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RESUMEN:

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

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



En la primera parte de esta tesis se caracterizé la localizacién subcelular de la TGB1 de
PepMV, determinando que se trata de una proteina soluble con una distribucién nucleo-
citoplasmica en células sanas, con exclusion del nucleolo, que durante la infeccién se
acumula de forma preferente en plasmodesmos y organulos de replicacién viral (VROs).
Aunque en el VRO se concentran gran parte de las funciones asociadas la infeccidn, la
presencia consistente de TGB1 en el nucleo sugiere un papel funcional adicional en este
compartimento subcelular.

Para abordar esta cuestion, en la segunda parte de esta tesis doctoral, se caracterizaron
factores nucleares del huésped interactores de la TGB1 de PepMV identificados a través
de un escrutinio de doble hibrido en levadura. El andlisis in silico de las secuencias
obtenidas permitié identificar las proteinas SIALOG1 y SIbZIP42, pertenecientes a las
familias de factores de transcripcion ALOG y bZIP, respectivamente. Mientras que la
familia bZIP participa en una amplia variedad de procesos bioldgicos, incluyendo
respuesta a estrés tanto abidtico como bidtico, la familia ALOG Unicamente ha sido
descrita como reguladores homedticos del desarrollo.

Tanto SIALOG1 como SIbZIP42 mostraron localizacidn nuclear en células sanas, donde
colocalizaron con la TGB1 de PepMV, y se acumularon de forma preferente en los VROs
durante la infeccién. El analisis comparativo con otros miembros de ambas familias
mostré un comportamiento diferencial. Unicamente SIALOG1, dentro de la familia
ALOG, fue capaz de acumularse en los VROs, mientras que varios miembros del clado |
de la familia bZIP, incluyendo SIbZIP42, pero no SIbZIP11, presentaron esta capacidad,
lo que sugiere funciones especificas y no redundantes durante la infecciéon por PepMV.
Los ensayos de susceptibilidad a PepMV mostraron una acumulacién viral
significativamente menor en plantas slalogl y slbzip42 respecto a plantas de genotipo
silvestre. Ademas, los andlisis transcriptdmicos en mutantes slalogl y slbzip42
mostraron un papel para ambas proteinas como reguladores maestros de la
transcripcién, implicados principalmente en procesos redox y de regulacién hormonal.

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



replicacidon/transcripcién, mientras que los miembros del clado | de la familia bZIP
estarian formando el andamiaje primario de estos organulos virales.
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