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Resumen

La metilacion reversible del nitrogeno 6 (N6) de la adenosina (m6A) del RNA se realiza
intrinsicamente por la accién concertada de algunas metiltransferasas y desmetilasas, y su
efecto depende de otras proteinas que reconocen el RNA marcado. Esta modificacién
epigenética desempefia un papel fundamental en la regulacidon de diversas facetas del
metabolismo del RNA en animales, plantas y levaduras, abarcando procesos como el
plegamiento, la maduracién, la exportacion, la traduccién y la degradacion. Tanto en virus que
afectan a mamiferos como a plantas, la modificacion m6A del genoma viral también puede
tener implicaciones para la virulencia, y el resultado especifico (proviral o antiviral) depende
de la naturaleza del virus. Se ha demostrado que en el caso del genoma del virus del mosaico
de la alfalfa (AMV), los niveles altos de m6A reducen la infeccidn. El virus contrarresta esta
accion inhibitoria de la metilacion interaccionando con una desmetilasa m6A citosdlica,
AtALKBH9B en Arabidopsis, reduciendo los niveles de m6A en su genoma y aumentando la
infeccidén. Las proteinas similares a la proteina de alquilacién B (AlkB) de Escherichia coli que
muestran actividad desmetilasa del RNA, pertenecen a la familia de las oxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato (2-OG) y Fe (I1). Estas proteinas desempefian un papel crucial
en la proteccién del RNA y el DNA frente a los danos causados por los agentes metilantes.
Curiosamente, se han identificado dominios AlkB conservados, incluidos los motivos de unién
a hierro (HXDXnH) y 2-0OG (RXXXXXR), en las replicasas de ciertos virus de RNA monocatenario
gue infectan huéspedes lenosos. Aungue la funcion especifica de estos dominios AlkB en el
ciclo de infeccion de estos virus sigue siendo imprecisa, su conservacion sugiere su
importancia potencial en el establecimiento de las relaciones virus-hospedador. Durante este
trabajo fin de master, se ha estudiado la funcionalidad de los dominios AlkB conservados en
las replicasas de los virus A y B de la vid (GVA y GVB) durante la infecciéon. En concreto,
realizamos un estudio mutacional de los dominios AlkB en GVA y GVB utilizando plantas de
Nicotiana sp., evaluando, ademads, el efecto del silenciamiento de los dos homdlogos de
AtALKBH9B en Nicotiana spp., NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2, en la infeccion. Previamente
abordamos la puesta a punto de un sistema de regulacién de las desmetilasas mediante
silenciamiento inducido por virus (VIGS) y la obtencion de una coleccion de cinco mutantes
(M1, M2, M3, M4 y MA) de GVB con sus dominios AlkB mutados, similar a la disponible en el
laboratorio para GVA. En M1/M2 y M3 los aminoacidos conservados del dominio de unién a
hierro y a 20G se sustituyeron por alaninas, (AXDXnH/AXAXnH y, AXXXXXA respectivamente).
En el mutante M4 se combinaron las mutaciones M2 y M3. Finalmente, el mutante M5
consistid en la sustitucién por alanina de un aminodcido no conservado en el mismo dominio
AlkB. Después de realizar los bioensayos, la cuantificacién del titulo viral de ambos virus, asi
como del silenciamiento de las desmetilasas, se realizd6 mediante Northern blot y RT-gPCR. Se
observé que, en el caso de GVA, el titulo viral se veia significativamente reducido en los
mutantes M1, M3y M4 (M2 no estaba disponible para GVA), solo en los bioensayos realizados
con plantas con las desmetilasas silenciadas. Sin embargo, en el caso de los mutantes de GVB,
aungue se observé una tendencia a una menor acumulacién sobre todo de M3y M4 en algun



bioensayo, estos resultados no fueron repetitivos, ni por tanto las diferencias de acumulacién
viral significativas independientemente de si los bioensayos fueron realizados en plantas
silenciadas o no. Por ello, se puede concluir que el dominio Alkb de GVA puede tener un
signhificado funcional durante la infeccion viral, aunque su actividad desmetilasa queda diluida
por la presencia de las desmetilasas del huésped. Estas pueden desempenar un papel
relevante en el mecanismo de defensa de la planta, pero el propio virus puede hacer uso de
ellas para mejorar su infeccion. Nuestros resultados sugieren ademas que los dominios AlkB
de GVA pueden tener una mayor relevancia funcional en vid donde el virus esta restringido al
floema y en periodos de letargo metabdlico donde la interaccidon entre el RNA viral y las
desmetilasas de la planta puede verse restringida. La desmetilacidon del genoma no es la Unica
forma empleada por estos virus para poder evadir la respuesta defensiva de la planta puesto
gue tanto GVA como GVB presentan proteinas supresoras del silenciamiento. Sin embargo,
éstas parecen tener mecanismos de actuaciéon diferentes pudiendo ser el motivo de la
diferencia observada entre GVA y GVB frente al silenciamiento de las desmetilasas de la
planta.

Palabras clave: ALKBH9B; desmetilasa de RNA; GVA; GVB; m6
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ANEXO |. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA
AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del trabajo con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio | Bajo No
Proced
e
ODS 1. Fin de la pobreza. *
ODS2. Hambre cero. *
ODS 3. Salud y bienestar. *
ODS 4. Educacidn de calidad. *
ODS5. lgualdad de género. *
ODS 6. Agua limpiay saneamiento. *
ODS7. Energia asequible y no contaminante. *
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. *
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. *
ODS 10. Reduccion de las desigualdades. *
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. *
ODS 12. Produccion y consumo responsables. *
ODS 13. Accion por el clima. *
ODS 14. Vida submarina. *
0DS 15. Vida de ecosistemas terrestres. *
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas. *
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. *

Descripcidn de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacién més alto.

ODS 2: En la actualidad, mas del 50 % de las enfermedades emergentes de las plantas son inducidas
por virus, provocando anualmente, pérdidas de entre el 10-15 % de las cosechas, cuyo impacto
econdmico se estima en mas de 30.000 millones de ddlares anuales (Jones & Naidu, 2019; Pallas et al.,
2021). Por tanto, las enfermedades inducidas por virus suponen una amenaza mundial para la
produccidn de los cultivos, la seguridad alimentaria y la diversidad de cultivares.
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ABREVIATURAS

Virus

GVA Virus de lavid A

GVB Virus de la vid B

AMV Virus del mosaico de la alfalfa

ACLSV Virus de las manchas cloréticas del manzano
TRV Virus del cascabel del tabaco

WYMV Virus del mosaico amarillo del trigo

Otros

RNA &cido ribonucleico

DNA acido desoxirribonucleico

ALKB alkylation repair homolog B

MG6A N6-metiladenosina

HEL Helicasa

MTR Metiltransferasa

RdRp RNA polimerasa dependiente de RNA
2-0G 2-oxoglutarato

ORF Marco abierto de lectura
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Introduccion

1.1 Los virus como patdgenos de plantas

Los virus son parasitos intracelulares obligados que requieren del control del metabolismo de
la célula y de su maquinaria de traduccién. Las plantas, como los animales, pueden ser
infectadas por muchos virus a lo largo de su desarrollo, incluidos virus de DNA o RNA,
bicatenario o monocatenario. Sin embargo, la mayoria de los virus de plantas presentan su
material genético en forma de un RNA de cadena simple que codifica las proteinas necesarias
para la replicacidn del virus, su encapsidacion y movimiento, asi como para suprimir la
respuesta defensiva del huésped y en ocasiones su transmisidn a otros huéspedes (Heinlein,
2015; Navarro et al.,, 2019). Los virus de RNA de plantas se clasifican en funcién de la
composicion de su genoma. Por un lado, se encuentran los virus con RNA monocatenarios de
polaridad positiva, como los miembros de las familias Potyviridae (virus Y de la patata, PVY),
Bromoviridae (virus del mosaico de la alfalfa, AMV y virus del mosaico del pepino, CMV) o de
polaridad negativa como la familia Ophioviridae. Como se ha mencionado al principio de esta
secciony aunque la familia Partitiviridae esta constituida por virus de RNA bicatenario (Petrzik,
2019), la mayoria de los virus de plantas (= 80 %) contienen genomas de RNA monocatenario
con un tamano que oscila entre 2,5 y 10 kb, estando muchos de ellos entre 4 y 6 kb. Los
sintomas de la infeccidn viral se producen como resultado de complejas interacciones entre
el virus y su planta huésped (Pallas and Garcia, 2011). El aumento de la acumulacién del virus
en la planta puede producir danos en la fisiologia de la misma, ya sea por la propia replicacién
del virus, o por los efectos producidos por la respuesta inmune de la planta, lo que da lugar a
multiples sintomas y patologias (Garcia & Pallas, 2015; Jiang & Zhou, 2023).

Los virus de plantas causan cerca de la mitad de las enfermedades que afectan a muchos
cultivos alrededor del mundo. En la actualidad, mas del 50 % de las enfermedades emergentes
de las plantas son inducidas por virus, provocando anualmente, pérdidas de entre el 10-15 %
de las cosechas, cuyo impacto econdmico se estima en mas de 30.000 millones de délares
anuales (Savary et al., 2019) (Jones & Naidu, 2019; Pallas et al., 2021). Por tanto, las
enfermedades inducidas por virus suponen una amenaza mundial para la produccion de los
cultivos, la seguridad alimentaria y la diversidad de cultivares que, ademads, se esta
incrementando debido a dos razones principales. En primer lugar, las condiciones ambientales
variables causadas por el cambio climatico hacen que las epidemias sean mas dificiles de
gestionar. En segundo lugar, el crecimiento de la poblacidn estd forzando cambios en las
técnicas agricolas (extensificacidn, intensificaciéon y diversificacién) que favorecen la
transmisidon entre especies y, por tanto, facilitan nuevas epidemias: virus endémicos que
invaden nuevos cultivos o cultivos tradicionales infectados por nuevos virus (Jones, 2016).

Normalmente, el control de la diseminacion de estos virus es muy complicado y se lleva a cabo
basicamente con dos estrategias diferentes. La primera consiste en la reduccion del indculo y
su dispersion. Esto se consigue con la eliminacién de las plantas infectadas y las de aquellas
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gue puedan actuar como reservorios, asi como el control de los vectores a través de la
aplicacién de plaguicidas. Estos quimicos pueden llegar a ser nocivos para la salud humana y
contribuir a la contaminacion del medioambiente. Por tanto, es necesaria la busqueda de
métodos alternativos a su uso, para asi mejorar el rendimiento de las cosechas y reducir los
posibles efectos secundarios mencionados. La segunda estrategia consiste en la introduccion
de resistencias en cultivos de interés agrondmico que, hasta que la legislacién sobre
organismos modificados genéticamente permita su uso libre, se realiza por mejora genética
clasica.

Para poder luchar contra el impacto negativo generado por las patologias virales es
fundamental comprender tanto los aspectos de la biologia de los virus, como sus mecanismos
de interaccién con sus huéspedes que desencadenan la susceptibilidad o resistencia de estos.
Las plantas han desarrollado diferentes capas de defensa frente a las infecciones virales. En
primer lugar, el virus necesita superar una serie de barreras fisicas y quimicas preexistentes
en las plantas. Si un virus patégeno logra superar esta primera linea de defensa, tendria que
enfrentarse a las reacciones defensivas no especificas con las que la planta responde a unos
patrones moleculares comunes a distintos patégenos (Jones & Dangl, 2006). Si un virus ha
evolucionado para adquirir factores de virulencia que contrarresten esta defensa basal, estd
en capacidad de poder desencadenar la infeccion. En muchos casos, sin embargo, las plantas
son capaces de reconocer estos factores de virulencia y crear una nueva capa de resistencia
mas especifica que sdlo se induce ante virus que expresan este factor de virulencia (Jones &
Dangl, 2006). Un virus puede causar infeccidn exitosa sélo en aquellas plantas que no han
desarrollado respuestas defensivas especificas a sus factores de virulencia. Por otra parte, el
sistema defensivo de las plantas consigue reconocer a las formas bicatenarias de los
intermediarios replicativos de los virus de RNA como moléculas invasoras, lo que desencadena
una cascada de reacciones celulares que finaliza con la inactivacion de la expresiéon de estas
moléculas, un proceso conocido como silenciamiento de RNA o RNAI. En las plantas, el RNAi
sigue siendo el mecanismo de defensa antiviral basal mas empleado hasta la fecha (Lépez-
Gomolldn and Baulcombe, 2022), Sin embargo, recientemente, se ha puesto de manifiesto en
este contexto que las modificaciones epigenéticas del RNA, especialmente la metilacién
reversible del nitrégeno de la posicion del carbono 6 de la adenosina (N6-metiladenosina 6
m6A), ademas de desempeiiar un papel fundamental en la regulacion de diversas facetas del
metabolismo del RNA, puede funcionar como un sistema de regulacién antiviral en las
plantas.

1.2 Modificaciones de los acidos nucleicos

Los acidos nucleicos, como el RNA y DNA, son polimeros de gran importancia, ya que codifican
la informacidn necesaria para determinar la composicion de las proteinas y su ensamblaje con
otras macromoléculas (Belmont et al., 2001). El estudio de sus funciones y estructura ha sido
de vital importancia para la comprension de los sistemas biolégicos y se remonta a mas de un
siglo y medio atras, con el descubrimiento del DNA por Friedrich Miescher en 1869 (Weaver,
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2012). Aunque desde entonces su estudio ha sido extenso, no ha sido hasta hace unos afios
cuando se ha visto que los acidos nucleicos no sdélo estan formados por los cinco nucledsidos
basicos: adenosina, guanosina, citosina, uridina (solo en el RNA) o timidina (solo en el DNA)
(Grosjean, 2009), sino que estos nucledsidos pueden ser modificados quimicamente,
aumentando la complejidad de los genomas y actuando como un mecanismo de regulacién
de la expresion génica (Ontiveros et al., 2019). Estas modificaciones se han observado en
todos los tipos de RNA y DNA (Duechler et al., 2016).

La primera modificacidn que se descubrié fue la referente a la N>-metilcitosina (m5dC), en
1925 por Johnson y Coghill en el genoma del agente causal de la tuberculosis, la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Grosjean, 2009). Su hallazgo pasé algo desapercibido porque en
ese momento no se entendia completamente su funcion bioldgica. No fue hasta los afios
1940-1950 cuando, especialmente con los estudios de Rollin Hotchkiss en otros organismos
como ratones y células humanas, se comprendiera realmente el papel funcional de este
“quinto” nucledsido en la regulacion y en la expresidn génica (Hotchkiss, 1948). Sin embargo,
se han descrito relativamente pocas modificaciones del DNA, siendo las mds comunes las
metilaciones simples, como lo son la N®-metiladenosina (m6dA), la N*-metilcitosina (m4dC) o
la nombrada anteriormente (m5dC) (Grosjean, 2009). Estas metilaciones tienen importancia
tanto en procariotas, donde protegen el genoma del huésped de su degradacion por
endonucleasas, como en eucariotas, donde tienen funciones relacionadas con la regulacién
génica, la impronta genética y el desarrollo embrionario (Cheng, 1995).

Por otro lado, las modificaciones del RNA son mucho mds complejas que las del DNA, ya que
todas las posiciones de un anillo de pirimidina pueden ser modificadas de forma post-
transcripcional, ya no sdlo por metilacion o hidroxilacidn, sino ademas por una serie de
modificaciones como lo pueden ser la desaminacién, oxidacién, ribosilacion, reduccién o
acetilacién (Grosjean, 2009). Se han descrito mas de 170 modificaciones distintas desde el
descubrimiento de la pseudouridina por Davis y Allen (1957), denominandose a este conjunto
como epitranscriptoma (Esteve-Puig et al., 2020). De forma general, este tipo de
modificaciones ocurren en el RNA de transferencia (tRNA) y ribosomal (rRNA), aunque
también se han descrito algunas que actian sobre RNA mensajero (mRNA) (Baquero-Pérez et
al., 2021). Estas modificaciones presentan un gran niumero de funciones sobre el mMRNA, como
lo son su procesamiento, traduccién y regulacion de su expresion (Esteve-Puig et al., 2020).

1.3 Efectos e importancia de la modificacion N6-metiladenosina (m6A) en la
regulacion y procesamiento del RNA.

La N®-metiladenosina (m6A) es un tipo de metilacion reversible que sucede en la posicion N6
de la adenosina y que afecta, ademas de a los mRNA, tRNA y rRNA, a RNAs no codificantes
pequenos y largos (He et al., 2019). En la década de 1970, la m6A se identificé en hidrolizados
de mRNA procedentes de una linea de células tumorales de rata (Desrosiers et al., 1974) vy,
unos afios mas tarde, también se encontré en RNA de maiz (Nichols & Welder, 1981), virus de
animales, levadura y bacterias (ver revision en Lépez-Pérez et al, 2021). Los primeros estudios
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sobre la modificacion m6A fueron descriptivos y se centraron en identificar los sitios de
metilacién del RNA mostrandose que su distribucidn estaba conservada en humanos y
ratones. Poco después de su descubrimiento se intentd caracterizar la funcién de esta
modificacién alterando la misma y observando sus consecuencias en la fisiologia y desarrollo
de los organismos estudiados. Entonces, |la presencia de m6A se relaciond con la inestabilidad
del mMRNA vy se establecié que es una modificacién clave que regula la vida media de los mRNA
y, por lo tanto, influye en la expresion génica (Sommer et al., 1978). Pero no fue hasta casi
veinte afios después cuando se caracterizd la principal m6A metiltransferasa de RNA, la
metiltransferasa de tipo 3, METTL3 (Bokar et al., 1994). Posteriormente, se demostré que los
homologos de METTL3 son necesarios para el éxito de los procesos de germinacion de semillas
de Arabidopsis y de esporulacion de levaduras (Zhong et al., 2008). Inicialmente se considerd
el marcaje m6A como algo estable, pero en 2011 se descubrid la primera desmetilasa de m6A,
la proteina FTO (Fat mass and obesity-associated protein) (Jia et al., 2011), y poco después se
identificd la segunda, ALKBH5 (Alkylation Repair Homolog 5) (Zheng et al., 2013), cambiando
esa concepcidn original y pasando a ser considerando un proceso dindmico y reversible como
se vera mas adelante.

Hoy en dia, esta bien establecido que la metilacién m6A es la modificacidon interna mas
prevalente en los mRNA eucariotas e influye en el destino y la funcién de los transcritos
procesados. Es una modificacidon selectiva que se produce sobre la secuencia (R)RACH (R=A/G,
H=A/C/U) (ver Duan et al., 2017 y Arribas-Hernandez & Brodersen, 2020 para una revision) y
estd enriquecida cerca de los codones de parada y en las 3' UTR (untranslated regiéon o region
no traducible). En mamiferos, hay una media de uno a tres residuos m6A por mRNA, pero,
mientras que la mayoria de los mMRNA solo tienen un sitio de modificacién, otros pueden tener
mas de veinte (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012; Schwartz et al., 2014, Linder et al.,
2015)). El transcriptoma de Arabidopsis contiene 0,5-0,7 picos de m6A por cada 1000
nucledtidos o de 0,7-1,0 picos de m6A por cada transcripcidon expresada activamente (Luo et
al., 2014). Los genes con mayor presencia de m6A estan implicados en la respuesta a la
variacién ambiental (Dominissini et al., 2012) y el desarrollo (Meyer et al., 2012), mientras
gue los niveles de m6A de los genes constitutivos son bajos en cultivos celulares de levadura
y mamiferos (Schwartz et al., 2014; Ke et al., 2017). A diferencia de los mamiferos, los genes
constitutivos, como los factores ribosomales y fotosintéticos, forman parte del mRNA
enriquecido en m6A en Arabidopsis (Luo et al., 2014; Wan et al., 2015; Shen et al., 2016).

1.4 Proteinas implicadas en la modificacion m6A en animales y plantas.

La modificacion m6A esta regulada por tres tipos de proteinas comiunmente denominadas
proteinas escritoras o “writers” (m6A metiltransferasas), borradoras o “erasers” (m6A
desmetilasas) y lectoras o “readers” (proteinas de unién a m6A). Las “writers” y “erasers”
realizan la adicidn y eliminacion reversible de esta modificacidn, respectivamente (Jiang et al.,
2021), controlando la prevalencia y distribucidn de la marca m6A en el mRNA. En cambio, las
proteinas lectoras, al reconocer esta modificacion, determinan la estabilidad y/o el destino
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celular del transcrito. En la Figura 1 se muestran los componentes de la maquinaria m6A mejor
caracterizados en Arabidopsis. Las principales funciones relacionadas con cada uno de ellos
se explican en las siguientes secciones.

1.4.1 Proteinas escritoras o “writers”

La incorporacion de la modificacion m6A al mRNA ocurre mediante un complejo compuesto
por varias proteinas (Esteve-Puig et al., 2020). De acuerdo con la existencia de un motivo de
metilacion comun, este complejo dependiente de S-adenosil-L-metionina (SAM) esta
conservado en eucariotas. En mamiferos, se identificaron inicialmente dos subcomplejos
esenciales para la actividad metiltransferasa completa, MT-A y MT-B (Bokar et al., 1994). MT-
A estd constituido por dos subunidades distintas, la enzima catalitica METTL3 que utiliza SAM
como sustrato donador del grupo metiloy el activador alostérico METTL14 que facilita la unién
al mRNA (Bokar et al.,1997). Los cofactores adicionales que componen MT-B son la proteina
asociada al tumor de Wilms (WTAP) (Ping et al., 2014), la proteina asociada a la
metiltransferasa Vir-like m6A (VIRMA o KIAA1429) (Schwartz et al.,, 2014), la ubiquitina-
proteina ligasa E3 CBLL1 o HAKAI (Horiuchi et al., 2013), la proteina Zn finger ZC3H13 vy las
proteinas de unién a RNA RBM15/15B (Knuckles et al., 2018). En plantas, el nucleo catalitico
esta formado por dos proteinas de la familia MTA-70, MTA, homéloga de METTL3 y MTB,
homodloga de METTI14. Hasta ahora, los cofactores descritos son FKBP12 interacting protein
37 (FIP37), homdloga de WTAP, VIRILIZER, homdloga de VIRMA y la E3 ubiquitina ligasa HAKAI
; (Shen et al., 2016) RGzicka et al., 2017) (Figura 1). En mamiferos, METTL5 y ZCCHC4 fueron
identificadas como las enzimas responsables de la modificacién m6A de los rRNA 18S y 28S,
respectivamente (van Tran et al., 2019). Ademas, los rRNA estructurados que contienen la
secuencia UAC(A)GAGAA son metilados por METTL16, que también parece unirse a los RNA
nucleares pequefos (snRNA) U6, los RNA no codificantes, los RNA no codificantes largos y los
pre-mRNA (Pendleton et al., 2017; ;Warda et al., 2017). FIONA1 es el homdlogo en plantas de
METLL16 (Kim et al., 2008), pero, mientras que el complejo MTA/MTB es sin duda el principal
responsable de la metilacion de m6A en Arabidopsis, no se ha comprobado la capacidad
metiltransferasa de m6A de FIONA1 (Zhong et al., 2008; Shen et al., 2016; Rizicka et al., 2017;
Anderson et al., 2018). Por ultimo, aun no se han encontrado en plantas ni ortélogos del
ZC3H13 de mamiferos ni de METLL5 y ZCCHCA4.

1.4.2 Proteinas lectoras o “readers”

Las proteinas lectoras de m6A mejor caracterizadas contienen el denominado dominio de
homologia YT521-B (YTH) (Ito et al., 1998). Los dominios YTH conforman dos grupos evolutivos
denominados clados DC y DF. En plantas, la familia YTH es mas extensa que mamiferos. En
concreto, la familia YTH de Arabidopsis estd compuesta por 11 proteinas YTHDF con la region
c-terminal evolutivamente conservada (ECT1-11), dos proteinas YTHDC de funcion
desconocida y el factor de especificidad de division y poliadenilacion 30 (CPSF30), mientras
qgue el genoma del arroz codifica doce proteinas YTH (OsYTH1-12). Los dominios YTH estan
altamente conservados entre las proteinas del arroz y Arabidopsis (Scutenaire et al., 2018).
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Arabidopsis CPSF30 y OsYTHO9 llevan un dominio de dedo de zinc (ZF) de tipo CCCH, mientras
que ECT2 y ECT4-8 presentan una pequeiia regidn enriquecida en residuos Tyr-Pro-GIn (YPQ)
similar a los parches PQN encontrados en los YTHDF de humanos (Ries et al., 2019). Ademas,
aligual que en las proteinas YTHDF de mamiferos, se predice que ECT2, ECT3 y ECT4 contienen
IDR en sus extremos N-terminales (Arribas-Hernandez et al., 2018).

Los analisis experimentales y el examen de datos publicos de micromatrices mostraron que la
expresion de las proteinas que contienen dominios YTH en arroz y Arabidopsis depende
especificamente del tejido y de la etapa de desarrollo (Ma et al., 2022). Ademas, se descubrié
gue varias proteinas ECT de Arabidopsis interaccionan con el RNA (Reichel et al., 2016) y, mas
recientemente, ensayos in vitro e in vivo demostraron que ECT2 y ECT3 se unen a m6A a través
de los residuos aromaticos situados en el bolsillo hidrofébico de sus dominios YTH (Figura 1)
(Arribas-Hernandez et al., 2018; Scutenaire et al., 2018). Por otro lado, experimentos de
localizacidon subcelular mostraron que ECT1 tiene una localizacién predominantemente
nuclear que podria estar regulada por el calcio (Ok et al., 2005), mientras que, en condiciones
normales de crecimiento, ECT2, ECT3 y ECT4 se acumulan segun un patrdn citoplasmatico
difuso (Arribas-Hernandez et al., 2018; Scutenaire et al., 2018). Curiosamente, tras el estrés
osmoético, se observéd que ECT2 y ECT4 se agregaban en granulos citoplasmaticos que
raramente colocalizaban con los cuerpos P (Arribas-Hernandez et al., 2018), mientras que, en
respuesta al estrés térmico, se observd que ECT2 formaba granulos puntiformes citosdlicos
gue se identificaron como granulos de estrés (SG). Asi, se propuso que el bloqueo de la
iniciacién de la traduccién inducido por el estrés desencadenaria el reordenamiento de las
ECT a los SG (Scutenaire et al., 2018). Los autores de este trabajo sugirieron que las regiones
ricas en YPQ estarian implicadas en este proceso, ya que ECT2 y ECT4 presentan estos motivos,
pero es una caracteristica ausente en ECT3, que no formd estructuras granulares en la misma
medida tras el estrés osmotico (Arribas Hernandez et al., 2018).

1.4.3 Proteinas borradoras o “erasers”

Las m6A “erasers” son desmetilasas que transforman m6A en A mediante desmetilacién activa
(Zaccara et al., 2019; Shi et al., 2019). Aunque METTL3 fue descubierta como “writer” hace
varias décadas, la existencia de las desmetilasas pasé desapercibida hasta la pasada década,
cuando el grupo de la Dra. Jia demostré que FTO ejercia una actividad desmetilasa (Jia et al
2011), al igual que ALKBH5, que fue descubierta mas tarde (Zheng et al.,, 2013). La
demostracion de esta actividad desmetilasa supuso la primera evidencia de una modificacién
post-transcripcional potencialmente reversible del RNA. Las proteinas que se encargan de la
eliminacion del grupo metilo de m6A pertenecen a la familia de las homodlogas de la proteina
de alquilaciéon B (AlkB) de Escherichia coli (Reichel et al., 2019). Dada su relevancia para
nuestro trabajo, profundizaremos en ellas en la siguiente seccién.
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Figura 1: Representacion esquematica de las rutas de regulacion mediada por m6A en Arabidopsis. Se
muestran los componentes conocidos del complejo “writer” de m6A, asi como las proteinas “eraser” y “reader”
descritas por el momento y sus posibles funciones moleculares. Aunque se cree que la metilacion m6A ocurre
de forma co-transcripcional, no hay evidencias sobre la localizacién subcelular donde tiene lugar el proceso de
desmetilacion. PAS, sefial de poliadenilacion.

1.5. La familia de proteinas AlkB: contexto, descubrimiento y estructura
molecular

La familia de proteinas AIkB estd conservada en todos los organismos excepto las arqueas y
las levaduras, y forma parte de la superfamilia de las dioxigenasas dependientes de 2-
oxoglutarato y Fe (ll) (Aravind & Koonin, 2001). En general, estas proteinas revierten el dafio
por alquilacion en acidos nucleicos, pero pueden mostrar preferencia por diferentes sustratos
como RNA, DNA o proteinas y eliminar varios grupos alquilo, como m6A o 5-metilcitosina
(Fedeles et al., 2015). Cabe destacar que antes del descubrimiento de estas proteinas con
actividad de desmetilaciéon de m6A se pensaba que la modificacidn m6A era una marca estable
en el mRNA. Sin embargo, este hallazgo sugirié un posible papel regulador de la metilacion
del RNA que podria variar en respuesta a diferentes estimulos celulares (Jia et al., 2011).
Ademads, se ha demostrado que diversas enfermedades, como el cancer, la obesidad y las
enfermedades neurodegenerativas estan relacionadas con alteraciones en la actividad de las
desmetilasas de m6A (Song and Yan, 2024; Azzam et al., 2022). Por tanto, el conocimiento
sobre las desmetilasas de m6A ha generado un gran interés en el desarrollo de nuevos
farmacos que puedan modular su actividad para el tratamiento de enfermedades.

1.5.1 La familia AlkB en animales y plantas.

En los mamiferos, hay nueve proteinas homodlogas de AlkB (ALKBH1-8 y FTO), pero sélo
ALKBH5 (Alkylation Repair Homolog 5) y FTO se han caracterizado como borradores de m6A
(Jia et al., 2011; Zheng et al., 2013). ALKBH5 se acumula en cuerpos nucleares, por lo que se
cree que desmetila m6A de los RNA nucleares durante su sintesis (Zheng et al., 2013). FTO se
localiza tanto en el nldcleo como en el citoplasma de las células Huh7 de hepatoma humano,
lo que sugiere que esta proteina puede desmetilar mRNA nucleares y citoplasmaticos(Gokhale
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et al.,, 2016). Mas tarde se descubrié que FTO actua preferentemente sobre los RNA que
contienen m6A pero que ademas estan metilados en la posicidn 2’ de la ribosa, es decir influye
en la estabilidad de los mRNA marcados con N6-dimetiladenosina (m6Am) (Mauer et al.,
2017). Esta modificacidon se encuentra cominmente en la estructura CAP presente en el
extremo 5’ de los mRNA, pero también en otros RNA como los snRNA (small nuclear RNA) y
snoRNA (small nucleolar RNA), por lo que la principal funcién bioldgica propuesta para FTO,
asignada recientemente, seria la modulaciéon del procesamiento de pequefios RNA nucleares
en el nucleo (Mauer et al., 2019).

En Arabidopsis, hay 13 proteinas homdlogas de AlkB (AtALKBH1A-D, AtALKBH2, AtALKBH®6,
AtALKBH8A-B, AtALKBH9A-C, AtALKBH10A-B), que, en protoplastos, se encontré que se
acumulan en seis posibles localizaciones subcelulares: nucleocitoplasmatica,
nucleocitoplasmdtica con predominio nuclear o citoplasmatico, nucleocitoplasmatica vy
cloroplasto, y exclusivamente nuclear o citoplasmatica (Mielecki et al., 2012). De entre éstas,
ALKBH9A, 9B, 9C, 10A y 10B son las que muestran una mayor similitud con su homélogo en
mamiferos ALKBH5 (Marcinkowski et al., 2020). Sin embargo, solo se ha demostrado que
ALKBH9B (Martinez-Pérez et al., 2017) y ALKBH10B (Duan et al 2017) y mds recientemente
ALKBHOC (Amara et al., 2022) tienen la capacidad de eliminar el grupo metilo de m6A.
Mientras ALKBH9B se localiza en granulos citoplasmaticos involucrados en la degradacién de
RNA (Martinez-Pérez et al., 2017), ALKBH10B afecta la estabilidad de los mRNA y tiene un
impacto directo en procesos fisiolégicos como la floracién (Duan et al.,, 2017) y ALKBH9C
regula la respuesta de Arabidopsis al estrés abidtico y al ABA (Amara et al., 2022).

1.5.2 Dominios de union conservados

Aunque existe una baja conservacién en la secuencia de aminoacidos entre los homdlogos
AlkB, los dominios clave de su estructura se encuentran muy conservados. Las regiones de
atALKBH9B responsables de la unién al RNA y a la proteina de la capside viral (CP), asi como
aquellas necesarias para su localizacién en los granulos de estrés se observan en la Figura 2A.
La union a la CP y al RNA se encuentra en el extremo C-terminal de la proteina, la primera
superponiéndose parcialmente con el dominio similar a AlkB, mientras que el dominio de
union al RNA (RBD) esta parcialmente incrustado en la regidén intrinsecamente desordenada
(IDR) predicha en el C-terminal .El sitio activo de estas enzimas se ubica en el caracteristico
nucleo en remolino de las 2-OG oxigenasas, un plegamiento formado por 8 B-laminas
emparejadas de dos en dos en forma helicoidal que da forma al nucleo catalitico donde se
unen cofactor y cosustrato utilizando una serie de residuos conservados (Figura 2B). Algunos
de ellos son el motivo HXD, conservado universalmente, y el aminoacido H, ambos
responsables de la unién a Fe (ll). El otro motivo conservado es RXXXXXR (donde X indica
cualquier aminodcido), el cual se encarga de la unién con 2-OG (Moore and Meng, 2019)
(Figura 2).
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Figura 2: (A) Estructura multidominio de atALKBH9B. Las regiones intrinsecamente desordenadas (IDR, por sus siglas en
inglés), entre las posiciones 1-12, 48—101, 104-187, 280-288 y 437-507, se muestran en rojo. El dominio similar a AlkB,
ubicado entre las posiciones 216—411, se representa en gris. Los recuadros negros dentro del dominio similar a AlkB delimitan
el motivo estabilizador de 2-0G (NxY: 324—-326), el motivo involucrado en la unién al hierro -Fe II- (HxD/E---H: 335-340) y el
motivo de especificidad del sustrato (RxxxxxR: 335—-411) El dominio de unidn a la capside de AMV (CP-bd: 387-427) y el
dominio de unidn al RNA (RBD: 427-467) se muestran en amarillo y azul, respectivamente (Alvarado-Marchena et al., 2021).
(B) Representacion de la estructura tridimensional de atALKBHIB y de su nucleo catalitico. Dominio de unién a 2-0G
representado en verde, dominio de unién a hierro representado en amarillo, 2-OG representado en rosa y hierro (FE) en
naranja.

1.6 Regulacion de la infeccion mediada por m6A en virus de plantas

Ademas de las funciones de regulacién de los procesos bioldgicos celulares, la modificacidon
m6A en el RNA también esta implicada en la regulacién de las infecciones viricas. De hecho,
hace mas de 40 afos, se identificaron adenosinas metiladas en virus que se replican en el
nucleo, como el virus 40 vacuolado del simio (Lavi & Shatkin, 1975); (Canaani et al., 1979), el
virus de la gripe (Plotch & Krug, 1977), el virus del sarcoma aviar (Stoltzfus & Dimock, 1976),
el virus de la leucemia felina (Thomason et al., 1976) adenovirus (Furuichi et al., 1976) y el
virus del herpes simple 1 (Moss et al., 1977). Sin embargo, la tecnologia disponible en ese
momento no permitia el estudio funcional de esta modificacidon del RNA. En los uUltimos afios,
paralelamente al desarrollo de nuevas tecnologias, varios estudios han tratado de dilucidar la
funcion de la m6A en esas y otras infecciones viricas, aunque en la mayoria de los casos el
mecanismo molecular preciso sigue sin estar claro. En virologia animal, el esclarecimiento de
los mecanismos derivados de la modificacion m6A se ha convertido en uno de los principales
focos de atencion. En general, el enfoque mas comun para estudiar los epitranscriptomas
virales y celulares de m6A es manipular la maquinaria celular de m6A (depleciéon o
sobreexpresion de escritores, borradores y lectores de m6A) y mapear los sitios de
modificacién m6A a lo largo de los RNA utilizando algunas de las metodologias disponibles
(para una revisidn reciente, véase Horner and Reaves, 2024).

A pesar de que en los uUltimos afios se ha producido un gran avance en la comprensién de la
implicaciéon de esta modificacion en las infecciones virales en humanos la situacién sigue
siendo muy confusa y controvertida. Asi, para algunas infecciones virales, m6A actia como
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sefial proviral o antiviral, mientras que, para otras, su presencia parece potenciar y/o inhibir
la infectividad dependiendo del contexto de metilacién (Figura 3) (Williams et al., 2019).
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Figura 3: Regulacién m6A de las infecciones viricas en animales. La maquinaria del huésped puede metilar los
VRNA, favoreciendo o perjudicando el proceso de infeccidn. La infeccidn virica también podria producir cambios

en el epitranscriptoma m6A del hospedador, modulando la respuesta de éste y afectando, por ejemplo, a genes
implicados en la respuesta inmunitaria.

Paralelamente, y con algo mas de retraso, se estdn descubriendo las funciones de la
modificacién de m6A en la modulacién de la infeccién viral también en virus de plantas (Shen
et al., 2016). Mediante secuenciacidon del RNA metilado obtenido por inmunoprecipitacion
especifica con anti-m6A (MeRIP-Seq), se ha demostrado que el genoma de dos miembros
destacados de la familia Bromoviridae, el AMV y el CMV, presentan modificaciones m6A en
sus RNA gendmicos (Martinez-Pérez et al., 2017). Dos de estos sitios de metilacién m6A en la
3’-UTR del RNA3 de AMV estan implicadas en la replicacion y/o acumulacién la polaridad
positiva del RNA3 (Alvarado-Marchena et al., 2022). A este descubrimiento le han seguido
muchos otros ejemplos como el caso del virus del enanismo negro rayado del arroz (RBSDV),
el virus de la raya del arroz (RSV), el virus de la viruela del ciruelo (PPV), el virus Y de la patata
(PVY), el virus del mosaico amarillo del trigo (WYMV) y el virus del mosaico del pepino
(PepMV) (ver revision en He et al., 2023). Al igual que lo que se ha descrito en animales, las
infecciones virales en plantas alteran la dinamica de la modificacion m6A de los RNA del
huésped. La frecuencia de la modificacién m6A en tabaco (Nicotiana tabacum) mostré una
reduccidn significativa tras la infeccidn con el virus del mosaico del tabaco (TMV), acompafiada
de un aumento en la expresién de la correspondiente desmetilasa (Li et al., 2018) Un resultado
similar se ha descrito en plantas de N. benthamina infectadas con PPV y PVY (Yue et al., 2022).
Sin embargo, también se ha visto un efecto contrario en arroz infectado con RSV and RBSDV
(zhang et al., 2021) y en cultivares de sandia susceptibles al virus del mosaico verde jaspeado
del pepino (CGMMV) ( He et al., 2021). Este descubrimiento implica que las infecciones virales
en plantas provocan una modificacion de los niveles m6A que podria alterar la expresion
génica y servir como un mecanismo regulador utilizado por las plantas para contrarrestar
eficazmente las infecciones virales.
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De manera significativa, se ha descubierto que los genomas de varios virus de RNA
monocatenario de plantas contienen una secuencia conservada correspondiente al dominio
de alquilacién B (AlkB), que es un componente de las desmetilasas m6A, en sus replicasas
(Martinez-Pérez et al., 2017; He et al., 2023). Entre estos virus se encuentran los miembros de
la familia Flexiviridae, incluyendo el virus A de la vid (GVA), el virus de la quemadura del
arandano (BIScV) y el virus Y de la zarzamora (BVY), asi como un nuevo género sin nombre de
la familia Potyviridae. Este dominio AlkB puede estar implicado en la reparacién de dafios en
el RNA metilado y desempefia un papel importante en la eliminaciéon de genomas virales de
RNA dafados y en el mantenimiento de la estabilidad del RNA viral (Van Den Born et al., 2008).
Aunque no existen pruebas de la funcion desempefiada por estos dominios in vivo, estos
hallazgos confirman que algunos virus de plantas pueden haber desarrollado respuestas a este
mecanismo de defensa del huésped basado en la modificacion m6A que puede ser una técnica
utilizada por las plantas para modular finamente sus respuestas a una infeccién viral. De
hecho, el eje de las proteinas lectoras del tipo ECTs en plantas se ha demostrado constituir
una barrera de defensa antiviral en el patosistema AMV-Arabidopsis y se especula que pudiera
ser mds general de lo observado (Martinez-Pérez et al., 2023). Sin embargo, aunque en
algunos casos el marcaje del genoma viral con m6A tiene un efecto antiviral, en otros los virus
pueden adquirir modificaciones m6A como un mecanismo para favorecer la estabilidad del
RNA gendmico y la infeccidn, como veremos a continuacion.

1.6.1 Modificaciones m6A que favorecen la infeccidn viral: el virus del mosaico
amarillo del trigo (WYMV)

La modificacidén m6A puede influir de forma positiva en la infeccion del virus, promoviéndola.
Después de que el virus entre en la célula huésped y se desprenda de su cubierta para liberar
su gRNA, este es utilizado como molde y traducido por la maquinaria traduccional del
huésped. Las secuencias de codones almacenadas en el RNA virico se convierten en
secuencias de aminodcidos y se traducen, inicialmente, los productos relacionados con la
replicacién del genoma virico. La acumulacién y/o expresidén de las proteinas de la planta
huésped cambian en respuesta a la infeccién viral, y varias metiltransferasas pueden
interactuar con proteinas virales y promover la infeccién viral. Durante la infeccién por el virus
del mosaico amarillo del trigo (WYMV), las variedades de trigo resistentes y susceptibles
muestran una variacion significativa en sus patrones de modificacién m6A. Los perfiles de m6A
en todo el transcriptoma de variedades de trigo resistentes y susceptibles infectadas por el
WYMV revelaron que las diferentes modificaciones de m6A pueden alterar las vias de
interaccion huésped-patogeno regulando la expresién de genes relacionados (Zhang et al.,
2022). Esta conclusion se deduce del hecho que los genes diferencialmente metilados
identificados en estos estudios estan estrechamente relacionados con los mecanismos de
defensa de las plantas y su resistencia frente a los patdgenos. Aunque se requieren mas
investigaciones experimentales para validar el impacto regulador de las modificaciones m6A
del RNA en la expresion de estos genes durante la defensa de la planta contra la infeccidn viral,
estos pueden considerarse candidatos potenciales para investigar las estrategias empleadas
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por el trigo para resistir las infecciones viricas y para comprender los mecanismos a través de
los cuales los virus invaden eficazmente las plantas de trigo.

Por otro lado, la translocacion de la metiltransferasa B m6A del trigo (TaMTB) del nucleo a
agregados citoplasmaticos, y probablemente a los complejos de replicacion viral, se ve
facilitada por su interaccién con la replicasa Nlb del WYMV. Esta interaccién conduce a un
aumento de los niveles de m6A del RNA 1 de WYMV y a su estabilizacién, facilitando asi la
infeccidn. Pero a la vez, este secuestro de la TaMTB por parte de Nlb disminuiria los niveles de
metilacién en el nlcleo, especialmente sobre los mensajeros relacionados con resistencia
favoreciendo asi la infeccidon. Existe un alelo mutante natural TaMTB-SNP176A que confiere
una mayor resistencia a la infeccién por WYMV, ya que presenta una menor afinidad por Nlb.
Este alelo puede ser un candidato util en la mejora molecular del trigo en el futuro (Zhang et
al., 2022). Es hasta ahora el Unico caso descrito para el que la modificacion m6A tiene un
efecto proviral en un patosistema vegetal.

1.6.2 Modificaciones m6A que impiden la infeccion viral: el virus del mosaico de la
alfalfa (AMV)

Como se ha comentado anteriormente, ALKBHIB posee la capacidad de eliminar el grupo
metilo de m6A (Martinez-Pérez et al., 2017). Ademas, mostré esta actividad desmetilasa tanto
in vitro como in vivo, causando efectos directos sobre la infectividad de AMYV, indicando que
posee un papel en la regulacién de ciertas infecciones virales. Como se ha apuntado
anteriormente, se ha demostrado que ALKBH9B se localiza en granulos citoplasmaticos
correspondientes a cuerpos de siRNA asociados con granulos relacionados con degradacion
del mRNA mediada por genes sin sentido (NMD, de sus siglas en inglés), lo que sugiere que la
actividad de ALKBH9B podria estar relacionada con los procesos de degradacién del mRNA
(Martinez-Pérez et al., 2017). Asi, la disminucion de la carga viral observada en protoplastos
del mutante nulo de Arabidopsis alkbh9b podria estar causada por la menor estabilidad,
disponibilidad, abundancia o vida media ocasionada(s) por una excesiva metilacion m6A en
los RNA virales. Curiosamente, los ensayos de hibridacidon in situ de las hojas inoculadas
revelaron la presencia de pequefias zonas individuales de hibridacién que apuntan a posibles
limitaciones en el movimiento de célula a célula (Martinez-Pérez et al., 2017) y el movimiento
vascular (Martinez-Pérez et al., 2021). Es concebible que las interacciones entre las proteinas
residentes en el plasmodesmo y los RNA del AMV vy, en consecuencia, el movimiento célula a
célula o el sistémico, puedan verse afectadas por el estado de metilacién de los RNA virales.
Reforzando esta hipétesis, Liu et al. (2017) encontraron que la abundancia de m6A aumenta
el reconocimiento de los RNA por la ribonucleoproteina nuclear heterogénea G, lo que
demuestra que la deposicion de m6A en los RNA puede inducir cambios estructurales que
alteran la accesibilidad del RNA a las proteinas de union a RNA. Consistente con el resultado
anterior, la disminucion de los homélogos de AlkB de N. benthamiana del clado especifico de
plantas ALKBH9 causé una disminucion significativa en la acumulacion de PPV y PVY (Yue et
al. 2022). Ademas, la sobreexpresion de homdlogos de NOoMETTL (NbMETTL1 y NoMETTL2)
promovid la resistencia a PPV en N. benthamiana (Yue et al. 2023). Recientemente, Martinez-
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Pérez et al. encontraron que la mutacion del médulo ECT2/ECT3/ECT4/ECT5 en Arabidopsis
disminuye la resistencia al AMV y que el aumento de la resistencia al AMV de los mutantes
alkbh9b podria revertirse mediante deficiencias de ECT2/ECT3/ECT4/ECT5, indicando que el
eje lector de m6A constituia una nueva capa de defensa antiviral basal en plantas (Martinez-
Pérez et al. 2023). Asi pues, la ruta de metilaciéon m6A del hospedador puede representar un
mecanismo regulador adicional para contrarrestar la infeccién por algunos virus de plantas.
Sin embargo, AMV ha sido capaz de desarrollar un mecanismo de contradefensa mediante la
interaccion y secuestro de ALKBH9B por su proteina de cubierta (CP), subvirtiendo la funcion
desmetilasa de ALKBH9B en su propio beneficio (Martinez-Pérez et al. 2023).

1.7 Familias de virus que contienen el dominio AlkB en sus replicasas

Llama la atencién la presencia de un dominio AlkB en la replicasa de varios virus de RNA de
cadena simple con polaridad positiva de plantas (Aravind & Koonin, 2001). La presencia de un
dominio AlkB es notable, teniendo en cuenta la limitada capacidad de codificacién de estos
virus con genomas de hasta solo 7 kb. Las principales familias que presentan este dominio son
Closteroviridae, Betaflexiviridae y Alphaflexiviridae (Moore and Meng, 2019). Es destacable
ademas que la mayoria de los virus que presentan este dominio, son importantes patégenos
de plantas perennes y lefiosas, tales como los arboles frutales, ocasionando grandes pérdidas
a nivel econdmico (Rubio-Costa, 2021). Como se ha mencionado anteriormente, la relevancia
de este dominio durante una infeccién no se ha demostrado. Sin embargo, podria tratarse de
un mecanismo de contradefensa viral, en cis, frente a la modificacién m6A inducida por las
metilasas del huésped, similar al observado, en trans, con la proteina de cubierta del AMV y
ALKBH9B.

1.7.1 Familia Closteroviridae

La familia Closteroviridae estd formada por una serie de especies virales que infectan a
plantas, siendo estas principalmente dicotileddneas. Estos virus poseen unas particulas largas,
filamentosas y de estructura helicoidal (650-2200 nm en longitud y 12 nm en didmetro), asi
como un genoma de RNA de cadena simple que puede ser mono, di o tripartito. Se
caracterizan por presentar uno de los genomas mas largos dentro de los virus que infectan a
plantas (13-19 kb). Dentro de esta familia se encuentran los géneros Closterovirus,
Ampelovirus, Crinivirus y Velarivirus. Su transmisién se produce a través de insectos,
especialmente afidos, moscas blancas, cochinillas y cocoideos (Fuchs et al., 2020). De esta
familia, los homodlogos de Alkb se han identificado Unicamente en el género Ampelovirus. En
su genoma, las pautas de lectura (ORF) 1A y 1B codifican la replicasa que contiene tres
dominios necesarios para la replicacion viral: metiltransferasa (MTR), helicasa (HEL) y RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp). El dominio AlkB se encuentra insertado dentro de
esta proteina, entre los dominios MTR y HEL, caracteristica que es compartida con el resto de
las AlkB virales (Moore and Meng, 2019). La mayoria de los miembros del género Ampelovirus
infectan huéspedes lefosos, en los que, segln su hospedador, provocan distintos efectos,
tales como el moteado, el amarilleo y enrojecimiento de hojas, picado del tallo,
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marchitamiento o infecciones asintomaticas (Fuchs et al., 2020).

1.7.2 Familia Alphaflexiviridae

La familia Alphafiexiviridae incluye especies virales que infectan a plantas y a hongos fitéfagos.
Los viriones son flexibles y filamentosos, dando nombre a la familia, normalmente con 12-13
nm de diametro (en un rango de 10-15 nm) y con una longitud de entre 470-800 nm
dependiendo del género. En la actualidad, esta familia forma parte del orden de los
Tymovirales, y estd constituida por los géneros Allexivirus, Botrexvirus, Lolavirus,
Mandarivirus, Platypuvirus, Potexvirus and Sclerodarnavirus, incluyendo mas de 50 especies.
Presentan un genoma de RNA de cadena simple con polaridad positiva de entre 5,5-9 kb, lo
cual supone entre un 5-6 % del peso del virion. Dependiendo del género presentan de 5a 7
genes, exceptuando el género Sclerodarnavirus, que sélo presenta uno (Kreuze et al., 2020).
En cuanto a la replicacién, la proteina codificada en el ORF1 (ORF2 en miembros del género
Platypuvirus) tiene homologia con las proteinas asociadas con la replicacidn del supergrupo
de virus de RNA “Alphavirus-like”. Esta proteina (150-190 kDa) presenta los motivos
conservados MTR, HEL y RdRp (Batten et al., 2003), incluyendo ademas, entre estos dos
ultimos motivos, el dominio AlkB (Van Den Born et al., 2008). En todos los miembros de la
familia que infectan plantas, a excepcion de los miembros del género Platypuvirus, los ORF 2-
4 codifican las proteinas del bloque de tres genes (TGB), implicadas en el movimiento de célula
a célula (Verchot-Lubicz et al., 2010) , y el ORF5 codifica la proteina de la capside viral, siendo
toda esta replicacion citoplasmatica.

1.7.3 Familia Betaflexiviridae

Esta familia esta compuesta por un elevado nimero de miembros que contienen el domino
AlkB en su genoma (Moore and Meng, 2019). De forma similar a la familia Alphaflexiviridae
(anteriormente ambas familias, junto con Gammafiexiviridae, eran una unica con el nombre
de Flexiviridae), presentan viriones flexibles y filamentosos con una longitud de entre 600-
1000 nm y un diametro de entre 10-15 nm, dependiendo del género. Estd familia es la mas
amplia dentro del orden de los Tymovirales, comprendiendo los géneros Capillovirus,
Carlavirus, Citrivirus, Chordovirus, Divavirus, Prunevirus, Ravavirus, Tepovirus, Wamavirus,
Foveavirus, Trichovirus, Robigovirus y Vitivirus, siendo, a excepcion del género Carlavirus,
patdégenos naturales de especies lefosas (Lefkowitz et al., 2018). Presentan un genoma de
RNA de cadena simple con polaridad positiva de entre 5,9-9 kb. El nimero de genes es de 3 a
6 dependiendo del género, pero en todas las especies el producto codificado en el ORF1, que
sigue una secuencia 5'-UTR corta, tiene homologia con las polimerasas del supergrupo de
virus de RNA “alphavirus-like”. Esta proteina, al igual que ocurre en la familia Alphaflexiviridae,
presenta de forma conservada los dominios MTR, HEL y RdRp, siendo la replicacion
citoplasmatica (Adams et al., 2004). La mayoria de los miembros de |la familia presentan, entre
los motivos MTR y HEL, los dominios AlkB y P-Pro (papain-like protease). Los ORF de menor
tamano codifican proteinas que intervienen en el movimiento célula-célula, ya sea una unica
MP de la superfamilia “30K” o el “TGB” (Adams et al., 2004). Estos suelen encontrarse a
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continuacién de la polimerasa. Sin embargo, en genomas de capillovirus, el ORF2 se encuentra
dentro del ORF1 y en vitivirus hay un ORF adicional entre los genes de la polimerasa y la
proteina de movimiento (MP). El gen de la CP siempre sigue al de la MP y, en algunos géneros
(Carlavirus, Vitivirus y algunos trichovirus), un ORF final codifica una proteina con un motivo
de dedos de unidn a zinc que les permite interaccionar con acidos nucleicos. En vitivirus se ha
visto que esta proteina tiene un papel de supresién de la maquinaria de silenciamiento del
RNA del huésped (Zhou et al., 2006). Dado que en el trabajo que se presenta en esta memoria
se utilizaron dos vitivirus como sistema modelo, GVA y GVB, se les dedicard una seccién
exclusiva posteriormente.

1.7.4 Otras familias

El dominio AlkB también se ha encontrado en las familias Secoviridae y Potyviridae, aunque
hasta la fecha, sélo un virus de cada familia ha sido identificado como portador de este
dominio (Moore and Meng, 2019). Ambas familias presentan un genoma de RNA de cadena
simple con polaridad positiva, que puede ser mono o bipartito. Algunos de sus miembros son
importantes patdgenos de plantas (Wylie et al., 2017).

1.8 Grapevine virus Ay B

El cultivo de la vid, su recolecta y propagacion vegetativa en la cuenca del mediterrdneo y
oriente préximo, tiene una historia que abarca cientos de afios (This et al.,, 2006). Las
enfermedades ocasionadas por virus, que suponen una alteracién de la madera en la vid,
denominadas colectivamente complejo de la madera rugosa (RW) (Martelli 2007) incluyen
diferentes sindromes que afectan al cilindro lefioso, a los tejidos del cambium y a la corteza.
Sintomas como la hinchazén de los tejidos en la union del injerto y una proliferacién mas o
menos intensa y el agrietamiento de la corteza se manifiestan principalmente en el momento
del injerto por lo que no es raro observar estos sintomas en vifiedos comerciales. La RW est3
latente en las especies e hibridos de Vitis, ya que la mayoria de los sintomas de esta
enfermedad sdlo son visibles cuando el material infectado se injerta en el presuntamente
sano.

La microscopia electrénica reveld particulas viricas alargadas por el floema en secciones finas
de tejidos de vid afectados por el RW o el enrollamiento de la hoja (LR) (Martelli et al., 2002),
virus que mas tarde fueron caracterizados y nombrados como virus de la vid A (GVA), virus de
la vid B (GVB) (Boscia et al., 1993) y virus de la vid D (GVD) (Meng et al., 2017). Estos viriones
fueron definidos como “closterovirus like” (Boscia et al., 1993), lo cual sirvid para una
asignacion inicial de GVA y GVB dentro del género Trichovirus (Martelli et al., 1994). Sin
embargo, la informacién procedente de las secuencias de la region 3" (Minafra et al., 1994)
confirmaron que estos virus presentan una organizacién gendmica distinta a la del resto de
virus que ocasionan el enrollamiento de la hoja y que por tanto, necesitaban una clasificacion
aparte. Fue entonces cuando, tras avanzar en los analisis de las secuencias se decidid agrupar
a estos virus junto con virus latente del heracleum (HLV) (Bem & Murant, 1979) en el género
Vitivirus (Martelli et al., 1997).

15



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

fibmcp

Una caracteristica importante del género es la organizacidn gendmica que consiste en una
cadena de RNA simple con polaridad positiva y cinco ORF, donde el extremo 5"terminal
presenta una caperuza de metil-7-guanosina y en el 3" una cola de poliA (Figura 4). El gen de
mayor longitud, ORF1 (5124 nt), codifica una proteina de 195,5 kDa, la cual presenta los
dominios MTR, HEL y RdRp. Dado que no se dispone de evidencias experimentales sobre el
procesamiento del producto de traduccion de ORF1, ya que se desconoce la presencia de
ninguna proteasa, cabria esperar que la poliproteina no fragmentada actuara mediante la
activacion de sus dominios funcionales (Martelli et al., 2007).

7351 nt
ORF1 ORF 2 CP NAbP
.—[ ] T — AAAAAAAAA
m7Gppp Met AlkB Hel RdRp MP

Figura 4: Representacion esquematica del genoma de GVA. Los marcos abiertos de lectura (ORF 1-5) estan
etiquetados o nombrados segun su funcidn. Un punto rojo representa la caperuza de metil-7-guanosina en el
extremo 5’. La cola poli-A se indica en el extremo 3'. Met metiltransferasa, AlkB dominio AlkB, Hel Helicasa, RdRp
RNA polimerasa dependiente de RNA, MP proteina de movimiento, CP proteina de cubierta, NabP proteina de
unién a acidos nucleicos (Meng et al., 2017).

Una segunda caracteristica de la proteina codificada por ORF1 es la presencia de un dominio
AlkB aguas arriba de HEL. Este dominio activa la reparacion de DNA alquilado en numerosos
sistemas celulares a lo largo de los diferentes reinos (Bratlie & Drablgs, 2005). Se ha
hipotetizado que esta reparacidén enzimatica (como la desmetilacion de virus de RNA en la
savia del floema) puede favorecer la supervivencia del virus. La mayor aptitud obtenida a
través de esta funcidn por los virus que colonizan huéspedes lefiosos ricos en polifenoles se
habria fijado tras la adquisicidon por recombinacién a partir de bacterias o plantas (Van Den
Born et al., 2008).

El ORF2, Unico de los vitivirus, codifica un polipéptido de 19.8 kDa sin homologia conocida. Su
analisis sugiere que no es crucial para la replicacién en Nicotiana, aunque podria desempefiar
un papel en la transmision por insectos o en la infeccion de la vid (Galiakparov et al., 2003).

Los ORF3 y ORF4 codifican una MP de 30 kDa y una CP, respectivamente. Para ver la relevancia
de estas proteinas, utilizaron el marcaje con proteinas fluorescentes y demostraron la estrecha
asociacién de las MP de GVA y GVB sintetizadas in vivo con los plasmodesmos y la acumulacion
de estas proteinas en puntos determinados como en estructuras similares a tubulos en la
periferia de las células de tabaco o vid infectadas. Cabe destacar que, en ausencia de la CP, el
movimiento del virus esta restringido, lo que indica que la MP no es el Unico factor
determinante para la propagacion del virus dentro del hospedador.

Por ultimo, la ORF 5 codifica una pequeia proteina de unién a RNA de 10 kDa (p10), la cual se
la ha relacionado con la supresion del silenciamiento del RNA, entre otras funciones (Zhou et
al., 2006).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Tal y como se ha descrito en la Introduccién, ciertos virus de RNA monocatenario presentan en su
replicasa dominios AlkB conservados, incluidos los motivos de unién a hierro (HXDXnH) y 2-0OG
(RXXXXXR). Sin embargo, la funcién especifica de estos dominios AlkB en el ciclo de infeccidon de
estos virus en planta no se ha estudiado. Por este motivo, el objetivo principal en este trabajo fin
de master serd analizar la funcionalidad de los dominios AlkB conservados en las replicasas de los
virus A y B de la vid (GVA y GVB) durante la infeccién, asi como la posible implicacién de las
desmetilasas de tipo ALKBH9B enddgenas. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos
parciales:

1) Establecer un sistema eficiente de silenciamiento de las desmetilasas NbALKBH9B1 y
NbALKBH9B2 en N. benthamiana mediante el silenciamiento inducido por virus (VIGS)

2) Obtener un clon infectivo de GVB en un vector que facilite la posterior obtencién de una
coleccién de mutantes con los dominios de unién a hierro y a 2-OG alterados.

3) Estudiar la funcionalidad de los dominios AlkB conservados en las replicasas de los virus Ay B
de la vid (GVA y GVB) durante la infeccidn y determinar el papel de las desmetilasas endégenas en
la infeccidn viral mediante bioensayos en Nicotiana sp. y el uso de la coleccién de mutantes de
GVA, disponible en el laboratorio, y de GVB, obtenida en el objetivo 2.
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Material y métodos

2.1 Material vegetal y cepas de virus utilizados

El material vegetal usado corresponde a plantas de Nicotiana benthamiana y N. occidentalis,
las cuales fueron inicialmente sembradas en semilleros, para dos semanas después de la
germinacioén, ser trasplantadas individualmente a macetas. Las plantas se dejaron crecer en
invernadero en condiciones de luz natural suplementada con luz de |ldmparas halégenas
durante 14 horas/dia y temperatura controlada a 25 °C/dia. Para testar el papel de los
dominios AlkB virales, se utilizaron los aislados de 2 especies del género Vitivirus que
presentan este dominio en su ORF1, los virus de la vid A y B, aislados GVB-935
(GCF_000857765.1) y GVA-P163-M5 (GCF_000855125.1), respectivamente.

2.2 Obtencion de los mutantes del dominio AlkB de GVB y clones de GVA
utilizados

Para la obtencién de los clones de los mutantes de GVB, se partié de un clon infeccioso del
aislado GVB-935 cedido por el Dr. DE Goszczynski (Plant Health and Protection, Virology
Agricultural Research Council, Pretoria, South Africa). La longitud del vector de clonacion
original resultd excesiva para la aplicaciéon de las técnicas de mutagénesis de PCR inversa
(PCRi) que se detallardn a continuacién. Por este motivo se procedié a transferir el cDNA viral
al mini vector binario pLX-B2 (3287 bp) (Pasin et al., 2017). Este vector fue modificado en
nuestro laboratorio para contener el promotor constitutivo y duplicado del virus del mosaico
de la coliflor (355x2), asi como el terminador del gen del inhibidor | de las proteinasas de
patata (PoPit), generando pLX-35S-PoPit. Ademads, pLX-35S-PoPit estd preparado para recibir
insertos de DNA mediante la utilizacién de endonucleasas de tipo lIs. A diferencia de otros
tipos de endonucleasas, estas no cortan dentro de la secuencia que reconocen, sino a una
distancia fija de ella. Esta caracteristica las hace herramientas muy utiles en la ingenieria
genética al poder introducir la secuencia de restriccidn deseada en cada momento y sin anadir
costuras.

A partir del vector original, con el uso de cebadores especificos (Tabla 1), se amplificé el GVB
en longitud completa (7,6 kb) por PCR utilizando la DNA polimerasa Fushion (ThermoFisher
Scientific). El producto de PCR fue analizado y extraido a partir de un gel de agarosa al 1 % con
el uso del kit GenelET (ThermoFisher Scientific), para después ser digerido con la enzima de
restriccion Bsal y ligado al vector pLX-35S-PoPit, con el uso de una T4 DNA ligasa (Promega).
Transcurridas 16-24 horas a 25 °C, se transformaron bacterias Escherichia coli DH5a. Con el
fin de seleccionar aquellas bacterias portadoras de pLX, el cultivo transformado se sembrd en
placas de medio Luria Bertani (LB) con kanamicina. Una vez crecidas, la presencia de colonias
portadoras del plasmido recombinante pLX(GVB-WT) se comprobé mediante PCR de colonia.
En esta técnica se utiliza directamente como molde la propia colonia bacteriana, un
oligonucledtido especifico del vector, otro del inserto y la DNA polimera GoTaq® G2 Flexi
(Promega).
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Posteriormente, se procedié a crecer las colonias bacterianas positivas en medio LB liquido
para, 12 horas después, realizar la extraccién del plasmido recombinante con el kit E.Z.N.A.
(Omega Biotek Inc). Una vez extraido el pldsmido se secuencié para comprobar que se habia
insertado la totalidad del virus con la secuencia y orientacién correcta. Una vez confirmado
esto, se transformaron bacterias de Agrobacterium tumefaciens C58 (resistentes a kanamicina
y rifampicina), y tras confirmar de nuevo la presencia de pLX(GVB-WT) por PCR de colonia, las
colonias positivas se criopreservaron a -80 °C con glicerol al 10 % para su uso posterior como
fuente de indculo constante. La capacidad de infeccion de todos los clones obtenidos fue
confirmada en plantas de N. benthamiana y N. occidentalis.

Una vez obtenido el clon infeccioso, se procedid a generar una coleccidon de mutantes con los
aminoacidos mas conservados de los motivos de unién a Fe Il y a 2-OG del dominio AlkB
alterados. Mediante el uso de PCRi, con cebadores especificos adyacentes y de polaridad
opuesta para cada mutacion, se introdujeron distintas sustituciones por alanina (Tabla 1). Los
distintos mutantes fueron denominados M1, M2, M3, M4 y MA. Todas las mutaciones fueron
realizadas sobre el molde GVB-WT, excepto en el caso del mutante M4, que se realizé sobre
el mutante M3. Una vez realizada la amplificacién por PCRi, los productos de PCR, que incluyen
el cDNA viral pero también el vector de clonacidn, fueron analizados y extraidos de geles de
agarosa al 1 %, con el uso del kit GenelJET (ThermoFisher Scientific). Una vez extraidos, los
productos de PCR fueron digeridos con Bsal y Dpnl. Esta segunda enzima de restriccion corta
Unicamente en sitios metilados, como los presentes en un plasmido replicado en un entorno
procariota, pero no corta los productos sintetizados de nuevo, evitando asi obtener un fondo
del molde pLX(GVB-WT). Una vez confirmada la digestién completa del producto de PCR se
procedié a ligar los fragmentos obtenidos con el uso de la T4 DNA ligasa (Promega).
Transcurridas 16-24 horas, se transformaron bacterias Escherichia coli DH5a. La seleccién de
colonias positivas y el aislamiento de los plasmidos recombinates se realizé tal y como se ha
detallado anteriormente. Una vez extraido el plasmido se secuencié para comprobar que la
mutacion habia sido incorporada en el lugar adecuado. La transformacién, seleccién vy
criopreservacion de los cultivos de A. tumefaciens transformados con cada plasmido
recombinante con las mutaciones descritas, se realizd como se ha detallado anteriormente.
Por ultimo, la infectividad de los mutantes fue testada en plantas de N. benthamiana.

En el caso de los mutantes de GVA, se partié de un clon infeccioso de GVA cedido de nuevo
por el Dr. DE Goszczynski (Plant Health and Protection, Virology Agricultural Research Council,
Pretoria, South Africa). Esta coleccidn de mutantes de GVA fue construida previamente en el
laboratorio por un investigador predoctoral (David Villar Alvarez), los cuales fueron
denominados M1, M3, M4 y MA, siguiendo estos la misma estructura que los mutantes de
GVA.
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Genotipo Cebadores Dominio
afectado
WT (S) 5" ATGGTCTCGGAGGCCAATAAAGTTCGCTTTTTC 3’
(A) 5 ATGGTCTCGGACCGTCGTGTTTATTCACGCTTC 3’
M1 (S) 5’ ATGGTCTCATGATGAGTCGTGCTACAC 3 Dominio de
(A) 5" ATGGTCTCCATCATCAGCAGCGAAGTTTATC 3° union a hierro
H>A
M2 M1 (S) Dominio de
union a hierro
(A) 5 ATGGTCTCCATCAGCAGCAGCGAAGTTTATCCC 3’ HS A
13D > A
M3 (S) 5’ ATGGTCTCGCTATCAGTCTGACATTCGCGAATGGGGTGATG 3 Dominio de
(A) 5" ATGGTCTCGATAGCCCCAGCACTTGTAC 3’ union a 2-0G
12y2aR DA
M4 M1(S) Mutante 2
+
M2 (A)
Mutante 3
MA (S) 5" ATGGTCTCTCATACAAGCAAAGGTTGGC 3 Mutacién
(A) 5" ATGGTCTCGTATGATTAGCGGCAACATAG 3’ aleatoria
G~2>A

Tabla 1: Cebadores especificos utilizados para la obtencién de los distintos mutantes del dominio AlkB de GVB,
asi como para la clonacién de GVB-WT en pLX-35S-Popit. H (histidina), A (alanina), R (arginina), D (aspartico) y G
(glicina).

2.3 Silenciamiento de las ALKBH9B de N. benthamiana

Con el fin de silenciar las desmetilasas homologas de AtALKBH9B en N. benthamiana, se utilizd
la técnica del silenciamiento génico inducido por virus (VIGS, virus-induced gene silencing). En
nuestro caso se utilizé el virus del cascabeleo del tabaco (tobacco rattle virus, TRV). Primero
se buscd en la base de datos NCBI (The National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) las secuencias de aminodacidos de las dos isoformas
NbALKBH9B1 (QYU76043) y NbALKBH9B2 (QPC97718) que habian sido previamente descritas
(Yue et al., 2022). Estas se utilizaron para hacer una busqueda BLAST en una base de datos
especifica de N. benthamiana (The Sol Genomics Network, https://solgenomics.net/). Cada

proteina dio como resultado un par de genes. Para el acceso de NCBI QYU76043 se
encontraron las secuencias Niben1015cf02122g00010.1 y Niben1015cf03468g02013.1 con un
95,62 % y 80,75 % de identidad de secuencia, respectivamente. Por otro lado, las secuencias
Niben101Scf03735g02006.1 y Niben101Scf06267g03010.1 presentaron un 99,44 %y 94,07 %
de identidad de secuencia, respectivamente, con el acceso de NCBI QPC97718.

Tras realizar un alineamiento de ambas secuencias, se determind, mediante la herramienta
VIGS tool disponible en The Sol Genomics Network, (https://solgenomics.net/), una regién o

“secuencia VIGS” de 300 nucledtidos de longitud que tuviese como diana los dos genes de
cada NbALKBH9B. Estas secuencias VIGS fueron amplificadas por RT-PCR a partir de RNA de
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N. benthamiana, extraido tal y como se indicard posteriormente, con el uso de
oligonucledtidos especificos conteniendo las secuencias de recombinacion attB1 y attB2 del
sistema de clonacidon Gateway (Tabla 2) y el kit Superscript Il one step RT-PCR (Invitrogen).
Alternativamente, se realizd su clonacion en tandem (NbALKB1-NbALKB2). Para ello, la region
VIGS de cada isoforma se amplificé también utilizando oligonucleétidos disefiados para
generar extremos solapantes en el 3’ de la regidn VIGS de NbALKB1 y en el 5’ de la region VIGS
de NbALKB2. Posteriormente, los dos productos de PCR se unieron utilizando técnicas de
ensamblaje por solapamiento (Cha-aim et al., 2012) y la DNA polimerasa PrimeSTAR® HS
(TaKaRa).

Una vez obtenidos los tres insertos se realizd su clonacién en el vector binario pTRV2 (Liu et
al., 2002) mediante el sistema clonacion Gateway (Invitrogen). En primer lugar, se inserté cada
uno de los fragmentos en pPDONR207, a través de la reaccion de recombinacion con la clonasa
BP Il (Invitrogen). Una vez confirmado mediante PCR de colonia, extraccion del plasmido
recombinante y secuenciacidon que el inserto era correcto, se procedid a realizar la reaccion
de recombinacion con la clonasa LR Il (Invitrogen) para transferir el inserto al vector pTRV2.
Estos clones se criopreservaron en cultivos de A. tumefaciens denominandose
pTRV2(ALKBH9B1), pTRV2(ALKBHIB2) y pTRV2(ALKBHIB1-2).

Técnica ALKBH9B1 ALKBH9B2
RT-PCR (S) 5" TACCGGCCTCTAAAAACGGCG 3 (S) 5" TACAGGCTCAGGCTGGTCGT 3’
(A) 5" TTATCTCTGACTTCTACGGTTG 3’ (A) 5 TCAATTTTCTGTATTCACGC 3’
gRT-PCR (S) 5’ GGTCGGTGCTCATTCTCAAC 3’ (S) 5’ CCAGCAGCGAACTCAGAAG 3’
(A) 5’ GCTCAGTGTCAGGAGTATATG 3’ (A) 5 AGAGGTCACGGGAGAGAAAG 3’
Clonacién (S) 5 CTCTGGTCCTTTCTCCTTACGCATATTGACAATCATGATTTTG 3 + ALKBH9B1 RT-PCR (S)
en tandem (A) 5 GTAAGGAGAAAGGACCAGAG 3 + ALKBH9B2 RT-PCR (A)

Tabla 2: Cebadores especificos utilizados para la obtencién de los insertos de ALKBH9B1, ALKBH9B2 y ALKBH9B1-
2, asi como los utilizados para cuantificar su expresion.

2.4 Inoculacion de los virus utilizados mediante agroinfiltracion

Para realizar la agroinfiltraciéon con A. tumefaciens, los cultivos bacterianos portadores de los
distintos plasmidos recombinantes se crecieron, a partir de los distintos -cultivos
criopreservados, en medio LB liquido con los correspondientes antibidticos durante 24 horas
a 28 °Cy con agitacidn. Tras centrifugar el cultivo, el sedimento de bacterias fue resuspendido
en tampon de agroinfiltracién (MES 10 mM y MgCl, 10 mM pH 5,6) hasta obtener una
densidad éptica (DO) de 0,3. Las plantas de N. benthamiana fueron infiltradas (dos hojas por
planta) con cada una de las construcciones pTRV2(ALKBH9B1), pTRV2(ALKBH9B2) o
PTRV2(ALKBH9B1-2) junto con pTRV1 (Liu et al., 2002), a 14 dias desde la germinacion con el
uso de una jeringuilla. La agroinfiltracion con pLX(GVB-WT) o pLX(GVA-WT) y sus respectivos
mutantes se realizé 10 dias después de la infiltracion de TRV dejando, por tanto, el tiempo
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suficiente para que el silenciamiento de las desmetilasas del huésped fuese el maximo posible.
El silenciamiento de los genes ALKBH9B1 y ALKBH9B2 se cuantific6 mediante RT-PCR en
tiempo real como se detallara posteriormente, con el uso de cebadores especificos (Tabla 2).

2.5 Bioensayos, recogida de muestra y extraccion de RNA total

Todos los bioensayos se realizaron como minimo tres veces con triplicados para cada
construccién analizada. Las muestras recogidas consistieron en tejido foliar no agroinfiltrado
préximo a la zona apical procedente de 2 hojas de tamafio similar obtenidas a partir de cada
una de las plantas inoculadas con el virus y los diferentes mutantes. La toma de muestras se
realizd a 7 dias después de la inoculacion con GVB o GVA. Las muestras se trituraron mediante
el uso de un mortero y nitrégeno liquido con el fin de preservar la cadena de frio y evitar la
degradacién del RNA. Una vez triturado, se utilizo el protocolo de extraccion con TRIzol™
(Invitrogen), una solucién monofdsica de isotiocianato de fenol y guanidina disefiada para
aislar fracciones separadas de RNA, DNAy proteinas, siguiendo las indicaciones del fabricante.
De forma adicional, se realizé una precipitacion con etanol absoluto y acetato de sodio 3 M
durante 30’ a -80 °C, para después realizar un ultimo lavado con etanol al 70 % y resuspender
el sedimento de RNA resultante en 50 pl de agua estéril. Tras cuantificar la concentracidn de
RNA en cada una de las muestras con un espectrofotémetro NanoDrop One (ThermoFisher
Scientific), ésta se ajustd a 500 ng/ul con el fin de reducir el error de pipeteo en posteriores
analisis.

2.6 Analisis Northern blot e hibridacion molecular

Para obtener una estimacion del titulo viral presente en cada una de las muestras extraidas se
realizaron analisis de RNA tipo Northern blot. Este tipo de analisis permite conocer la
acumulacién de moléculas de RNA de diferentes tamaifios en una muestra gracias al uso de
una sonda especifica que hibrida con secuencias determinadas del virus. Una vez obtenidas
las muestras de RNA a analizar y las diferentes sondas, se procedio a realizar un gel de agarosa
de 100 ml (1,5 gramos de agarosa, 85 ml de agua estéril, 10 ml de MOPS 10X y 5 ml de
formaldehido al 37 %) que se introdujo en una cubeta electroforética de tamafio adecuado
junto a 0,5 litros de tampdn de electroforesis MOPS 1X. Para la preparacion de las muestras,
se afiadieron 2 pg de RNA, en un volumen total de 10 pl. Antes de la carga en el gel, se
afiadieron 10 ul de tampon de carga de RNA (formamida 50 %, formaldehido 6,5 %, MOPS 1X,
azul de bromofenol 0.05 %, xileno cianol 0.05% y bromuro de etidio 10 pg/ml). Tras la
preparacion de cada muestra, se incubaron 10 minutos a 65 2C para desnaturalizar posibles
estructuras secundarias y terciarias del RNA. Las condiciones de electroforesis fueron de 1
hora y 30 minutos a un voltaje de 60 V. Entonces se procedid a realizar la transferencia capilar
de los acidos nucleicos a una membrana de nailon cargada positivamente (Roche), mediante
el uso de SSC 10X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M, pH 7), durante un minimo de 16 horas.
Una vez realizada la transferencia, se realizd la fijacién de los RNA mediante el uso de luz
ultravioleta (Stratalinker 1800 UV, Stratagene). Una vez fijados los RNA a la membrana, se
realizé una prehibridacién/incubacién con al menos 0,2 ml por cm? de membrana de tampdn
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de hibridacion (formamida 50 %, SSC 5X, agente bloqueante de Roche 2 %, N-lauroilsarcosina
0.1 %, SDS 0.02 %), a 65 °C con rotacion. Transcurridas 2 horas se anadié la sonda de RNA
correspondiente. Estas sondas de RNA consisten en una regidon de 500 nucledtidos,
complementaria al gen de la proteina de cubierta de GVA o GVB, marcada con digoxigenina.
Las sondas se obtuvieron por transcripcion in vitro con la T7 RNA polimerasa (Roche) en
presencia de UTP marcado con digoxigenina utilizando como molde clones ya diponibles en el
laboratorio. Tras la hibridacién de entre 16 y 24 horas, se procedié a retirar de la membrana
los restos de solucién de hibridacion, mediante distintos lavados, dos de ellos con SSC 2X +
0,1 % SDS durante 5 minutos a temperatura ambiente y otros dos con SSC 0,1X + 0,1 % SDS
durante 15 minutos cada uno a 65 °C. Tras esto se realizd la deteccion inmunoldgica de la
digoxigenina. Primero se lavd la membrana de nailon con tampdn de lavado o tampdn 1 (acido
maleico 0.1 M, NaCl 0,15 M y Tween-20 0,3 % pH 7,5) para seguidamente llevar a cabo un
paso de bloqueo de uniones inespecificas con 1 ml de la solucién de bloqueo (solucion de
bloqueo comercial 1 %, Roche) y 9 ml del tampdn de lavado sin Tween-20 (tampdn 2). La
incubacién tuvo una duraciéon de 30 minutos con rotacidn. A continuacién, se procedio a
afiadir el anticuerpo contra la digoxigenina (DIG, Roche) conjugado a la fosfatasa alcalina
(dilucién 1:10000), dejando la incubacién 30 minutos mas. Finalmente, se realizaron 2 lavados
adicionales de 15 minutos con tampdn de lavado, antes de un ultimo lavado con tampén 3
(TrisHCI 100 mM, NaCl 100 mM, pH 9,5) durante 5 minutos. La deteccién de la senal de
hibridacion se realizé mediante quimioluminiscencia. Para ello se utilizé una dilucién 1:100
del reactivo CSPD (Roche) en tampdn 3. El CSPD es un sustrato de la fosfatasa alcalina, su
desfosforilacion genera un anién metaestable que se descompone. Esta reaccién emite luz
gue, en nuestro caso, fue registrada en un analizador de imagenes ImageQuant 8000
(Amersham/FujiFilm).

2.7 Cuantificacion del titulo viral y los niveles de silenciamiento génico por
RT-PCR en tiempo real

La acumulaciéon de RNA viral presente en las diferentes muestras, asi como el nivel de
silenciamiento de las desmetilasas ALKBH9B1 y 2 de N. benthamiana, se cuantificé mediante
RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR). Para ello, las muestras se sometieron a un tratamiento
previo con DNasa | para eliminar los posibles restos de DNA gendmico contaminante,
siguiendo las recomendaciones del fabricante (ThermoFisher Scientific). Después, se sintetizé
el cDNA a partir del RNA de cada muestra con el uso de la retrotranscriptasa (RT) RevertAid H
Minus M-MuLV y oligodT, en el caso de los mRNA, o un oligo especifico, en el caso de los virus,
(Tabla 2) siguiendo las instrucciones del fabricante ((ThermoFisher Scientific). La reaccion se
realizd a 42 °C durante una hora. La gPCR para la deteccién del virus se realizé utilizando
cebadores que amplifican una regién de aproximadamente 200 nt situada dentro del ORF5
(CP) de GVA y GVB y del ORF1 de GVA (Tabla 3), disefiados con el uso del software Primer3
(https://primer3.ut.ee) y el sistema Quantstudio 3 de AppliedBiosystem. Previamente se

midié la eficiencia de cada par de oligonucledtidos con diluciones seriadas y comprobando la
aparicion de un Unico amplicéon en las curvas de fusién. Para medir la expresion de las

23


https://primer3.ut.ee/

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

fibmcp

desmetilasas se utilizaron cebadores especificos situados fuera de la region VIGS. La
cuantificacion relativa de los productos de PCR se calculé mediante el método comparativo
AACt (cycle threshold) utilizando las aplicaciones disponibles en linea en Thermo Fisher
Connect™. Se eligio el gen L23 del rRNA 23S para la normalizacion de los datos debido a que
se trata de un gen enddgeno en N. benthamiana que se expresa de forma constitutiva. Las
temperaturas de anillamiento y elongacion fueron de 62 y 72 °C, respectivamente. Tras la
obtencidn de los resultados, se procedid a verificar diferencias significativas entre muestras.

Region GVB GVA
gendémica
CP (S) 5" CTTTGACCGCCCCATGTACT 3 (S) 5’ TCGTGGGAAACTGGTTGTGT 3’
(A) 5 AGACGGCACAGCTCTTGAAT 3’ (A) 5" ACCTGGTCATTTTGGTCGCT 3’
ORF1 No se utilizé (S) 5 GCGCAGAGTGTGACAAAAGG 3’
(A) 5" TCGTCCTCCTTCTTTCCCCA 3°

Tabla 3: Cebadores especificos utilizados para la cuantificacion por gRT-PCR de GVA (CP y ORF1) y de GVB (CP).

2.8 Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos fueron realizados haciendo uso del software analitico GraphPad.
Para cada bioensayo se realizé una prueba t para muestras independientes, permitiendo asi
observar diferencias siginificativas entre dos grupos no relacionados. La prueba se realizd
aplicando la correccién de Welch’s, la cual no asume que ambos grupos tengan la misma
desviacion estandar. Para el anadlisis de densitometria, se utilizd el programa de edicién de
imagen Fiji, seguido de una prueba anova, para observar diferencias entre los distintos grupos,
una vez confirmado que estos siguen una distribucién normal mediante la prueba Shapiro-
Wilk. Los graficos de barras que representan las medias y la desviacion estandar fueron
realizados con el software de hojas de célculo Excel.
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Resultados

3.1 Analisis de la capacidad infectiva de la construccion pLX(GVB-WT) en
Nicotiana benthamiana y Nicotiana occidentalis

Para facilitar la aplicacion de técnicas de biologia molecular en la obtencién de una coleccién
de mutantes del aislado GVB-935 del virus B de la vid, el cDNA de este aislado viral fue
subclonado desde la construccién proporcionada por el Dr. D. E. Goszczynski (Plant Health and
Protection, Virology Agricultural Research Council, Pretoria, South Africa) al minivector de
expresién binario pLX-B2, tal como se detalla en la secciéon de Materiales y Métodos. En esta
nueva construccién, el genoma viral quedé bajo el control del promotor constitutivo 35S en
su version duplicada (355x2) y del terminador Popit. A partir de este proceso de subclonacion,
se obtuvieron dos construcciones recombinantes, denominadas pLX(GVB-WT1) y pLX(GVB-
WT4), respectivamente. La infectividad de los dos clones de GVB obtenidos fue analizada a
través de su agroinfiltracion en plantas tanto de N. benthamiana como de N. occidentalis, de
dos semanas de edad. Diez dias después de la inoculacion, se evaluaron los sintomas
desarrollados pudiendo verse diferencias en la sintomatologia producida por ambos clones.
Mientras pLX(GVB-WT4) no generd clorosis ni otro tipo de sintomatologia en ninguna de las
dos especies vegetales ensayadas, pLX(GVB-WT1) produjo sintomas visibles en ambas (Figura
1A y 1B). Destaca la clorosis que se aprecié de forma mayoritaria alrededor de las venas de
cuarto orden o superior en N. occidentalis (paneles inferiores en Figura 1A y 1B), el
arrugamiento de la hoja en N. benthamiana (paneles superiores en Figura 1A y 1B), asi como
una reduccidn en el tamafio de las plantas.

Para comprobar de una forma mas precisa la capacidad de infeccién de ambos clones, se
realizd6 un analisis del RNA tipo Northern blot, el cual permite determinar Ia
presencia/ausencia del virus, asi como el titulo del RNA viral en cada muestra. Para ello, el
RNA total se extrajo a partir de muestras de tejido vegetal consistentes en tejido foliar no
agroinfiltrado proximo a la zona apical a 7 dpi desde su inoculacién con GVB. Se tomaron
muestras procedentes de dos plantas, en el caso de N. occidentalis, y de tres, en el caso de N.
benthamiana. Ademas, como control negativo, se extrajeron los RNA de muestras de tejido
sano de cada una de las especies. La utilizacidn de una sonda especifica para el gen de la
proteina de cubierta (CP) de GVB en el Northern blot nos permitié detectar tanto el RNA
gendmico (gRNA) como los dos subgendmicos (sgRNA1 y 2) del virus. Aunque la CP se traduce
Unicamente a partir del sgRNA2, su secuencia génica esta presente en los tres tipos de RNA
viral (Figura 1C). Como se esperaba de los resultados fenotipicos, los resultados del Northern
blot confirmaron la presencia de todos los componentes del genoma viral en todas las
muestras, de ambas especies, inoculadas con pLX(GVB-WT1), validando asi la construccion del
vector y la eficiencia de la infeccidn viral. Sin embargo, pLX(GVB-WT4) sélo pudo infectar a un
unico individuo de N. benthamiana (Figura 1C). Estos resultados sugieren que pLX(GVB-WT1)
presenta una mayor capacidad de infectar y causar enfermedad comparado con pLX(GVB-
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WT4). Por ello, se decidié continuar los siguientes experimentos con pLX(GVB-WT1), al que se
denominara a partir de ahora como pLX(GVB-WT).

GVB Clon 1 N. benthamiana GVB Clon 4 N. benthamiana GVB Clon 1 N. benthamiana

GVB Clon 1 N. occidentalis

N. occidentalis N. benthamiana

Sana WT1 WT4 Sana WT1

Figura 1: (A) Sintomatologia desarrollada en plantas de N. benthamiana (panel superior) y N. occidentalis (panel inferior) tras
la infeccién con los clones pLX(GVB-WT1) o pLX(GVB-WT4) de GVB-935 a 10 dpi. (B) Detalle de la sintomatologia de GVB en
N. benthamiana (panel superior) y N. occidentalis (panel inferior). (C) Analisis Northern blot de los RNA obtenidos de plantas
inoculadas con pLX(GVB-WT1) o pLX(GVB-WT4), indicados como WT1 y WT4 respectivamente, a partir de tejido sistémico.
Los controles negativos (sana) estan constituidos por plantas sanas sin inocular. Las muestras fueron hibridadas con una
sonda viral complementaria a la CP de GVB. En la parte inferior se muestra la tincién con bromuro de etidio del gel de agarosa
correspondiente mostrando los RNA ribosémicos como control de carga.
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3.2 Silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) de las dos isoformas de la
desmetilasa ALKBH9B presentes en N. benthamiana

En estudios recientes se ha demostrado que la desmetilasa AtALKBHI9B desempeiia un papel
fundamental en la infeccidon por el virus del mosaico de la alfalfa (AMV) en Arabidopsis
(Martinez-Pérez et al., 2017). La interaccién directa entre ALKBH9B y la proteina de cubierta
del AMV permite al virus manipular la actividad de esta enzima dirigiéndola a eliminar los
grupos metilo de la 6-metiladenosina (m6A) del RNA viral. Por tanto, ALKBH9B modularia la
abundancia de esta modificacién epigenética en el genoma viral, protegiéndolo de la
degradacion, favoreciendo la replicacién y diseminacion del virus en la planta. Sin embargo,
tanto GVA como GVB son virus que de forma natural se encuentran confinados en el floema
de la vid, una planta lefiosa perenne que puede vivir muchas décadas y que sufre un periodo
de letargo en invierno durante el cual el virus debe persistir. En estas etapas, el metabolismo
de la planta se ralentiza y la actividad enzimatica decae, lo cual no ocurre al utilizar N.
benthamiana como modelo experimental. Por esta razén, pero también para analizar la
influencia de las desmetilasas del huésped sobre la infeccion de estos virus, decidimos analizar
el efecto que las mutaciones de los dominios AlkB de las replicasas virales tienen sobre la
infeccion en dos escenarios diferentes. En uno de ellos, los distintos mutantes, obtenidos
como se describe en la seccion de Materiales y Métodos, se evaluaron en plantas de N.
benthamiana silvestres, pero en el otro, estos mismos mutantes se inocularon en plantas de
N. benthamiana en las que se silenciaron las dos isoformas de ALKBH9B, NbALKBH9B1 vy
NbALKBH9B2 (ver Materiales y Métodos).

Para abordar esta cuestién, comenzamos buscando la mejor estrategia para lograr una
reduccién maxima y simultanea en la expresion de estos dos genes. Una técnica muy utilizada
para reducir la expresién de genes especificos en N. benthamiana, aprovechando el
mecanismo de defensa antiviral mediado por los RNA interferentes (RNAi), son los ensayos de
silenciamiento inducido por virus (VIGS), en nuestro caso con el uso de TRV. Este virus, que
posee un genoma bipartito con dos RNA (RNA 1y RNA 2), ofrece la ventaja de que su RNA 2
permite la sustitucion de determinadas secuencias virales por secuencias heterélogas sin
afectar a la infeccién dentro de la planta. Por tanto, el método consiste en la clonacién de un
fragmento del gen que se desea silenciar en un vector que contiene el RNA 2 modificado (Liu
et al., 2002). A medida que el virus se propague por la planta, las células reconoceran el RNA
viral como algo extrafo y activaran el mecanismo antiviral de interferencia de RNA. Sin
embargo, debido a la similitud en secuencia, el sistema de RNAi degradara no solo el RNA del
virus, sino también el mMRNA del gen enddgeno en diferentes partes de la planta.

Para obtener una reduccién simultdnea en la expresién de las dos isoformas de ALKBH9B nos
planteamos dos opciones. En la primera, la infeccién con TRV se realizdé mezclando dos
construcciones de TRV2, portadoras de un fragmento de cada isoforma de ALKBH9B. En la
segunda, se utilizdé una sola construccidon de TRV2 que contenia los dos fragmentos clonados
en tandem. Cada aproximacion tiene sus ventajas e inconvenientes. En la primera, debido a
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que el tamafio de cada RNA 2 es menor, este presentara una mayor estabilidad y el
silenciamiento transitorio tendra un efecto mds duradero. Sin embargo, esta estrategia es mas
propensa a que los dos tipos de RNA 2 se autoexcluyan y se generen parches de tejido donde
solo la expresion de una de las dos isoformas esté silenciada. Esta situacién no ocurre con la
clonacién en tandem, aunque el mayor tamafio del RNA 2 puede generar una mayor
inestabilidad molecular haciendo que el inserto con las secuencias heterdlogas puedan
perderse total o parcialmente.

Por circunstancias experimentales, los estudios se realizaron en dos ensayos diferentes.
Primero, plantas de 2 semanas de edad fueron inoculadas con el RNA 1 del TRV y los diferentes
RNA 2 modificados conteniendo un fragmento de 300 nt del gen NbALKBH9B1
(pTRV2(ALKBH9B1)) o NbALKBH9B2 (pTRV2(ALKBH9B?2)). El control consistidé en plantas sanas
(Figura 2A, izquierda). En un segundo ensayo las plantas se inocularon con el RNA 1 del TRV y
con la construccion pTRV2(ALKBH9B1-2) portadora de los dos fragmentos clonados en
tandem, asi como con una mezcla de pTRV2(ALKBH9B1) y pTRV2(ALKBH9B2) (Figura 2B,
izquierda). El control en esta ocasion consistiéo en plantas infectadas con TRV mediante la
agroinfiltracion de pTRV1y pTRV2(@), el plasmido vacio. La recogida de muestras y extraccion
de RNA se realizd a 10 dpi a partir de tejido foliar no agroinfiltrado.

Para determinar si las diferentes construcciones de TRV 2 ensayadas estaban funcionando
adecuadamente e infectando las plantas de N. benthamiana se realizaron analisis tipo
Northern blot con una mezcla de dos sondas capaces de detectar tanto el RNA 1 como el RNA
2 modificado del virus, asi como sus respectivos sgRNA (sgRNA1 y sgRNA2). Las seiales de
hibridacion confirmaron la infeccién y la presencia de todos los RNA virales en todas las
muestras excepto en el caso del control del segundo bioensayo. En estas muestras no se
detectd ni el RNA 2 ni su correspondiente RNA subgendmico indicando que, por algin motivo,
la construccion pTRV2(@) no habia funcionado. Como el RNA 1 codifica la replicasa viral y la
proteina de movimiento, este RNA puede replicarse y moverse en ausencia del RNA 2, por eso
somos capaces de detectarlo junto con su correspondiente subgendmico (Figura 2B,
izquierda). Respecto al titulo viral, todas las muestras inoculadas con pTRV2(ALKBH9B1),
pPTRV2(ALKBH9B2) o con la mezcla de ambos mostraron una abundancia viral mas o menos
homogénea entre ellas. Sin embargo, el titulo viral en las tres muestras inoculadas con
PTRV2(ALKBH9B1-2) sufrid una variacion considerable, quizds resultado de la mayor
inestabilidad predicha con anterioridad.
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Figura 2: (A) (Panel izquierdo) Northern blot para la deteccion de TRV en muestras control sanas, inoculadas con pTRV1 y
pTRV2(ALKBH9B1), pTRV2(ALKBH9B2), o la mezcla de las dos construcciones (Mix). (Panel derecho) Analisis de la expresion
relativa de NbALKBH9B1 o NbALKBH9B2 analizada por RT-gPCR utilizando el gen L23 como control endégeno. (B) (Panel
izquierdo) Northern blot para la deteccién de TRV en muestras control inoculadas con pTRV1 y pTRV2(@), la mezcla de
pTRV2(ALKBH9B1) y pTRV2(ALKBHIB2) (Mix) o con pTRV2(ALKBH9B1-2). (Panel derecho) Analisis de la expresidn relativa de
NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 mediante RT-gPCR en las muestras pTRV2(ALKBHI9B1-2) y “Mix”. Los diagramas de barras
representan la media de la expresion relativa de los genes analizados en cada una de las muestras.

Posteriormente, se procedid a cuantificar los niveles de acumulacién de los mRNA de
NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 (Figura 2A y B, derecha). En primer lugar, se analizé el
silenciamiento producido por pTRV2(ALKBH9B1) o pTRV2(ALKBH9B2), observando que
NbALKBH9B1 estaba silenciado en un 70 %, mientras que en el caso de NbALKBH9B2 el
silenciamiento fue del 80 %. En el caso de las plantas agroinfiltradas con la mezcla de
PTRV2(ALKBH9B1) y pTRV2(ALKBH9B2), el silenciamiento fue de entorno al 60 % y 80 % para
NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2, respectivamente. Aunque las plantas infiltradas con
pTRV2(ALKBH9B1-2) mostraron una variabilidad en la infeccidn, el silenciamiento de ambas
isoformas fue del 80 %. Por ello, se decidid continuar el estudio empleando esta estrategia.
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3.3 Analisis de la expresion relativa de NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 en plantas
de N. benthamiana infectadas con TRV

En los dos bioensayos anteriores no dispusimos de un control no silenciado adecuado en el
que los RNA 1 y 2 del TRV estuvieran presentes, por lo que no estabamos seguros de si la
propia infeccion con TRV modificaba la expresién de las desmetilasas del huésped. Para validar
los resultados anteriores, se realizé un nuevo bioensayo utilizando un triplicado de plantas de
N. benthamiana inoculadas con pTRV1 y pTRV2(GFP), que contiene el gen de la proteina de
fluorescencia verde (GFP) y un triplicado de plantas sanas sin inocular. La recogida de muestra
se realizd a 10 dpi. Una vez extraidas, se realizd un analisis mediante nothern blot para
verificar la infeccién por TRV (Figura 3A). Una vez confirmado esto, se realizé6 una RT-gPCR
para comparar los valores de la expresién de NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 en ambos grupos
(Figura 3B). Como era de esperar, la infeccién de TRV portando secuencias heterdlogas, pero
no de N. benthamiana, no disminuyd la expresidn de las desmetilasas, sino que ademas esta
se duplicé. Esta situacidn puede ser consecuencia de una respuesta de defensa a la infeccion
producida por TRV, que alteraria la ruta de modificaciéon m6A. Esto permitié asumir que, si en
el apartado anterior las muestras de referencia poseen valores de expresion mayores, el
silenciamiento evaluado pudo ser incluso mayor. Ademas, este resultado nos asegura que los
grupos control, inoculados con pTRV1 y pTRV2(GFP), de los siguientes bioensayos realizados
sobre plantas infectadas con TRV presentan niveles de expresién normales o superiores de
estas desmetilasas.

Sana PTRV2(GFP)
1 2 3 4 5 6 B NbALKBHIB1 EINbALKBHIB2
RNA 1 — g’ x %
5 1
RNA 2 —| P g
sgRNA1— ) — 5 ]
SgRNA 2 — @
S os
28S 4
pTRV2(GFP) Sana
158

Figura 3: (A) Analisis Northern blot de muestras sanas e infectadas con pTRV2(GFP) de N. benthamiana. Las muestras fueron
hibridadas con una mezcla de dos sondas complementarias a un fragmento de los RNA 1 y 2 de TRV. (B) Andlisis de la
expresion relativa de NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 mediante RT-gPCR en muestras sanas e inoculadas con pTRV1 y
pTRV2(GFP) de N. benthamiana.
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3.4 Efecto sobre la infeccion de GVB en Nicotiana sp. de las mutaciones
puntuales en residuos conservados del dominio AlkB presente en la replicasa
viral

Para determinar el impacto del dominio AlIkB en la replicacién de GVB, introdujimos
mutaciones puntuales en residuos conservados de esta region de la replicasa viral. Estos
residuos fueron seleccionados por su localizacion en el posible sitio activo de la enzima y su
alta conservaciéon entre diferentes especies virales. Los virus mutantes resultantes fueron
utilizados para infectar plantas de N. occidentalis y N. benthamiana, y la infeccidn se cuantificd
mediante Northern-blot y RT-gPCR. Una vez obtenidos los mutantes de GVB a partir del molde
pLX(GVB-WT), se realizd la secuenciacion de los dominios AlkB con el fin de confirmar la
presencia de la mutacidn en el sitio diana (Figura 4). Para el mutante 1 (M1), se realizé la
sustitucion de la histidina (posicion 666) del dominio de unién a hierro (HXDD) por alanina.
Para el mutante 2 (M2), la mutacion consistié en la sustitucién de la histidina anterior (M1)
mas el primer acido aspartico (posicion 668) del dominio de unidn a hierro por alanina. El
mutante 3 (M3) se realizd por sustitucidon de las dos argininas (posiciones 728 y 734) del
dominio de unién a 2-0OG (RXXXXXR) por alaninas. El mutante 4 (M4) se realizé aplicando la
misma estrategia que en M2, pero usando de molde M3, por lo que este mutante presenta
las mutaciones M2 y M3. Por ultimo, como control, el mutante 5 (MA) se realizé sustituyendo
una glicina aleatoria (posicién 624), fuera del dominio Alkb, por alanina.

ORF1
PCY v 780 F Bver L ukrekSLSHY - - B@YMRLvHAKDY R YR VRELDWEH LV
w VPI*PIIYIAILKRLRLK'A”' LIF VARLVHANH A HRVENAFR] ELEVER"

H A BBl M

GvB CLA
GVA CLI

PVR
AFR

Dominio de unién a hierro Mutantes Dominio de unién a 2-0G
(HXDD) (RXXXXXR)

AABB M1 RYEWNAFR
GVA H A BB M3 AYENAFA
Aaall M4 AYENAFA
PN M1 RYBlP VR
& Aaall M2 RY@Be VR
H ABIDl M3 Avileva
AaAll M4 AvBleva

Figura 4: Esquema de los dominios de unién a hierro (HXDD) y a 2-oxoglutarato (RXXXXXR) en GVB y GVA, asi como de los
mutantes que presentan alterados estos dominios.

3.4.1 Andlisis de las infecciones de GVB-WT y los mutantes del domino AlkB en
N. occidentalis

A diferencia de GVA, GVB es capaz de infectar plantas de N. occidentalis, tal y como se ha
comprobado al inicio de este trabajo. Por tanto, este huésped se utilizd, junto con N.
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benthamiana, para observar el comportamiento de los mutantes de GVB respecto a GVB-WT.
Para ello, se realizaron un total de 3 bioensayos en plantas de N. occidentalis silvestres, que 7
dias después del trasplante, fueron inoculadas con GVB-WT y sus respectivos mutantes. Las
muestras recogidas consistieron en tejido foliar no agroinfiltrado préximo a la zona apical. El
RNA extraido de las muestras se analiz6 mediante Northern blot con el uso de una sonda
complementaria de la CP, permitiendo detectar la acumulacién de los RNA gendmico vy
subgendmicos del virus (Figura 5, paneles a la izquierda). De forma complementaria, se
realizaron analisis de densitometria para cada uno de los bioensayos con el fin de determinar
si existian diferencias significativas en el titulo viral entre mutantes a partir de los valores de
densidad integrada. A la luz de los resultados, excepto en el bioensayo 1, se observd una
tendencia a que los mutantes se acumularan en menor medida que GVB-WT. Sin embargo, las
diferencias no fueron significativas (p valor = 0,132; 0,075; 0,098 para B1, B2 y B3,
respectivamente) probablemente debido a la variabilidad en el titulo viral sobre todo en las

muestras de GVB-WT y GVB-MA (Figura 5, paneles a la derecha).
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Figura 5: (Panel lzquierdo) Andlisis Northern blot de las muestras procedentes de los bioensayos 1, 2 y 3 (B1, B2, B3,
respectivamente) infectadas con GVB-WT y sus respectivos mutantes. Las muestras fueron hibridadas con una sonda viral
complementaria a la CP de GVB. (Panel derecho) Anilisis de densitometria de las sefiales de hibridaciéon de las muestras
procedentes de los bioensayos 1, 2y 3 (B1, B2, B3, respectivamente) infectadas con GVB-WT y sus respectivos mutantes. Los

analisis estadisticos fueron realizados mediante pruebas one-way ANOVA con un valor de significancia p < 0,05.
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3.4.2 Andlisis de las infecciones de GVB y los mutantes del domino AlkB en N.
benthamiana

Vistos los resultados en N. occidentalis, se decidio realizar 3 bioensayos mas, pero esta vez
utilizando plantas de N. benthamiana en los que se silenciaron los genes NbALKBH9B1 y
NbALKBH9B2, como se ha explicado anteriormente. Los bioensayos constaron de grupos
control de plantas sin silenciar inoculadas con pTRV2(GFP) y de plantas silenciadas inoculadas
con pTRV2(ALKBH9B1-2). Para ello, plantas crecidas en semilleros de 2 semanas de edad
fueron trasplantadas a macetas individuales, donde 7 dias mas tarde fueron inoculadas con
pPTRV1 y las construcciones pTRV2 mencionadas anteriormente. Trascurridos 10 dias, las
plantas fueron inoculadas de nuevo con GVB-WT vy sus respectivos mutantes. Antes de la
recogida de muestra, se tomaron fotos desde el plano cenital de una planta de cada grupo de
mutantes con el fin de observar si existian diferencias a nivel fenotipico (Figura 6). Tanto en
plantas infectadas con pTRV2(GFP) como con pTRV2(ALKBH9B1-2), pudieron observarse
diferencias a nivel fenotipico. En concreto, el tamaio de las hojas de las plantas infectadas con
los mutantes GVB-M2, M3 y M4 fue mayor con respecto a las infectadas con GVB-WT, siendo
esta diferencia consistente en ambos tratamientos en el caso de las plantas infectadas con
GVB-M4. Aunque esta sintomatologia mds suave podria responder a una menor infeccién
viral, no se pudieron determinar diferencias significativas en el titulo viral, como veremos a
continuacién. La recogida de muestra se realizé a 7 dpi. Las muestras fueron analizadas
mediante Northern blot, con el uso de una sonda complementaria a la CP de GVB y mediante
anadlisis de densitometria de las sefiales de hibridacién. De forma similar a lo observado en
experimentos anteriores con el propio GVB en plantas de N. occidentalis, en ninguno de los 3
bioensayos pertenecientes a los grupos control no silenciados se observaron diferencias
significativas (p valor = 0,165; 0,205; 0,098 para B1, B2 y B3, respectivamente) en la
acumulacién del titulo viral entre GVB-WT y sus mutantes (Figura 7). Sin embargo, en las
plantas silenciadas del bioensayo 1 (B1) (Figura 8) se puede apreciar una disminucion en la

acumulacién viral en los mutantes respecto de GVB-WT.
A GVB-pTRV2(GFP)

Figura 6: (A) Fotografias realizadas a 7dpi en plano cenital de plantas de N. benthamiana infectadas con pTRV2(GFP) y con
GVB vy sus respectivos mutantes. (B) Fotografias realizadas a 7dpi en plano cenital de plantas de N. benthamiana infectadas
con pTRV2(ALKBH9B1-2) y con GVB y sus respectivos mutantes.
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Este resultado podria deberse a que los mutantes de GVB al presentar su dominio AlkB
alterado y estar infectando a plantas con ambas desmetilasas silenciadas, los mutantes no
podrian hacer uso de la actividad desmetilasa propia ni subvertir la del huésped, como lo hace
AMV, para evitar los mecanismos de defensa de la planta. No obstante, en los siguientes
bioensayos (B2 y B3), el grupo de plantas silenciadas no presentd la misma tendencia
observada en B1, sino que el titulo viral fue mas homogéneo entre mutantes sin mostrar
tampoco diferencias significativas (p valor = 0,072; 0,174; 0,084 para B1, B2 y B3,
respectivamente) con GVB-WT.
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Figura 7: Andlisis northern blot (Panel izquierdo) y de densitometria de las sefiales de hibridacion (Panel derecho) de las
muestras procedentes de 3 bioensayos (B1, B2 y B3) infectadas con pTRV2(GFP) y GVB-WT y sus mutantes correspondientes
en plantas de N. benthamiana). Las muestras fueron hibridadas con una sonda viral complementaria a la CP de GVB. Los
andlisis estadisticos fueron realizados mediante pruebas one-way ANOVA con un valor de significancia p < 0,05.

Esta variabilidad entre bioensayos podria deberse a cambios en las condiciones de luz y
temperatura en el invernadero o a la propia variacién generada por la propia planta durante
su desarrollo, pudiendo afectar también a los niveles de silenciamiento entre bioensayos.
Aunque la cuantificacidn de las intensidades de sefiales de hibridacidn es una técnica vdlida y
extendida en biologia molecular, puede estar sujeta a sesgos debido a revelados diferenciales.
Con el fin de tener una vision mas detallada del experimento, y una cuantificacién mas fiable,
se estimd mediante RT-gPCR tanto el nivel de silenciamiento de las desmetilasas como la
acumulacidn viral, con el uso de los cebadores descritos en las Tablas 2 y 3 de Materiales y
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Métodos. Para realizar esta cuantificacién las muestras procedentes de los triplicados dentro

de cada bioensayo se mezclaron.
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Figura 8: Analisis northern blot (Panel izquiedo) y de densitometria de las sefiales de hibridacién (Panel derecho) de las
muestras procedentes de 3 bioensayos (B1, B2 y B3) infectadas con pTRV2(ALKBH9B1-2) y GVB-WT y sus mutantes
correspondientes en plantas de N. benthamiana). Las muestras fueron hibridadas con una sonda viral complementaria a la

CP de GVB. Los analisis estadisticos fueron realizados mediante pruebas one-way ANOVA con un valor de significancia p <
0,05.

En primer lugar, para simplificar la visualizacidn de los bioensayos y confirmar la integridad de
las muestras de RNA tras la mezcla equimolecular de las tres replicas, se realizaron de nuevo
analisis Northern blot de estas muestras mezcladas, mostrando los grupos de plantas
silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2)) y no silenciadas (pTRV2(GFP)) de cada bioensayo (Figura
9A). Los resultados obtenidos estan en consonancia con lo visto anteriormente en los andlisis
de las muestras por separado, donde la variaciéon en la acumulacién viral no siguié una
tendencia coherente en los tres bioensayos. Por otro lado, la cuantificaciéon del titulo viral se
realizé con cebadores especificos para la CP de GVB. La localizacidn en el extremo 3’ de la
region amplificada permitié la cuantificacion conjunta tanto del RNA gendmico como de los
dos subgenémicos, al compartir estos tres RNA la regién amplificada. El uso de estos
cebadores se decidid tras compararlos con otro par situado dentro de la ORF1, solo presente
en el RNA gendmico. Como era razonable, la amplificacion de la regidon de la CP detecté una
mayor cantidad del virus, mas ajustada a la observada en los Northern blots (datos no
mostrados). Como muestra de referencia para medir el silenciamiento de NbALKBH9B1 vy
NbALKBH9B2 utilizamos las plantas control no silenciadas infectadas con GVB-WT vy las
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comparamos inicialmente con las muestras silenciadas infectadas con GVB-WT (Figura 9B).
Una vez realizada la cuantificacién, se confirmé que, en efecto, el mecanismo de
silenciamiento estaba actuando correctamente con aproximadamente un 60 % de
silenciamiento de media en el caso de NbALKBH9B1 y un 40 % en el caso de NbALKBH9B?2,
siendo estos niveles de silenciamiento menores a los esperados segun los experimentos
iniciales. Esta diferencia en el nivel de expresion de las desmetilasas no se reflejo en la
acumulacién del titulo de GVB-WT, donde no se observaron diferencias significativas (p valor
= 0,092) entre los grupos de plantas control no silenciadas y silenciadas (Figura 9B). Una vez
visto esto, se compard la acumulacién viral de los distintos mutantes con respecto a GVB-WT
en plantas silenciadas y no silenciadas, donde se esperaba ver una menor acumulacién en
plantas con ambas desmetilasas silenciadas. Sin embargo, las diferencias de acumulacidn viral
en todos los mutantes no fue significativa (p valor = 0,494; 0,609; 0,326; 0,95; 0,777 para M1,
M2, M3, M4 y MA, respectivamente) (Figura 9C). Cuando se compararon los resultados
obtenidos para los distintos mutantes con GVB-WT dentro de los bioensayos de plantas
silenciadas, se observé una variacidon considerable en los niveles de silenciamiento. Las plantas
que habian sido inoculadas con los mutantes M1 o MA apenas mostraron un nivel de
silenciamiento apreciable de las desmetilasas. Sin embargo, las plantas inoculadas con los
mutantes M2, M3 y M4 mostraron niveles de silenciamiento aproximadamente entre el 60-
85 %. A pesar de ello, como se ha mencionado con anterioridad, el titulo viral no se vio
significativamente afectado en ningun caso (Figura 9D).
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Figura 9: (A) Analisis Northern blot para los bioensayos 1, 2y 3 (B1, B2 y B3, respectivamente) de plantas infectadas con GVB
y sus respectivos mutantes y silenciadas con pTRV2(ALKBH9B1-2) y no silenciadas control con pTRV2(GFP) de N.
benthamiana. Las muestras fueron hibridadas con una sonda viral complementaria a la CP de GVB (B) Cuantificacion relativa
de los niveles de los RNA mensajeros de NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 y de GVB-WT mediante RT-gPCR de grupos de plantas
de N. benthamiana control (pTRV2(GFP)) y silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2).(C) Cuantificacidn relativa de los niveles de GVB-
WT y de los mutantes correspondientes mediante RT-qPCR de grupos de plantas de N. benthamiana control (pTRV2(GFP)) y
silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2) (D) Cuantificacidon relativa de los niveles de los RNA mensajeros de NbALKBH9B1 y
NbALKBH9B2 y de GVB-WT y sus respectivos mutantes mediante RT-qPCR. El andlisis estadistico se realizé mediante pruebas
t para muestras no dependientes aplicando la correcciéon de Welch’s y un valor de significancia p < 0,05.

3.5 Efecto sobre la infeccion de GVA en N. benthamiana de las mutaciones
puntuales en residuos conservados del dominio AlkB presente en la replicasa
viral

Tras analizar el comportamiento de GVB, se realizaron tres nuevos bioensayos siguiendo el
mismo procedimiento, pero en este caso usando GVA y sus mutantes correspondientes. Antes
de coger muestra, se volvid a analizar el fenotipo de las plantas infectadas, tanto de las
silenciadas como de las no silenciadas. A diferencia de GVB, las plantas control no silenciadas
e infectadas con los mutantes de GVA no mostraron diferencias aparentes en el tamano
respecto de las infectadas con GVA-WT (Figura 10A). Sin embargo, las plantas silenciadas e
infectadas con GVA-M3, GVA-M4 y GVA-MA si mostraron un mayor tamafio respecto de las
infectadas con GVA-WT, sintoma de una menor infeccién viral a causa de la mutacidén (Figura
10B).
GVA-pTRV2(GFP)

WT M1 M3 M4 MA

B GVA-pTRV2(ALKBH9B1-
WT M1 ‘ M3 M4 MA

Figura 10: (A) Fotografias realizadas a 7dpi en plano cenital de plantas de N. benthamiana infectadas con pTRV2(GFP) y con
GVA y sus respectivos mutantes. (B) Fotografias realizadas a 7dpi en plano cenital de plantas de N. benthamiana infectadas
con pTRV2(ALKBH9B1-2) y con GVA y sus respectivos mutantes

Posteriormente, las muestras fueron analizadas mediante Northern blot, usando una sonda
viral complementaria a la CP de GVA y mediante densitometria de las sefiales de hibridacion.
En los andlisis northern blot, las muestras WT A corresponden a controles de GVA-WT
procedentes de plantas silenciadas. En los bioensayos realizados con plantas control no
silenciadas, la acumulacién en los mutantes de GVA-M1, GVA-M3 y GVA-M4 presentaron una
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tendencia negativa consistente especialmente en dos de los tres bioensayos (B1 y B3).
Ademas, en el B2, aunque no se observa una disminucidn clara en la acumulacién de GVA-M1,
M3 y M4, si se observa una reduccidn significativa (p valor = 0,042) en el caso de GVA-M3
(Figura 11). Sin embargo, en los bioensayos realizados con plantas silenciadas, se detectd una
reduccidn significativa en el titulo viral en los mutantes GVA-M1, M3 y M4 (p valor = 0,027;
0,043; 0,032 para B1, B2 y B3, respectivamente). Dicho comportamiento se observé de forma
consistente en los tres bioensayos para GVA-M3 y M4 (Figura 12), exceptuando GVA-M3 en el

bioensayo B3, posiblemente debido al sesgo producido por una de las réplicas.
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Figura 11: Andlisis northern blot de las muestras procedentes de los 3 bioensayos (B1, B2 y B3) de GVA-WT y sus mutantes
correspondientes en plantas de N. benthamiana no silenciadas control (pTRV2(GFP)). Las muestras fueron hibridadas con

una sonda viral complementaria a la CP de GVA. Los analisis estadisticos fueron realizados mediante pruebas one-way ANOVA
con un valor de significancia p < 0,05.

De nuevo, para facilitar la visualizacién y la interpretacion de los resultados, se realizaron
analisis por Northern blot juntando las tres réplicas de cada bioensayo. Ademads, para tener
un andlisis cuantitativo mas exhaustivo se evalué por RT-gPCR los niveles de silenciamiento de
las desmetilasas, ALKBH9B1 y ALKBH9B2, asi como el titulo viral. Como en el caso de GVB,
primero comparamos cada bioensayo analizando por Northern blot, en el mismo gel, las
muestras de plantas silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2)) y sin silenciar (pTRV2(GFP)) (Figura
13A). De nuevo, en consonancia con lo visto anteriormente analizando las muestras por
separado, se observé una reduccidn en la acumulacién del titulo viral de forma consistente en
los mutantes GVA-M3 y GVA-M4. Tras esto, se analizd el efecto de silenciar las desmetilasas
del huésped en la infecciéon con GVA-WT, tomando como referencia las plantas no silenciadas
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infectadas con GVA-WT. El silenciamiento observado fue del 30 % en el caso de ALKBH9B1 y
del 50 % en el caso de ALKBH9B2.
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Figura 12: Analisis Northern blot de las muestras procedentes de los 3 bioensayos (B1, B2 y B3) de GVA-WT y sus mutantes
correspondientes en plantas de N. benthamiana silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2)). Las muestras fueron hibridadas con una
sonda viral complementaria a la CP de GVA. Los analisis estadisticos fueron realizados mediante pruebas one-way ANOVA
con un valor de significancia p < 0,05.

Los niveles de silenciamiento observados en estas muestras fueron menores a los esperados
segun los experimentos iniciales. Sin embargo, se pudieron observar diferencias significativas
en la acumulacion del GVA-WT en las plantas silenciadas (p valor = 0,026), con una reduccion
de entorno al 60 % de media respecto de las plantas sin silenciar (Figura 13B). Al comparar la
infeccion por los mutantes en ambos grupos de plantas respecto de GVA-WT (Figura 13C), se
observé una reduccion significativa (p valor = 0,015; 0,005; 0,004) en el caso de GVA-M1, M3
y M4 en plantas silenciadas frente a plantas no silenciadas. En el caso de la comparacion entre
los mutantes de GVA y GVA-WT, dentro de los bioensayos con plantas silenciadas, de nuevo
se volvid a observar un silenciamiento inferior al esperado de entorno al 30-50% de ambas
desmetilasas, siendo este silenciamiento en el caso de GVA-M3 practicamente inexistente
para ALKBH9B1. Aun asi, se observo una reduccion significativa en la acumulacion viral en los
mutantes GVA-M1, M3 y M4, respecto de GVB-WT, como se ha mencionado anteriormente,
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siendo M4 el que mayor reduccién presentd, lo cual era esperable al presentar mas
alteraciones del domino AlkB viral (Figura 13D). Sin embargo, la reduccién del titulo del
mutante MA, que no modifica los dominios AlkB virales, fue del 20 %, considerablemente
menor que en los tres mutantes anteriores. Por tanto, nuestros resultados indican que las
mutaciones en los dominios de unién a hierro y a 2-OG reducen significativamente la
capacidad de GVA para replicarse y producir progenie viral, y que este efecto negativo se ve

acentuado en un escenario donde la actividad desmetilasa de la planta se ve reducida.
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Figura 13: (A) Analisis Northern blot para los bioensayos 1, 2 y 3 (B1, B2 y B3, respectivamente) de plantas infectadas con
GVA vy sus respectivos mutantes y silenciadas con pTRV2(ALKBH9B1-2) y no silenciadas control con pTRV2(GFP) de N.
benthamiana. Las muestras fueron hibridadas con una sonda viral complementaria a la CP de GVA. (B) Cuantificacion relativa
de los niveles de los RNA mensajeros de NbALKBH9B1 y NbALKBHI9B2 y de GVA-WT mediante RT-gPCR de grupos de plantas
de N. benthamiana control (pTRV2(GFP)) y silenciadas (pTRV2(ALKBHIB1-2). (C) Cuantificacidon relativa de los niveles de GVA-
WT y de los mutantes correspondientes mediante RT-qPCR de grupos de plantas de N. benthamiana control (o TRV2(GFP)) y
silenciadas (pTRV2(ALKBH9B1-2). (D) Cuantificacidén relativa de los niveles de los RNA mensajeros de NbALKBHI9B1 y
NbALKBH9B2 y de GVA-WT y sus correspondientes mutantes. Los asteriscos marcan diferencias significativas entre muestras.
El analisis estadistico se realizd mediante pruebas t para muestras no dependientes aplicando la correccién de Welch’s y un
valor de significancia p < 0,05.
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Discusion

Son ya muchos los estudios que sefialan el papel de la modificacion del RNA como un
mecanismo de regulacion génica postranscripcional, y este campo ha sido denominado
"epitranscriptémica”. La modificacion m6A afecta a varios tipos de RNA, pero es la mas
abundante entre los RNA mensajeros eucariotas. Esta modificacion se ha visto implicada en
varios pasos del metabolismo de los RNA mensajeros incluyendo, su procesamiento, su
exportacion, su traduccidn, pero también su estabilidad. En este sentido, se ha observado que
la presencia de la modificacion m6A en los RNAm puede ocasionar tanto una degradacién
rapida de los mismos (Yujin et al, 2020) o, dependiendo de los entornos celulares apropiados
favorecer su estabilidad (ej. Huang et al., 2018).

Por otra parte, cada vez son mas las pruebas que indican que la modificacion m6A también
representa un mecanismo alternativo de defensa antiviral en mamiferos y plantas. En el caso
de las infecciones virales en plantas, la modificacién m6A parece desempefiar un papel dual.
Por un lado, la ruta m6A actia como una respuesta inmune de la planta inducida por Ila
infeccidn viral, inhibiendo la replicacién o traduccién del virus mediante la metilacién de los
RNA gendmicos virales que entrarian en una ruta de degradacién, como en el caso de los RNA
mensajeros. Por otro lado, los virus de plantas podrian eludir la ruta de modificacién m6A
como parte de una estrategia de evasidn, interactuando con proteinas relacionadas de la
propia ruta en su propio beneficio, por ejemplo, desmetilasas. Alternativamente, existen virus
gue contienen dominios conservados con una posible actividad desmetilasa dentro de sus
propias proteinas. Sin embargo, se sabe muy poco sobre la implicacién real de estos dominios
en la regulacion de las modificaciones m6A durante la infeccidn viral. Por este motivo, durante
este trabajo final de master, se ha realizado un analisis funcional de los dominios desmetilasa
AlkB (Alkylation repair homolog B) conservados en dos especies virales del género Vitivirus
como lo son GVA 'y GVB.

Los resultados obtenidos permitieron observar una diferencia entre ambos virus con respecto
a los efectos ocasionados por la alteracion de la actividad de las desmetilasas, tanto de la
planta huésped (NbALKBH9B1 y 2) como del propio virus (dominio AlkB conservado de la
replicasa viral), sugiriendo que la posible eliminacién de la modificacién m6A del RNA viral
estaria relacionada con la respuesta de defensa de la planta y con el ciclo infectivo viral, al
menos en el caso de GVA. En una hipétesis inicial, la presencia de los dominios AlkB virales
conservados en GVA y GVB permitirian la autoeliminacion de las modificaciones m6A
producidas por las metilasas del huésped en respuesta a la infeccién permitiendo su avance.
Por tanto, se esperaba observar un efecto negativo en la infeccidon de las versiones de GVA y
GVB con sus dominios AlkB alterados tras infectar plantas en las cuales las desmetilasas
endogenas no fueron silenciadas (plantas silvestres). Sin embargo, esta tendencia sélo pudo
observarse en plantas de N. benthamiana infectadas con GVA, aunque este efecto no fue lo
suficientemente grande como para demostrar una reduccién consistente en el titulo de los
mutantes, siendo ésta significativa Unicamente en un bioensayo (B2) y solo con el mutante
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GVA-M3 (Figura 11). Ademas, al comparar el fenotipo de las plantas tampoco pudieron verse
diferencias en las plantas infectadas con los mutantes respecto de GVA-WT.

Por otro lado, en el caso de GVB, esta tendencia pudo observarse en dos de los bioensayos
realizados en N. occidentalis (B2 y B3) (Figura 5) y en un Unico bioensayo (B3) en N.
benthamiana, (Figura 7) sin ser esta diferencia significativa. En el resto de los bioensayos en
N. benthamiana y en N. occidentalis no se observé esta misma tendencia, aunque al comparar
a las plantas fenotipicamente, si se pudo observar una sintomatologia mas suave en el caso
de las plantas infectadas con GVB-M2, M3y M4.

Estos resultados no coinciden con lo observado previamente con el virus de las manchas
clordticas del manzano (ACLSV, apple chlorotic leaf spot virus) en nuestro laboratorio. Este
virus, al igual que GVAy GVB, posee un dominio AlkB conservado en su replicasa. Sin embargo,
las mutaciones en los dominios de unién a hierro y 2-OG, provocaron reducciones
significativas en la acumulacién de todos los mutantes respecto de ACLSV-WT, en N.
occidentalis, destacando los efectos negativos provocados por las mutaciones equivalentes a
M3 y M4 descritas en este trabajo. Esto, aunque resulta llamativo, puede deberse a que,
aunque se trata de virus de la misma familia (Betaflexiviridae) y cabria esperar un
comportamiento similar en todos ellos, pertenecen a géneros distintos; trichovirus, en el caso
de ACLSV y vitivirus, en el caso de GVA y GVB. Ademas, presentan una organizacion gendmica
diferente. Mientras que el genoma ACLSV solo contiene tres genes que codifican la replicasa
y las proteinas de movimiento y cubierta, GVA y GVB, aparte de esos tres presentan una ORF2
(19-20 kDa) de funcién desconocida y una ORF5 (10-14 kDa), que codifica una proteina rica
en cisteinas que, como se vera posteriormente en mas detalle, ha sido descrita como un
supresor del silenciamiento génico postranscripcional (Davino et al, 2020). En cambio,
ninguna de las proteinas de ACLSV pudo suprimir el silenciamiento a nivel local, aunque la MP
fue capaz de bloquear la sefal sistémica inducida tanto por RNA monocatenario como
bicatenario (Yaegashi et al., 2007). Esto indicaria que sus estrategias para evadir la maquinaria
de defensa del huésped podrian ser distintas también y ser la razén por la cual los tres virus
presentan una gama de hospedadores experimentales distinta, N. benthamiana en el caso de
GVA, N. occidentalis en el caso de ACLSV y ambas especies de Nicotiana en el caso de GVB.

Tras los resultados anteriores, nos planteamos dos alternativas. En la primera los dominios
conservados AlkB de GVA y GVB podrian no ser funcionales. En este escenario, la estrategia
principal de contraataque de estos virus frente a la respuesta defensiva del huésped estaria
dirigida principalmente a suprimir el silenciamiento génico postranscripcional inducido por la
planta a través de los supresores virales (ORF5). En una segunda hipétesis, la utilizacion de
huéspedes experimentales herbaceos podria estar sesgando los resultados. Tanto GVA como
GVB son virus que de forma natural se encuentran confinados en el floema de la vid, una
planta lefiosa perenne que puede vivir muchas décadas y que sufre un periodo de letargo en
invierno durante el cual el virus debe persistir. En estas etapas, el metabolismo de la planta se
ralentiza y la actividad enzimatica decae. El acceso a la actividad desmetilasa de la planta por
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parte del virus puede verse restringida en estos tejidos y periodos. Esta situacién es muy
diferente a la que puede darse en Nicotiana sp., ya que GVA y GVB podrian ser sustrato tanto
de las metilasas del huésped como de las desmetilasas.

Partiendo de estas dos hipétesis decidimos analizar también la influencia de las desmetilasas
del huésped sobre la infeccion de GVA y GVB. Para ello decidimos repetir los experimentos
anteriores para observar el efecto que las mutaciones de los dominios AlkB de las replicasas
de GVA y GVB tienen sobre la infeccidn, pero esta vez en plantas de N. benthamiana donde
los genes que expresan las dos isoformas homodlogas de la desmetilasa ALKBHI9B de
Arabidopsis estuvieran silenciados. Los genes NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2 se silenciaron de
forma parcial con el empleo de la técnica de silenciamiento inducido por virus (VIGS) y con
TRV, en N. benthamiana. Tras el silenciamiento, los resultados obtenidos con GVA fueron
llamativos, ya que por Northern blot se observé una reduccidn significativa en el caso del GVA-
M4 en todos los bioensayos, ademas de observar también reducciones significativas en GVA-
M3 en 2 bioensayos (B1y B2) y GVA-M1 en un bioensayo (B1) (Figura 12). Ademas, también
se observd una sintomatologia mas suave en el caso de las plantas infectadas con GVA-M3 y
M4 (Figura 10).

La cuantificacién mediante gRT-PCR (Figura 13), confirmé los resultados anteriores
observandose una reduccidn significativa en el titulo viral de los tres mutantes que presentan
los dominios AlkB alterados respecto a GVA-WT (entre un 70-85 %). En cambio, GVA-MA,
aunque también mostrdé una reduccion del titulo viral solo fue de un 20 %, presentando un
comportamiento mas similar a GVA-WT que al resto de mutantes. Esto daria evidencias de
gue GVA es capaz de hacer uso de las desmetilasas del huésped para retirar la modificacion
mM6A de su propio genoma vy evitar ser diana de la maquinaria inmune del huésped, ya que al
retirar estas desmetilasas del proceso de infeccién y ademds mutar los dominios AlkB del
virus, la infeccion disminuye. Aunque esta desmetilacién podria ser circunstancial, no
podemos descartar que algunas de las proteinas de GVA sean capaces de secuestrar las
desmetilasas del huésped para poder retirar la modificacion m6A de su genoma, al igual que
lo hace AMV (Martinez-Pérez et al., 2017).

Ademas, estos resultados darian una mayor relevancia funcional al dominio de unién a 2-0OG
sobre el dominio de unidn a hierro, ya que la reducciéon del titulo viral fue mayor en aquellos
mutantes que afectaban al dominio de union a 2-OG. Por otra parte, los niveles de
silenciamiento obtenidos no fueron los esperados, siendo en algunos casos bastante
inferiores a los obtenidos en las pruebas iniciales. A pesar de esto, se pudieron ver reducciones
significativas en la acumulacion del virus, por lo que entendemos que, si se hubieran obtenido
niveles mayores de silenciamiento, los efectos en la infeccién hubieran sido mds evidentes.

En el caso de GVB se observd una tendencia a que los mutantes se acumulasen en menor
medida que GVB-WT en dos de tres bioensayos (B1 y B3) con plantas silenciadas (Figura 8),
sin embargo y a diferencia de lo que pudo observarse con GVA, estas reducciones no
resultaron significativas. Ademas, la sintomatologia fue mas suave Unicamente en las plantas
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infectadas con GVB-M4. Esto no descarta la posibilidad de que al igual que con AMV, de nuevo
GVB sea capaz de secuestrar las desmetilasas del huésped y evitar su maquinaria inmune. Esto
podria ocurrir ya que al igual que con los experimentos con GVA, el nivel de silenciamiento
obtenido fue menor al esperado en las pruebas iniciales, por lo que realmente la infeccién por
GVB no se estuvo desarrollando en un fondo totalmente libre de desmetilasas.

Una solucién para este problema podria ser la obtencién de lineas mutantes nulas de N.
benthamiana para los genes NbALKBH9B1 y NbALKBH9B2, asegurando asi la ausencia total de
desmetilasas. Esta solucién no se ha abordado inicialmente debido a que se trata de un
proceso largo alejado del calendario de este trabajo, aunque no se descarta realizarlo en un
futuro. De igual forma, no se realizaran los bioensayos de GVB en N. occidentalis silenciadas,
debido a que las desmetilasas de este huésped no estan secuenciadas y ademas
desconocemos la capacidad de TRV para infectar a esta planta y actuar como vector de
silenciamiento puesto que sélo hay un ejemplo en la bibliografia en el que se describe la
infecciéon de TRV en N. occidentalis (Crosslin & Thomas, 1995). Por ello, silenciar las
desmetilasas de este huésped también seria un proceso largo, ya que habria que conocer la
secuencia de éstas y comprobar que TRV es infectivo en esta especie.

Llama la atencion las diferencias observadas entre GVB y GVA, aun siendo ambos virus del
género Vitivirus y especies muy cercanas filogenéticamente, que por tanto se esperaria que
actuasen de igual forma ante un mismo tratamiento, como es el silenciamiento de las
desmetilasas del huésped. Sin embargo, como hemos podido comprobar, no presentan el
mismo comportamiento. Como se ha comentado anteriormente, esta situaciéon puede
deberse a diferencias en el genoma de ambos que, aunque presentan la misma organizacion
gendmica con cinco ORF, pueden existir a nivel de cada proteina provocando un resultado
distinto. Ademas, el hecho de que GVB es capaz de infectar N. occidentalis y N. benthamiana
mientras que GVA solo infecta N. benthamiana evidencia alguna diferencia funcional en
alguna proteina de ambos virus.

Esta diferencia podria radicar en las diferentes proteinas que ambos virus codifican en su
ORFS5. Estas proteinas son la p10 de GVA y la p15 de GVB. Se ha visto que ambas proteinas
estan relacionadas con la supresién del silenciamiento del huésped, a través de la unidn e
inactivacién de siRNA en el caso de la p10 de GVA (Zhou et al., 2006), y a través de una seial
de localizacién nucleolar en el caso de la p15 de GVB (NoLS) (Davino et al., 2020). Aunque no
se ha descrito con detalle los mecanismos de accién de ambas proteinas, estos podrian ser
diferentes. Como se ha comentado anteriormente, estas proteinas suponen una estrategia
adicional a la desmetilacién para evitar la maquinaria defensiva del huésped durante el ciclo
infectivo del virus, lo cual, segiin una de nuestras hipdtesis, explicaria por qué no se observa
una reduccion mayor en la acumulacion de los mutantes infectando plantas con las
desmetilasas silenciadas. Ademas, también daria explicacion a por qué GVB es mas resistente
a la metilacion del huésped, ya que la p15 actua a nivel de nucleolo mientras que la p10 de
GVA depende de la probabilidad de encontrar siRNA para unirse a ellos e inactivarlos, lo que
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supondria una mayor efectividad de la p15 durante el ciclo viral. Esto también podria explicar
la diferente gama de huéspedes que presentan GVA y GVB, asumiendo que el silenciamiento
producido por N. occidentalis es mayor que el de N. benthamiana.

En vista de los resultados obtenidos con GVA y GVB y de lo observado previamente con otros
virus como AMV y ACLSV, se puede determinar que las desmetilasas desempefian un papel
en el mecanismo de defensa de la planta y que el propio virus puede hacer uso de ellas para
mejorar su infeccion. Sin embargo, no es el Unico mecanismo empleado por el virus para poder
evadir la respuesta inmune de la planta, ya que tanto GVA como GVB presentan proteinas
supresoras del silenciamiento. Por ello, con el fin de confirmar todas las hipdtesis que se
plantean tras este estudio, se podrian realizar experimentos donde estos virus presentasen
estos supresores del silenciamiento mutados, esperando obtener niveles de acumulacién
menores. Esto se podria complementar, como se ha comentado anteriormente, aplicando un
fondo en el que las desmetilasas del huésped se encuentren silenciadas de forma total y no
parcial como se encuentran en este trabajo, quedando aun por conocer los factores que
provocan las diferencias durante la infeccidn en virus con presencia de dominios AlkB en su
genoma.
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Conclusiones

La modificacién m6A desempena un papel clave en el metabolismo del RNA, pero también en
la respuesta de las plantas contra las infecciones de virus con genomas de RNA. Su efecto es
dual, favoreciendo la estabilidad o la degradacién del RNA en funcién del contexto celular. Por
ello, algunos virus pueden desarrollar estrategias para eludir esta modificacién, como el uso
de las desmetilasas propias del huésped. Sin embargo, otros virus presentan dominios
desmetilasa (AlkB) en sus replicasas cuya funcién in planta no ha sido caracterizada.

En este trabajo final de mdster se ha estudiado la posible implicacidon funcional de los
dominios AlkB conservados en las replicasas de los vitivirus GVA y GVB durante el ciclo de
infeccion viral, asi como el papel desempefado por las desmetilasas ALKBHIB del huésped.
Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1. GVA y GVB, a pesar de ser virus filogenéticamente cercanos, pertenecer al mismo género
Vitivirus y presentar dominios desmetilasa (AlkB) similares en sus proteinas replicasas,
muestran un comportamiento diferencial en su respuesta a la eliminacién de los sitios de
unién a 2-0G y Fe. Mientras que la acumulacién de GVB no se ve afectada, GVA presenta una
clara tendencia negativa poniendo de manifiesto la funcionalidad del dominio AlkB en GVA.
Estos resultados sugieren que estas especies podrian emplear mecanismos distintos para
infectar a sus hospedadores y presentar diferencias funcionales en sus mecanismos de
evasion, que podria atribuirse, por ejemplo, a una mayor relevancia de los mecanismos de
supresion del silenciamiento de RNA frente a la metilacién en GVB.

2. La funcionalidad del dominio AlkB en GVB no se puede descartar aun, considerando que la
utilizacion de plantas herbaceas como modelo experimental podria no reflejar
completamente el comportamiento de estos virus en vid, su hospedador natural. Una planta
lefiosa y perenne con periodos de letargo invernales en los cuales los mecanismos de
metilacién podrian prevalecer sobre los sistemas de silenciamiento génico como estrategia
antiviral en la planta.

3. El efecto negativo de la eliminacidn de los sitios de unién a 2-OG y Fe en la acumulacién de
GVA se incrementa cuando la expresion de las desmetilasas del huésped (NbALKBH9B1 vy
NbALKBH9B2) se reduce mediante mecanismos de silenciamiento génico mediado por TRV,
indicando que el genoma de GVA puede ser también sustrato de las desmetilasas enddgenas.
Por tanto, no podemos descartar la existencia de un mecanismo similar al de AMV en GVA
para la desmetilacidon del genoma, coexistiendo con la posible actividad desmetilasa de la
replicasa viral.
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