IDRs permitiria

el secuestro de diferentes factores del huésped a microambientes del VRO.

El andlisis transcriptomico del mutante sl/alogl revela una reprogramacion
masiva de la respuesta a PepMV con alteraciones significativas en la defensa
antioxidante y la sefalizacion hormonal. El secuestro de SIALOG1 en los VROs podria
constituir una estrategia viral de modulacion fina de la respuesta defensiva del
huésped, reduciendo su cinética y/o amplitud, a la vez que se evita la activacién de
rutas compensatorias ante la ausencia total de SIALOG1. En este modelo, SIALOG1
no seria un simple factor proviral secuestrado por el virus, sino un regulador de
tolerancia cuya funcion ha sido cooptada por PepMV para modular la respuesta del
hospedador de manera que permita una replicacion viral sostenible sin colapso
celular y la subsecuente infeccién sistémica — un equilibrio que asegura la

propagacion viral, asegurando la supervivencia del hospedador a largo plazo.

136



Discusion

Estos hallazgos abren nuevas vias sobre cémo los virus pueden cooptar
selectivamente factores de transcripcion para facilitar su ciclo infectivo incluso fuera
del nucleo, representando un mecanismo adicional de patogénesis viral, reforzando
el interés en caracterizar este factor de transcripciéon putativo como potencial

regulador modulado por la TGB1 durante la infeccion viral.

5.4. SIbZIP42 durante la infeccion por PepMV

La familia bZIP representa una de las familias de factores de transcripcion mas
extensamente estudiadas en plantas, con roles documentados en desarrollo,
respuesta al estrés abiotico, sefalizacion hormonal y defensa contra patégenos
(Droge-Laser et al., 2018). SIbZIP42 pertenece al grupo I de la familia bZIP, un
subgrupo funcionalmente inexplorado especialmente en el contexto de la interaccion
virus-huésped. Sin embargo, estudios previos han relacionado a miembros de este
subgrupo con funciones en el desarrollo vascular, sefializacion osmética y activacion
de genes de defensa bajo condiciones de estrés oxidativo (Droge-Laser et al., 2018),
rutas frecuentemente moduladas durante la infeccion viral, sugiriendo un papel
potencial de este subgrupo de bZIPs en la compatibilidad huésped-patdgeno. En el
contexto de respuesta a patégenos, Unicamente VIP1 (AtbZIP51) ha sido
caracterizado por su papel en la respuesta a Agrobacterium tumefaciens, Botrytis
cinereay la senalizacion de estrés oxidativo y osmotico (Lapham et al., 2018; Tzfira
et al., 2001). No obstante, su papel concreto, en especial su participacion en la
translocacion a nucleo de proteinas bacterianas, es controvertido en la literatura
cientifica (Lapham et al., 2018). Sin embargo, la participacion de miembros del grupo
I de bZIP en interacciones planta-virus permanece inexplorada. La identificacion de
SlbZIP42 como interactor especifico de la proteina viral de movimiento TGB1 de
PepMV representaria la primera descripcion de interaccidn directa entre un miembro
del grupo I de bZIP y una proteina viral. Este hallazgo posiciona al grupo I de bZIP

como un nuevo objetivo potencial de manipulacion viral y sugiere que estos factores
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de transcripcion podrian desempenar funciones especializadas en la compatibilidad

huésped-patégeno que no han sido exploradas.

Al igual que en el caso de SIALOG1, el mutante slbzip42 presenta un alto
numero de DEGs especificos que no se reflejan en términos GO o categorias KEGG
enriquecidas, sugiriendo un papel como master-regulator, afectando de manera
amplia pero poco focalizada al perfil transcripcional. De forma basal SIbZIP42 estaria
implicado en la remodelacion de la pared celular (Figura 4.24). Ante la infeccion, el
mutante slbzip42 presentaria una respuesta equivalente al WT, con una
desregulacién adicional en el metabolismo de compuestos con grupos carboxilo.
Gran parte de los genes desregulados en esta categoria corresponden a aromatic L-
amino acid decarboxylases, enzimas que catalizan la descarboxilacién de
aminoacidos aromaticos en aminas bioactivas, las cuales son el sustrato principal de
numerosos metabolitos de defensa como los alcaloides (Facchini et al., 2000). Estos
genes estarian inducidos en el mutante s/bzjp42 en respuesta a la infeccidon por
PepMV, pese a que, segun los resultados obtenidos, el resto de mecanismos de
defensa estarian activos como en el WT. Este estado de defensas sobreactivadas
frente a la infeccion podria explicar la reduccién en la acumulacion de PepMV en el

mutante slbzip42.

El analisis de la localizacion subcelular de SIbZIP42 revela un cambio
significativo en su distribucidon ante la infeccién por PepMV, algo consistente con la
familia bZIP que requiere el shuttlingnicleo-citoplasma para su regulacién funcional
(Droge-Laser et al., 2018). Este comportamiento ha sido registrado para multiples
miembros del clado I, sugiriendo que TGB1 podria interactuar con multiples
miembros del grupo I, por lo que estos probablemente compartan determinantes
estructurales que posibiliten el reconocimiento e interaccién. Esta observacion
contrasta marcadamente con la especificidad observada en la interaccion SIALOG1-
TGB1. Significativamente, SIbZIP11 — uno de los miembros filogenéticamente mas
divergente dentro del grupo I — no mostro relocalizacion aparente a VROs, sugiriendo

que SIbZIP11 ha divergido funcionalmente del resto del grupo I desempenando roles
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distintos en el contexto de la infeccion. La identificacion de SIbZIP11 como excepcion
dentro del grupo I proporciona una oportunidad para el mapeo de los determinantes

moleculares responsables de la relocalizacién a VROs.

A diferencia de la interaccién SIALOG1-TGB1, estrictamente dependiente de
la infeccidn, la interaccion SIbZIP42-TGB1 ocurre tras la sobreexpresion de ambas
proteinas de manera independiente de la infeccion. Esta interaccion que podria
ocurrir tempranamente podria entenderse como una modulacién preventiva para
facilitar el subsecuente secuestro de la maquinaria celular, o bien como una forma de
marcar y llevar a SIbZIP42 a los primeros VRCs una vez que la replicacion viral se
comienza a establecer, posiblemente con un papel estructural, como se ha descrito
para otras proteinas citosélicas del huésped capaces de formar cambio de fase
liquido-liquido (Lin & Nagy, 2024). Cabe senalar que la ausencia de localizacion en
VROs de SIbZIP11 muestra que los resultados obtenidos no se deben a una
interaccién promiscua o una concentracion aleatoria en VROs de las proteinas bZIP

estudiadas.

Estos resultados, pese a que preliminares, podrian sugerir que el clado I de
SIbZIP actuaria bien como un regulador de tolerancia en base a su papel en la sintesis
de metabolitos secundarios y reestructuracion de la pared celular, o bien como
andamiaje en la formacién de los VRCs, gracias a la presencia de extensos IDRs en

sus extremos.

El analisis de expresion de familias génicas especificas reveld que SIbZIP34,y
en menor medida SIbZIP39 y SIbZIP46, estan desregulados en el mutante slbzijp42y
el mutante slalog1. De manera similar, SIALOG9, SIALOG10 y SIALOG11 muestran
represion leve en ambos mutantes. Esta observacién podria indicar que SIALOG1 y
SIbZIP42 podrian formar un complejo heteromérico que actia como co-represor de
ciertos miembros de la familia ALOG y co-activador de algunos bZIPs. Sin embargo,

existen otras explicaciones, como una regulacion compensatoria.
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5.5. Un modelo para el secuestro de dos factores de

transcripcion por la TGB1

En conjunto, los datos obtenidos, junto con la informacién previa disponible,
permiten proponer un modelo en el que la TGB1 de PepMV actlia como una proteina
multifuncional con wuna elevada plasticidad subcelular vy, posiblemente,
conformacional, lo que podria reflejar roles temporales y funcionales diferenciados a
lo largo del ciclo infectivo. En estadios iniciales de la infeccion, la proteina presentaria
una distribucién nucleo-citoplasmica, estableciendo un estado basal de interaccién
con el huésped. Con el progreso de la infeccion y las interacciones con otros
componentes virales, se favoreceria su relocalizacién hacia compartimentos
asociados a la replicacion y el movimiento viral (Figura 4.4). Este comportamiento
sugiere la integracion de senales regulatorias, potencialmente de naturaleza
postraduccional, que modularian su funcion en respuesta al contexto celular e

infectivo.

De acuerdo con las ideas expresadas mas arriba, se podria proponer el
siguiente modelo de interaccidn. En las primeras fases de la infeccién, la TGB1
presenta una localizacién nucleo-citoplasmica sin alteraciones en la ultraestructura
celular. La TGB1 presente en el nucleo coexiste con SIALOG1 sin interaccionar
mientras que la TGB1 de nucleo y citoplasma se une constitutivamente a SIbZIP42 y

otros SlbZIP.

En las fases tempranas de la infeccién, la TGB1 comienza a localizarse en los
VRCs nacientes, junto con SIbZIP42 y otros SIbZIP, mientras que, en el nucleo,
cambios conformacionales permitirian la interacciéon TGB1-SIALOG1. La
interaccion/secuestro de SIALOG1 y miembros de SIbZIP por parte de la TGB1

serviria para modular la respuesta defensiva del huésped en favor del virus.

En las fases avanzadas de la infeccién, los VROs son estructuras maduras
derivadas de membranas y con subestructuras (VRCs) condensadas en su interior. La

TGB1 concentraria complejos formados a partir de SIALOG1 en los VRCs junto al resto
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de proteinas virales para optimizar procesos de replicacién/transcripcion, mientras
que los miembros del clado I de la familia bZIP estarian formando el andamiaje

primario de estos organulos virales.
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Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la proteina TGB1 de PepMV

y su implicacion en procesos nucleares durante la infeccién viral. A continuacién, se

presentan las principales conclusiones que se pueden extraer de los resultados

obtenidos.

A. En referencia al estudio de la TGB1 de PepMV:

1.

2.

3.

La TGB1 de PepMV mantiene las generalidades descritas para el género
Potexvirus con una localizacion nucleo-citoplasmica en células sanas y

relocalizacién a plasmodesmos y VROs durante la infeccion.
La TGB1 de PepMV presenta exclusiéon nucleolar.

La TGB1 de PepMV, por si misma, no altera la ultraestructura celular.

B. Referentes a la caracterizacion de SIALOG1:

4.

10.

SIALOG1 es un interactor nuclear de la TGB1 de PepMV y pertenece a la

familia de factores de transcripcién ALOG.

. El mutante s/alog1 no tiene un fenotipo observable distinto del de las
plantas WT.
. PepMV tiene una acumulacion viral significativamente inferior en

plantas de tomate s/alog respecto a plantas WT.

. SIALOG1 tiene una localizacién nuclear en células sanas y se acumula

en los VROs durante la infeccion.

. SIALOG1 presenta dos regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs)

en sus extremos.

. La interacciéon SIALOG1-TGB1 es especifica y dependiente de la

infeccion.

La interaccién SIALOG1-TGB1 requiere de determinantes estructurales

presentes en los IDRs de SIALOG1.
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11. SIALOG1 es el Unico miembro estudiado de la familia ALOG de tomate

gue se acumula en los VROs de PepMV.

12. Los IDRs de los miembros de la familia ALOG no son funcionalmente

redundantes.

13. El analisis transcriptémico realizado sugiere que SIALOG1 participa en
el transporte de dipéptidos a través de membrana, la actividad
transcripcional asociada a la ARN polimerasa II y la sintesis de

carotenoides y diterpenoides.
C. Referentes a la caracterizacion de SIbZIP42:

14. SIbZIP42 es uninteractor de la TGB1 de PepMV y pertenece a la familia

de factores de transcripcion bZIP.

15. Elmutante s/bzip42de tomate no tiene un fenotipo observable distintos

del de las plantas WT.

16. PepMV presenta una acumulacion viral significativamente inferior en

plantas s/bzip42 de tomate respecto de plantas WT.

17. SlbZIP42 tiene una localizacién nucleo-citoplasmica en células sanas y

se concentra en los VROs de PepMV durante la infeccién.
18. SlbZIP42 presenta dos IDRs en sus extremos.

19. La interaccion SIbZIP42-TGB1 ocurre con independencia de la

infeccion.
20. SIbZIP30, 40, 41,42y 43 se acumulan en VROs.

21. SIbZIP11, a diferencia del resto de miembros de la familia estudiados,

no se concentra en VROs.

22. El andlisis transcriptomico realizado sugiere que SLbZIP42 tenga un
papel relevante en la remodelacion de la pared celular y el metabolismo

de aminoacidos aromaticos.
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En conjunto, esta tesis doctoral identifica similitudes y diferencias entre la
TGB1 de PepMV y la de virus relacionadas, y aporta evidencias sobre su implicacion
en la moulacién e procesos celulares el huésped, poniendo de manifiesto el papel de

la TGB1 en el nucleo.

Los resultados presentados en esta tesis doctoral sientan la base para futuros
estudios dirigidos a analizar funcionalmente las interacciones descritas, asi como

evaluar su relevancia y grado de conservacion en otros patosistemas.
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This doctoral thesis has focused on the study of the PepMV TGB1 protein and

its involvement in nuclear processes during viral infection. The main conclusions that

can be drawn from results obtained are presented below.

A. Regarding the study of PepMV TGB1:

1. PepMV TGB1 shows features consistent with those described for

members of the genus Potexvirus, including a nucleo-cytoplasmic
localization and relocalization to plasmodesmata and viral replication

organelles (VROs) during infection.

. PepMV TGB1 shows nucleolar exclusion.

. PepMV TGB1 alone does not induce detectable alterations in cellular

ultrastructure.

B. Regarding the characterization of SIALOG1:

4.

SIALOG1 is a nuclear interactor of PepMV TGB1 and belongs to the ALOG

family of transcription factors.

. The slalog1 mutant does not display an observable phenotype distinct

from that of WT plants.

. PepMV accumulates at significantly levels in slalogZ tomato plants than

in WT plants.

. SIALOGL1 localizes in nucleus of healthy cells and accumulates in VROs

during infection.

. SIALOG1 contains two intrinsically disordered regions (IDRs) at its N-

and C-termini.

. The interaction between SIALOG1 and TGB1 is specific and dependent

on viral infection.

10.The SIALOG1-TGB1 interaction requires structural determinants

present in the IDRs of SIALOG1.
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11.Among the analyzed tomato ALOG family members, SIALOG1 is the only

protein that accumulates in PepMV VROs.
12.The IDRs of ALOG family members are not functionally redundant.

13.Transcriptomic analyses suggest that SIALOG1 participates in dipeptide
transport across membranes, RNA polymerase II-associated

transcriptional activity, and carotenoid and diterpenoid biosynthesis.
C. Regarding the characterization of SIbZIP42:

14.SIbZIP42 is an interactor of PepMV TGB1 and belongs to the bZIP family

of transcription factors.

15.The slbzip42 tomato mutant does not display an observable phenotype
distinct from that of WT plants.

16.PepMV accumulates at significantly lower levels in slbzip42 tomato

plants than in WT plants.

17.SlbZIP42 shows nucleo-cytoplasmic localization in healthy cells and

accumulates in PepMV VROs.
18.SIbZIP42 contains two IDRs at its N- and C-termini.
19.The SIbZIP42-TGB1 interaction occurs independently of infection.

20.SIbZIP30, SLIbZIP40, SIbZIP41, SIbZIP42, and SIbZIP43 accumulate in
PepMV VROs.

21.In contrast to the other analyzed bZIP members, SlbZIP11, does not

accumulates in VROs.

22.Transcriptomic analyses suggest that SIbZIP42 plays a relevant role in

cell wall remodeling and aromatic amino acid metabolism.
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Overall, this doctoral thesis identifies similarities and differences between the
PepMV TGB1 protein and that of related viruses, and provides evidence for its
involvement in the modulation of host cellular processes, highlighting the role of

TGB1 in the nucleus.

The results presented in this thesis lay the groundwork for future studies aimed
at the functional analysis of the interactions described, as well as at assessing their

relevance and degree of conservation in other pathosystems.
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