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RESUMEN

La fibrilarina es una proteina esencial, conservada en secuencia y funcion durante la evolucion.
Con su actividad de metiltransferasa es responsable de metilar mas de 100 sitios diferentes sobre
el rRNA de humanos y plantas, para su correcto funcionamiento. Igual, en fibrilarina de humanos
y plantas, recientemente, se ha encontrado poseer actividad de ribonucleasa contra rRNA. La
region catalitica reside en el dominio GAR, un dominio flexible que, al ser desordenado, le
confiere la capacidad de poseer multiples ligandos, entre ellos proteinas virales. Esta asociacion
no es exclusiva, pues virus de mamiferos y plantas de diferentes familias, dependen de fibrilarina.
El papel que tiene tampoco es Unico, en virus de plantas se ha reportado asociada en la
formacion de estructuras similares a particulas virales mediante la interaccion con RNA viral, en
el movimiento sistémico y célula a célula, y en la supresiéon del silenciamiento de RNA. Sin
embargo, el efecto que conlleva esta asociacién sobre sus actividades cataliticas no ha sido
estudiada. Esta tesis se enfoc6 en determinar el efecto que tiene la primera proteina de
movimiento del triple bloque de genes (TGB1) del virus del mosaico estriado de la cebada
(BSMV) y el RNA viral de Papaya meleira virus México (PMeV-Mx) sobre la actividad de
ribonucleasa de fibrilarina. Se determin6 que el dominio N-terminal desordenado de TGB1, es la
region de interaccion y que la fibrilarina de humanos también puede interactuar con proteinas
virales de plantas. La actividad de ribonucleasa de fibrilarina parece ser modulada por TGB1 y al
parecer es selectiva, pues no degrada el RNA viral, no obstante, la presencia de este RNA inhibe
la degradacion del rRNA. Este es el primer trabajo en explorar el efecto de la degradacion de RNA

por fibrilarina en el contexto viral.



ABSTRACT

Fibrillarin is an essential protein, conserved in sequence and function throughout evolution.
Through its methyltransferase activity is responsible for more than 100 different methylation sites
in human and plant rRNAs required for its proper functioning. Recently, both human and plant
fibrillarins showed a ribonuclease activity. The catalytic region resides in the GAR domain, a
flexible and disordered region, which confers its ability to possess multiple ligands, among them,
viral proteins. This asociation is not exclusive, since different families from mammal and plant
viruses, depends on fibrillarin. It has been associated in the formation of similar structures of viral
particles by interacting with viral RNA, cell-to-cell and systemic movement, and in the suppression
of RNA silencing of plant viruses. However, the effect of such association over its catalytic
activities has not been established. The present thesis' focus was to assess the effect of both, the
first movement protein of the triple gene block (TGB1) of Barley stripe mosaic virus (BSMV) and
the viral RNA of Papaya meleira virus-Mexican variant (PMeV-Mx), over fibrillarin's ribonuclease
activity. The binding region of TGB1 was mapped to its disordered N-terminal domain, and human
fibrillarin can interact with a plant viral protein. Fibrillarin's ribonuclease activity seems to be
modulated by TGB1, and to be selective, since it can’t degrade viral RNA, and this type of RNA
inhibited the rRNA degradation. This is the first work to explore the effect of fibrillarin RNA

degradation in the viral context.
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El nucléolo es el componente mas grande del nicleo. Se puede dividir como una region dinamica
o estable dependiendo de la naturaleza y cantidad de moléculas de las cuales esta compuesto.
La principal funcién de esta estructura es la biogénesis ribosomal. Proceso comprendido por la
transcripcién de rDNA, procesamiento de rRNA y ensamblaje de proteinas ribosomales (Kressler
et al., 1999). Ademas de la biogénesis, diversas funciones se le han atribuido al nucléolo, como
el silenciamiento génico, la progresién del ciclo celular y biogénesis de RNA nuclear pequefios y
proliferacion de tRNA y otras formas de respuesta a estrés (Andersen et al., 2005; Hinsby et al.,
2006; Boisvert et al., 2007; Shaw y Brown, 2012). El nucléolo consiste en tres componentes:
centros fibrilares (FCs), componente fibrilar denso (DFC) y el componente granular. Entre las
proteinas nucleolares (NOP), la fibrilarina (FBL) es una proteina nucleolar y ha sido conservada

en secuencia y funcion durante la evolucion (Ochs et al., 1985).

La FBL es una metiltransferasa la cual cataliza la transferencia del grupo metilo de la S-
adenosilmetionina (SAM) al grupo 2’-hidroxilo de la ribosa blanco. Es una proteina con peso
molecular de entre 34 - 38 kDA, dependiendo del organismo del cual sea aislada y fue
originalmente identificada en el nucléolo de Physarum polycephalum (Christensen et al., 1977).
Sus estructuras primaria y secundaria son altamente conservadas y su principal caracteristica es

un sitio rico en residuos de arginina y glicina y un motivo especifico para la union de RNA.

En células eucaritticas, la FBL se localiza principalmente en el nucléolo y debido a que en
procariotas no hay ndcleo es poco probable que todas sus funciones estén conservadas. Por
ejemplo; la FBL de arquea muestra una unién débil a RNA (Omer et al., 2002) , mientras que la
FBL de organismos eucariéticos muestran una union a RNA bien definida y en algunos casos,
mas de dos sitios de union se han descrito (Rakitina et al., 2011). Ademas, el reemplazo de la
FBL de levadura por la FBL de Homo sapiens (HsFib), Xenopus o de Arabidopsis thaliana cambia

el crecimiento y la morfologia nuclear.

La FBL se ha mostrado involucrada en diferentes procesos post-traduccionales tales como la
escision de rRNA, metilacion de rRNA y ensamblaje ribosomal (Tollervey et al., 1993). Ademas,
la dindmica de la FBL con los cuerpos cajales (CB) puede ser una explicacién del porqué esta
proteina es objetivo de diversos virus con fase nuclear. Las dos fases del ciclo replicativo de

umbravirus sugiere el involucramiento de la FBL, la cual es redistribuida al citoplasma y participa
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en la formacién de ribonucleoproteinas virales capaces de desplazarse a través del floema de la
planta resultando en una infeccion completa de la planta (Kim et al., 2007; Sang et al., 2007a).
Por lo tanto, la interaccién entre antigenos nucleares virales con la FBL en el nucléolo es clave

para la expansion sistematica de este tipo de virus de plantas (Hiscox, 2002; Zheng et al., 2014).

Los virus son parasitos obligatorios los cuales necesitan de la maquinaria celular de su
hospedador para su propia replicacion. Para esto los virus, han desarrollado diversas estrategias
con el fin de utilizar elementos de los procesos celulares del hospedador. EI genoma viral esta
compuesto por DNA o RNA que codifican los componentes virales necesarios para infectar de
manera latente o litica. Generalmente, los virus de DNA replican en el nicleo mientras que los
virus de RNA lo hacen en el citoplasma. Existen diversas estrategias de replicacion, sin embargo,
una caracteristica en comun que tienen la mayoria de los virus es interaccionar con el nucléolo
(Greco, 2009; Hiscox, 2002). La interaccion de virus con esta regién nuclear ha sido un tema de
estudio desde inicios de los 90°s. Encontrando que células infectadas con diversos tipos de virus
el nucléolo se ve afectado en estructura y composicion. Ademas, un gran numero de
componentes virales trafican a y desde el nucléolo, asi como proteinas nucleolares que son
localizados fuera del nucléolo, mientras que proteinas no-nucleolares entran al nucléolo a realizar
otra funcion (Greco, 2009; Hiscox et al., 2010). Por ejemplo, son pocos los estudios que se
enfocan en la relacién que tiene la infeccién viral con la biosintesis ribosomal, de tal manera que
proteinas virales interaccionan con rRNA, inhibiendo o estimulando su transcripcién o bien,
modulando su maduracién. Sin embargo, se cuenta con mas estudios donde la infeccién viral
interfiere con otros procesos fundamentales como en la regulacion del ciclo celular, apoptosis y
traduccién. La participacion viral en estos procesos celulares tiene como objetivo promover la
infeccion mediante la replicacion del DNA viral, su ensamblaje y el control del trafico intracelular
(Yoo et al., 2003; Ponti et al., 2008; Sadagopan et al., 2009; Belin et al., 2010).

En este trabajo doctoral se presenta informacion relevante de la estructura y funciones de la FBL,
como sus actividades enziméticas de metiltransferasa y de ribonucleasa. También se incluye una
breve introduccién de su localizacién nucleolar y su participacion en la biogénesis ribosomal y la
metilacion de la histona H2A. Todo esto como contexto a considerar en los diferentes tipos de

estrés a los que estd sometida como en cancer y virus.

El enfoque de este trabajo recae en las implicaciones que tiene la interaccion de proteinas virales

con la FBL, particularmente sobre su actividad de ribonucleasa. Por tanto, se describe la
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informacion acerca de la actividad de ribonucleasa de la FBL 1y 2 de H. sapiens y A. thaliana,
respectivamente. De igual manera, se detalla la asociacién que tienen las proteinas virales de
plantas con la FBL, destacando que su dominio rico en glicinas y argininas (GAR), en el cual
reside la actividad de ribonucleasa, es ademas el sitio de interaccion. El complejo proteina viral-
FBL, también incluye RNA viral, formando complejos ribunucleoproteicos virales. Por altimo, se
describe la presencia de regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) en las proteinas virales

y las caracteristicas que le proporcionan dichas regiones desordenadas.

Aprovechando la informacién generada en nuestro laboratorio sobre la actividad de ribonucleasa
de la FBL, se establecié como objetivo general la presente tesis que radica en el efecto de dicha
actividad enzimética durante la interaccion de la FBL con los componentes virales, como
proteinas y RNA virales. En este trabajo se estudi6 la informacién concerniente a la interaccion
entre la FBL y virus de animales y plantas, del cual se realizé dos articulos de revisiéon. Entre las
proteinas virales de plantas, se escogi6 a la primera proteina de movimiento del triple bloque de
genes (TGB1) del virus del mosaico estriado de la cebada (BSMV), la cual esta reportada de
interaccionar con la FBL. Se mape0 el sitio de interaccion con la FBL en el dominio N-terminal
de TGB1 de BSMV. Ademas, se observo que TGB1 de BSMV afecta la actividad de ribonucleasa
de la FBL. De igual forma, el RNA viral de Papaya meleira virus México (PMeV-Mx) no es
degradado por la FBL, sin embargo, si inhibe la degradacion del rRNA. Por tanto, la informacién
generada en este trabajo sugiere que los virus que interaccionan con la FBL, ademas de re-

localizarla y utilizarla para diferentes propositos, afectan su actividad de ribonucleasa.
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ANTECEDENTES

1. Generalidades de la FBL

El nucléolo es la estructura mas grande del nacleo. El procesamiento del pre-rRNA vy la
biogénesis ribosomal son procesos localizados en el nucléolo. Ademas, el nucléolo esta
involucrado en la progresion del ciclo celular, la senescencia, el silenciamiento geénico, la
biosintesis de la particula de deteccién de sefial y la sintesis de snRNA y satRNA (Lafontaine et
al., 2020)

El nucléolo esta organizado de la siguiente manera: (1) el centro fibrilar (FC), donde sucede la
transcripcién del rDNA; (2) el componente fibrilar denso (DFC), el cual rodea parcialmente el FC;
(3) el componente granular (GC), estructura situada en la periferia del nucléolo y donde sucede

la maduracién de las sub-unidades ribosomales (Figura 1).
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Figura 1 Representacion esquematica de la estructura del nucléolo. La figura ilustra la arquitectura del
nucléolo el cual comprende el centro fibrilar (FC), el componente fibrilar denso (DFC) y el componente
granular (CG). La transcripcién del rRNA ocurre en el FC y en la interface entre el FC y DFC. En el DFC
ocurren multiples pasos de procesamiento y maduracion del pre-rRNA. El ensamblaje de la subunidad pre-

ribosomal ocurre en el GC. N: nucleo; Cit: citoplasma.

Respecto al nucleo, otras estructuras como los CB, los cuerpos promeoliticos de leucemia (PML)
y manchas nucleares han sido identificadas. Los CB tienen una interaccion especifica con el
nucléolo y han sido conservados en humanos y plantas (Ding y Lozano-Duran, 2020) . Fueron
descubiertos en 1903 por Ramén y Cajal y descritos como estructuras de 0.2 a 1.5 um que
contienen a la proteina coilina p80. Una baja expresion de p80 genera la perdida de los CB, la
inactividad de la RNA polimerasa | y en la descomposicion de la estructura del nucléolo
(Bowmann et al., 1995). La maduracion y reciclaje de las ribonucleoproteinas pequefias
nucleolares (snoRNPs), en el ensamblaje, procesamiento y transporte al nucléolo de las

snoRNPs y el procesamiento de los mMRNA de las histonas.
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Dentro de las funciones del nucléolo; la biogénesis ribosomal requiere del ensamblaje de los
rRNA 28S, 18s, 5.8S con el 5S y las proteinas ribosomales (Lafontaine et al., 2020). Los genes
que codifican a las proteinas ribosomales son transcritos por la RNA polimerasa Il, ademas, la
mayoria de los RNA pequefios nucleolares (snoRNA) se encuentran codificados en los intrones
de las proteinas ribosomales, durante el corte de los intrones. La interaccion entre los rRNA con
las proteinas ribosomales, dan lugar a precursores de ribonucleoproteinas (RNP), que
promueven la maduracion de las subunidades 40S y 60S que son exportados al citoplasmaa
través de los poros nucleares (Fatica y Tollervey, 2002). La exportacién del ribosoma esta
mediada por factores incluidos en las proteinas ribosomales, como nucleasas, RNA helicasas,

GTPasas, entre otros.

Dentro del nucléolo existe una gran variedad de proteinas. Un estudio bio-informéatico ha
demostrado que en las secuencias de proteinas del nucléolo hay un mayor porcentaje de
aminodcidos cargados como glutamato, aspartato, lisina qué en otros componentes de la célula
(Leung et al., 2003). La FBL es la proteina mas abundante en el DFC del nucléolo, region donde

se procesa el pre-rRNA (Ochs et al., 1985).

La FBL es una metiltransferasa la cual cataliza la transferencia del grupo metilo de la S-
adenosilmetionina (SAM) al grupo 2"-hidroxilo de la ribosa blanco (Ye et al., 2009) (Figura 2).
Fue identificada en el nucléolo de Physarum polycephalum (Christensen et al., 1977). Es una
proteina con peso molecular de 34-38 kDa, dependiendo del organismo y se encuentra asociada
con los snoRNA U3, U8 y Ul4. Su secuencia de aminoacidos y estructura secundaria se
encuentra altamente conservada y cuenta con un dominio rico en arginina y glicina y un motivo
de unién a RNA. La FBL junto con los snoRNPs realizan modificaciones postraduccionales para
la maduracién del rRNA (Rodriguez-Corona et al., 2015; Shubina et al., 2016).
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Figura 2 Metilacion del rRNA mediante la FBL. La FBL cataliza la transferencia del grupo metilo de

la S- adenosilmetionina (SAM) al grupo 2" -hidroxilo de la ribosa blanco.

Recientemente, se identificé que el dominio N-terminal de la FBL 2 de A. thaliana (AtFib2) tiene
funcién de ribonucleasa, a diferencia de la FBL 1 (AtFibl). Ademas, de que ambas FBLs tienen
diferente habilidad para interaccionar con fosfoinositidos y acido fosfatidico (PA). Sin embargo,
el sitio de union a fosfolipidos y la funcién de ribonucleasa se encuentran en el sitio GAR

(Rodriguez-Corona et al., 2017).

1.1 Estructura de la FBL

La secuencia de la FBL de eucariotas puede ser clasificada en dos dominios: el dominio N-
terminal y el dominio metiltransferasa (Figura 3, imagen de Rodriguez-Corona et al., 2015). El
dominio N-terminal de A. thaliana esta dividido en dos regiones: (1) el dominio GAR con alrededor
de 77 amino&cidos y (2) una regién espaciadora con 61 aminoacidos. El dominio GAR es
responsable de la interaccion con diferentes proteinas virales y celulares, ademas de una sefial
de retencion nucleolar (Snaar et al., 2000). La FBL ha sido mostrada como sustrato para la
metilacion de arginina por la proteina arginina N-metiltransferasa 1 (PRMT1) (Ochs et al., 1985).
El dominio metiltransferasa esta dividido en dos regiones: (1) la regiébn R o central con 87
aminoacidos y (2) una region rica en estructuras a-hélices con 95 aminoacidos. En la regién R,
hay un motivo especifico de union a RNA GCVYAVCF para proteinas que se unen a RNA (Aris

y Blobel, 1991). Mediante la utilizacion de dos mutantes de AtFib2, dos regiones adicionales de
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union a RNA se determinaron. Una dentro de la regién R entre el aminoacido 138y 179, y la otra
en la region rica de a-hélices entre los aminoacidos 225 y 281. Ambos sitios de union a RNA
trabajan independientemente, ademas de interactuar con varios RNAs. El dominio C-terminal es
caracterizado por 7 hojas-g y 7 a-hélices y tres aminoacidos conservados que rodean la region

de union-AdoMet (Rodriguez-Corona et al., 2015).

Dominio N-terminal Dominio Metiltransferasa
GAR BCO Dominio de unién a RNA a-helix Fibrilarina
Funcidn Sitio de localizacién Nucleolar Guia de unién a RNA  Metilacién Interaccién con Nop56/58 de Eucariotas

1 58 136 231 310-320

Figura 3 Representacién de la estructura primaria de la FBL de eucariotas. La secuencia de la FBL esta
dividida en cuatro regiones: El dominio GAR es una secuencia rica en glicinas y argininas con actividad de
ribonucleasa. BCO: secuencia con actividad indefinida. EI dominio metiltransferasa contiene la actividad
enzimatica, asi como la secuencia conservada de unién a RNA. Esta secuencia puede ser dividida en el
dominio de uniéon a RNA y la regién de a-hélices que interactua con Nop56/58. La posicion promedio de

aminoacidos de cada dominio esté indicado debajo de la barra.

1.2 Funciones de la FBL

La FBL esta involucrada en procesos como el procesamiento del pre-rRNA, la metilacion del pre-
rRNA y el ensamblaje de los ribosomas (Rodriguez-Corona et al., 2015). La principal metilacion
de la FBL es la 2"-O-ribosa blanco del rRNA y de los RNA pequefios nucleares (snRNA), aunque
debido a que la FBL tiene una baja afinidad por el RNA se sugiere que ésta forma complejos con
otras proteinas formando asi un snRNA especifico para llevar a cabo la metilacion (Dunbar et al.,
2000; Reichow et al., 2007; Lechertier et al., 2009). De esta forma dicho complejo es dirigido por
un snoRNA guia que tiene la secuencia de la caja H/ACA, la cual determina la especificidad por

el RNA a modificar.

El complejo de unién de la FBL a RNA en eucariotas se compone por las proteinas Nop56 y
Nop58, la FBL y la proteina 15.5K. La proteina 15.5K es la primera en unirse al RNA guia que
reconoce el motivo K-turn. Posteriormente, la Nop5 se une a la FBL. Esta union forma el dominio
C-terminal o dominio Nop, que se une a la proteina 15.5K ya situada en el complejo con el RNA
(Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000) . De esta forma se une la FBL al snoRNP (Ye et al.,
2009).



CAPITULO |

1.3La FBL como oncogén

El nucléolo estd involucrado en el proceso en general de la traduccion de proteinas y
eventualmente en el crecimiento celular y en la progresion celular (Tsai y Pederson, 2014). Se
ha mostrado que la FBL es sobreexpresada en neoplasia intraepitelial prostatica de raton y
humanos, lo que puede progresar en cancer de prostata (Koh et al., 2011). En el adenocarcinoma
de humanos, la cantidad de la FBL esta correlacionada in vivo con la cantidad de la proteina
MYC, oncogén con interaccién con la FBL (Koh et al., 2011; Miller et al., 2012). Gene Atlas U133A
muestra que en leucemia y linfoma la expresiéon del mMRNA de la FBL esté al doble comparado
con células normales. Ademas, hay una expresién elevada de la FBL en células como
linfoblastos. Ademas, p53 disminuye la expresion y la cantidad de la FBL por medio de la
interaccion con el intrén 1 de la FBL que contiene un sitio regulatorio de p53 (Marcel et al., 2013).
En células de cancer de mama, la falta de regulacion de la FBL es causada por la reduccién de
p53, que resulta en el incremento de la FBL y el incremento de metilaciones aberrantes en rRNA
y consecuentemente, en la alteracion de la actividad ribosomal, asi como en la fidelidad
traduccional. Se sugiere que una reduccion especifica en la cantidad de la FBL es requerido para
controlar ciertos tipos de cancer y su redistribucion puede marcar ciertos tipos de muerte celular
(Rodriguez-Corona et al., 2015).

1.4 La actividad ribonucleasa de la FBL en plantas

Rodriguez-Corona et al., (2017) describié dos aspectos relevantes de dos de los genes de la
FBL en A. thaliana: 1) su actividad ribonucleasa y 2) su capacidad de interaccién con
fosfoinositidos y acido fosfatico. Tambien observé que esta actividad difiere entre los genes que
codifican para las FBLs en Arabidopsis: AtFibl y AtFib2. En este estudio, se demuestra que la
actividad de ribonucleasa es diferente entre las FBLs, siendo AtFib2 méas activa que AtFib1l,
ademds de que la actividad es proporcional a la cantidad de proteina presente en la reaccion.
Como otras ribonucleasas, AtFib2 es activada por calcio a una concentracién optima de 1 mM,
mientras que la presencia de calcio no influye en la actividad de AtFibl. Ademas, se define que
el dominio GAR de AtFib2 presenta la actividad ribonucleasa, con menor selectividad hacia los
sustratos de RNA 28 y 18S.

Es importante hacer notar que las principales diferencias entre Fibl y Fib2 de A. thaliana residen
en la regiéon N-terminal, es decir en el dominio GAR. Esto hace suponer que las diferencias

corresponden a diferentes actividades que las FBLs puedan llevar a cabo.
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Algo realmente interesante es la interaccion con fosfolipidos de inositol, ya que al igual que la
actividad ribonucleasa, difiere entre ambas FBLs, puesto que en un ensayo fat-blot de manera in
vitro se demuestra que AtFibl interactua principalmente con fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP4),
mientras que AtFib2 interactla con todos los fosfolipidos incluido PA, evaluados en el ensayo.
Ademaés, estas interacciones con fosfoinositidos influencian la actividad ribonucleasa de AtFib2
inhibiéndola en presencia de acido PA, mientras que ninguna alteracion se percibe con AtFibl
en las mismas condiciones de reaccion. La actividad ribonucleasa de Fib2 puede ser recuperada

por la adicion de calcio a la reaccion.

De esta informacion derivada de nuestro grupo de trabajo surgen otras preguntas interesantes
relacionadas con la actividad ribonucleasa de la FBL: ¢ Tendran la misma actividad las FBLs de
otras especies?; Si la FBL se encuentra en los CBs, ¢ Es posible que esta nueva actividad se
encuentre relacionado con el procesamiento de mRNA o splicing alternativo?, ¢La actividad
ribonucleasa se ve influenciada por las modificaciones postraduccionales que puedan residir en

el dominio GAR? ¢ Como se regula la actividad ribonucleasa durante el ciclo celular?

1.5 La actividad de ribonucleasa de la FBL de humanos

Previamente, se evalu6 si la actividad de ribonucleasa de AtFib2 se conservaba en humanos. Se
purificé la FBL de Homo sapiens (HsFib) recombinante cerca de la homogeneidad mediante
diversos pasos cromatograficos (Guillen-Chable et al., 2020). La deteccion de la proteina
recombinante por Western Blot utilizando el anticuerpo primario anti-FBL generé la deteccion de
dos bandas. Una a la sefial esperada de la longitud completa de HsFib mientras que la segunda
con un peso molecular menor, probablemente correspondiente a un producto de degradacién de
la misma proteina. Se estudio la actividad de ribonucleasa en un gel de actividad. Ambas bandas
exhibieron actividad de ribonucleasa. Por tanto, la actividad de ribonucleasa de HsFib debe ser
modular y presente en algin dominio particular dentro de la secuencia de HsFib. Posteriormente,
se estudi6 la actividad de ribonucleasa de HsFib aumentando su concentracién de 1 a 6 ng con
una cantidad constante de 2 ug de rRNA, de manera in vitro. La degradacion fue directamente
proporcional con la cantidad agregada de HsFib, aunque Unicamente la 28S fue degradada y no
la 5S. Adicionalmente se encontrdé que la actividad de ribonucleasa de HsFib es dependiente a

tiempo, temperatura y sensible a ion.

Se ha descrito que la FBL y PIP2 interaccionan (Yildirim et al., 2013). Esta interaccién es evidente

puesto que la FBL esta constituida por los aminoacidos (carga negativa y anillos aromaticos)
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necesarios para interactuar con fosfoinositidos. Mediante un phospholipid strip assay, se
encontré que HsFib es capaz de interaccionar con fosfoinositidos pero con preferencia a PA. Por
esto, se evalud la actividad de ribonucleasa con los fosfolipidos PIP5 y PIP3 con y sin 1 mM de
Ca+2 (Guillen-Chable et al., 2020). La adicion de PIP3 tuvo un efecto inhibitorio sobre la actividad
de ribonucleasa, mientras que PIP5 incremento la actividad de ribonucleasa.

1.6 El dominio GAR de HsFib en la actividad de ribonucleasa

El dominio N-terminal (1-34 aa) de HsFib incluye el dominio GAR y el dominio BCO. Mediante
una serie de construcciones con diferentes secciones del dominio N-terminal, fusionados con
GST y 6xHis y finalmente expresados y purificados, se estudié qué region tiene la actividad de
ribonucleasa de HsFib (Guillen-Chable et al., 2020). El dominio GAR exhibi6 actividad, mientras
que el dominio BCO no mostro actividad alguna.

La actividad de ribonucleasa del dominio GAR recombinante fusionado con una etiqueta de GST
es significativamente mayor a medida que la cantidad de la proteina aumenta. Ademas, la
subunidad 28S es el primer blanco para la degradacion de este dominio (Guillen-Chable et al.,
2020).

Las argininas conservadas de la secuencia del dominio GAR en las posiciones 34 y 45 fueron
analizadas en el contexto de unién a fosfolipidos y sobre la actividad de ribonucleasa. Ambas
posiciones fueron sustituidas por alanina. Se propone qué probablemente estas alteraciones
generan un cambio conformacional del dominio GAR, estando mas expuesto en la mutante R45A
a diferencia de la mutante R34A. Se evalud la interaccion de las mutantes con fosfolipidos
mediante fat blot, de tal manera que ambas mutantes de la FBL perdieron la habilidad de unir
con fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), PA y fosfatidilserina (PS), conservando la interaccion
con fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) y fosfatidilinositol 5-fosfato (PI5P). Aunque la mutante R34A
mostré una interaccion débil con fosfatidilcolina (PC) y con esfingosina-1-fosfato (S1P). Respecto
al efecto de las mutantes en la actividad de ribonucleasa, HsFib WT y la mutante R34A mostraron
un nivel similar de degradacién sobre la subunidad 28S, mientras que la mutante R45 mostro
una actividad por arriba del 80% sobre el rRNA 28S.

11
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1.7 Interaccién de la FBL en la infeccién viral de plantas

El tréfico de RNA es esencial para los requerimientos de la planta. EI movimiento sistémico se
base en el transporte a través del floema, mientras que la comunicacion célula a célula sucede
en microcanales que atraviesan la pared celular o bien, los plasmodesmos (PD) (Kragler, 2013).
El esparcimiento viral de células infectadas a células vecinas requiere que el tamafio de exclusion
de PD incremente a través de proteinas de movimiento (MP) (Gopinath y Kao 2007; Canetta et
al., 2008; Harries et al., 2009; Hipper et al., 2013). Se sugiere que cambios en la permeabilidad
de PD permitan el movimiento al sistema vascular durante el movimiento sistémico a través del
floema. De tal manera que los virus debieron evolucionar para desarrollar diversas estrategias
para interactuar con factores celulares para entrar y salir del sistema vascular (Sang et al., 2007a;
Harries et al., 2009; Taliansky et al., 2010; Semashko et al., 2012).

El virus BSMV es miembro del género Hordeivirus que contiene 3 RNAs gendémicos (gRNA)
designados a, By y (Lim et al., 2008). Particularmente, el RNAR sirve como mRNA para la capside
y tres proteinas de movimiento viral (MPs) conocidas como del triple bloque (TGB1, TGB2 y
TGB3) a partir de la expresién del RNAB1 subgendmico (sgRNAB1) y sgRNAB2, respectivamente
(Bragg y Jackson, 2004). La proteina multifuncional de movimiento con union a RNA, con
actividad de ATPasa y helicasa, TGB1, localiza en PD de células infectadas de N. benthamiana.
TGB1 interacciona con la FBL en el dominio GAR y colocalizan con su genoma en PD de células
infectadas donde la expresion de la FBL tiene un incremento de 60-70%. Al ser silenciada la FBL,
el movimiento célula a célula de BSMV se reduce. Por tanto, se sugiere que TGB1 secuestra a
la FBL para formar un complejo RNP con el RNA de BSMV para moverse de célula a célula (Li
et al., 2018).

De manera similar, el virus de la roseta de mani (GRV) que pertenece al género de umbravirus
dentro de la familia Tombusviridae codifica la proteina ORF3 (pORF3). pORF3 difunde del citosol
hacia el nucléolo donde interactia con la FBL mediante el dominio GAR para inmediatamente
dirigirla al citosol y formar un complejo RNP con el RNA de GRV. El silenciamiento del gen de la
FBL en N. benthamiana previene el movimiento de larga distancia del GRV, aunque no afecta la
replicacion viral o el movimiento de célula a célula. Esto indica que la FBL es un componente
esencial para la translocacion de RNPs virales de GRV y expandirse sistémicamente a lo largo

de la planta (Sang et al., 2007a).

12



CAPITULO |

El dominio con unién al genoma (VPg) de la proteina de inclusion (Nla) del virus de la papa A
(PVA) interacttia con la FBL unicamente en el nucléolo y CBs, a diferencia de pORF3 que ademas
lo dirige al citoplasma. Otra diferencia de PVA-Nla con GRV-pORF3 es que, pORF3 divide los
CBs en multiples agregados de CBs para posteriormente fusionarse con el nucléolo, mecanismo
gue no sucede con Nla. Sin embargo, PVA-Nla y GRV-pORF3 requieren de la FBL para la
infeccién viral. Aunque la reduccién de la FBL de un 30 a 80% reduce al 50% la acumulacion de
PVA (Rajaméki y Valkonen, 2009), mientras que en un experimento similar en GRV, la expansién

sistémica del virus se inhibe en su totalidad (Sang et al., 2007a).

Otro virus que utiliza a fibrilarina para su movimiento sistémico es el Virus de la franja de arroz
(RSV), el cual representa el mayor patdgeno viral para la produccion de arroz en el Este de Asia
(Cho et al., 2013). Mediante la técnica de complementacién bimolecular florescente, se observé
gue p2 interactla con la FBL Unicamente en el nucléolo. El silenciamiento de la FBL en células
de N. benthamiana infectadas con RSV impidi6é el movimiento sistémico a diferencia con lo visto
con pORF3 de GRV (Kim et al., 2007). pORF3 dirige a la FBL al citoplasma para formar el
complejo RNP, mientras que p2-fibrilarina localiza en el nucléolo. Entonces se sugiere que RSV
utiliza a la FBL de manera diferente (Zheng et al., 2015).

Ademas de los virus, los virus satélites también requieren de proteinas del hospedador. Los virus
satélites son parasitos de RNA que son casi exclusivamente asociados a plantas. Carecen en
similitud con el genoma de su virus ayudador (HV), pero dependen de ello para su replicacion e
encapsidacion (Hu et al., 2009). EI RNA del bamboo mosaic potexvirus satRNA (satBaMV) forma
un complejo RNP con P20 y la FBL sin las proteinas del Virus del mosaico de bamboo (BaMV),
capside y su RNA que son reclutados con la coinfeccion del HV. P20 y la FBL colocalizan en el
nucléolo formando estructura punteadas asociadas a PD. El silenciamiento de la FBL suprime el
movimiento sistémico de satBaMV pero no del HV. De tal manera que satBaMV necesita a la

FBL para su movimiento sistémico a través del floema (Chang et al., 2016) .

En resumen, con los antecedentes mostrados, sugiere que la FBL puede ser utilizada por

diferentes virus y para diferentes propésitos, o el mismo propdsito, pero de manera diferente.

1.8 Proteinas intrinsecamente desordenadas

Las proteinas intrinsicamente desordenadas (IDPs) y/o IDRs carecen de una estructura

tridemensional estable en condiciones nativas, sin embargo, son capaces de realizar actividades
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biologicas. Las IDPs son tan abundantes en la naturaleza, que los aminoacidos de desorden
constituyen cerca del 19% de los aminoacidos de proteinas de eucariotas y 30% del 50% de
dichas proteinas contiene al menos una IDR. Su caracteristica de desorden potencia la
interacciébn y las reacciones quimicas entre un complejo, facilitando modificaciones
postraduccionales, splicing alternativo, inserciones y deleciones. Dichas actividades son posibles
debido a que las IDPs pueden reconocer proteinas, acidos nucleicos, entre otras moléculas
(Oldfield y Dunker, 2014). Su flexibilidad conformacional y su potencial de mediar multiples
interacciones intermoleculares sugieren, que durante la evolucién adquieran nuevas funciones

rapidamente.

Las secuencias de IDPs/IDRs son diferentes a las de proteinas estructuradas. Por ejemplo, las
IDRs poseen un alto contenido de residuos con carga y con baja composicién de residuos
hidrofébicos, que en esencia los distingue de proteinas estructuradas o irregulares (Meng et al.,
2017). La diferencia en la composicion aminoacidica entre proteinas estructuradas y IDPs
posibilita el desarrollo de algoritmos para la prediccién de desorden. Estos métodos utilizan la
secuencia de una proteina para calcular qué tan propenso es cada residuo de ser desordenado.
Actualmente existen mdltiples predictores, como PONDR-FIT, PrDOS y IUPred. Este ultimo se
basa en las propiedades fisicoquimicas de cada residuo de la proteina en cuestion, como su

“input”.

1.9 Proteinas intrinsecamente desordenadas en virologia

Las proteinas virales contienen una reducida fraccién de residuos hidrofébicos, acidicos y de
lisinas, y a su vez, contienen una elevada proporcion significativa de residuos polares (Xue et al.,
2014). La alta tasa de aminodcidos polares en IDPs es conservada y no es exclusivo de proteinas
virales (Wright y Dyson, 2014). Sin embargo, hay una diferencia fundamental entre el proteoma
eucariotico y viral, los eucariontes contienen mas proteinas con regiones desordenadas largas,
mientras que los proteomas virales son caracterizados principalmente por tener segmentos
desordenados que son mucho mas cortos. En resumen, las proteinas virales son claramente
diferentes a las del hospedador, siendo menos densamente compactadas y menos afectadas por
mutaciones, estando enriquecidas por regiones desordenadas cortas y ser caracterizadas por
tener una red significativamente menor de interacciones por residuos. Por tanto, las proteinas
virales, especialmente los de virus de RNA, se caracterizan por tener un gran nimero de regiones

desordenadas. De hecho, estudios recientes sugieren que los virus contienen motivos cortos en
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regiones desordenadas para evolucionar muchos de sus interacciones con proteinas del
hospedador. La gran frecuencia de regiones desordenadas en proteinas virales puede ser una
estrategia para los virus de RNA que son susceptibles a una alta tasa de mutacion, amortiguando
los efectos perjudiciales de las mutaciones. Puesto que una proteina sin una estructura tiene
menos que perder por una mutacién qué una con un gran grado de estructura, pues ya esta
desplegada (Xue et al., 2014).
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RECAPITULACION DE LOS ANTECEDENTES

Como breve recapitulacién de los antecedentes presentados con anterioridad haremos un
resumen puntual de algunos aspectos relevantes que permitieron dirigir la actividad experimental

de la presente tesis, estos los detallamos como oraciones puntuales:

La FBL es una proteina altamente conservada durante la evolucion, con actividad de metil

transferasa y una recién identificada actividad de ribonucleasa.

e La FBL localiza en la interfase entre el CF y el DFC, asi como en el DFC del nucléolo,
donde lleva a cabo sus principales funciones en la biogénesis ribosomal. La relocalizaciéon

de la FBL afecta los procesos en los que participa, asi como la morfologia del nucleolo.
e La FBL esta asociada con multiples tipos de estrés, como en cancer y virus. En virus de
plantas, la FBL es relocalizada para diferentes procesos virales, donde interacciona con

proteinas y RNA virales.

e Se desconoce si la interaccion de proteinas virales afecta las actividades enziméaticas de
la FBL.

e Las proteinas virales con interaccién a la FBL tienen caracteristicas en comin como

poseer IDRs. Estas regiones IDRs pueden ser fundamentales para dicha interaccion.

e El dominio GAR de la FBL es el dominio de interaccion de proteinas virales y, a su vez,

es donde reside la actividad de ribonucleasa.
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JUSTIFICACION

El nucléolo es un dominio nuclear multifuncional, principalmente dedicado a la biogénesis
ribosomal. Ciertos virus han desarrollado estrategias para manipular proteinas nucleolares para
facilitar su propia replicacion. Esta asociacion interfiere con los procesos nucleolares, resultando
en la sobreactivacién o inhibicion de la biogénesis ribosomal. Diversos virus de mamiferos y
plantas, principalmente con genomas de RNA, dependen de fibrilarina, una proteina
metiltransferasa, clave en el procesamiento del rRNA. El papel de fibrilarina en virus de plantas
se ha encontrado en el movimiento sistémico y célula a célula mediante la formaciéon de
complejos ribonucleoproteicos virales. Recientemente, se encontr6 que su dominio rico en
glicinas y argininas (GAR), posee actividad de ribonucleasa, el cual es el sitio de unién de
proteinas virales. Debido a que fibrilarina forma complejos con genomas de RNA virales,
mediante la interaccién con proteinas virales a través del dominio GAR es posible que su
actividad de ribonucleasa sea afectada. Por esto, es necesario estudiar el efecto que tienen
dichos componentes virales sobre su actividad de ribonucleasa.
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HIPOTESIS

La proteina viral TGB1 del virus del mosaico estriado de la cebada al igual que el RNA viral de
Papaya meleira virus México modulan negativamente la actividad de ribonucleasa de la

fibrilarina.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si TGB1 del virus del mosaico estriado de la cebada y el RNA viral de Papaya meleira

virus México modulan negativamente la actividad de ribonucleasa de la fibrilarina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Mapear el sitio de union de TGB1 del virus del mosaico estriado de la cebada (BSMV) con la

fibrilarina.

2. Determinar el efecto de TGB1 de BSMV sobre la actividad de ribonucleasa de la fibrilarina.

3. Determinar si el RNA viral de Papaya meleira virus México (PMeV-MXx) es sustrato de la

actividad de ribonucleasa de la fibrilarina.

4. Determinar el efecto del RNA viral de PMeV-Mx sobre la actividad de ribonucleasa de la

fibrilarina.

15



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se muestra en la Figura 4 y en breve consiste en la expresion y

purificacién de las proteinas recombinantes; HsFib1l y AtFib2, asi como de TGB1 de BSMV y sus

diferentes dominios para realizar de manera in vitro lo siguiente. (1) El mapeo del sitio de

interaccion de TGB1 de BSMV con la FBL, mediante mutantes con los diferentes dominios y su

IDR de la proteina viral. (2) Los ensayos de ribonucleasa de la FBL en precensia de TGB1 de

BSMV y (3) el RNA viral de Papaya meleira virus México (PMeV-MXx).

Expresion de FBL 1 de H. sapiens
y FBL 2 de A. thaliana
recombinantes, respectivamente

Expresion de TGB1 de BSMV
recombinante

Mapeo del sitio de interaccion de
TGB1 de BSMV contra FBL

Purificacion e inmunodeteccion de las
proteinas recombinantes

Clonacion y expresion de las
regiones de TGB1 de BSMV
recombinante

|

I

RNA viral

Ensayos de la actividad de ribonucleasa

Prediccion de las IDRs de TGB1
de BSMV

Figura 4 Estrategia experimental.
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CAPITULO Il MAPEO DEL SITIO DE INTERACCION DE TGB1 CON la FBL

INTRODUCCION

Las interacciones proteina-proteina son criticas para la mayoria de los procesos biolégicos.
Localizar los sitios de interaccidn puede brindar informacion valiosa, como determinar el tipo de

unidn entre las proteinas, asi como blancos farmacoldgicos potencialmente importantes.

La FBL es requerida por importantes virus de plantas como RSV (Zheng et al., 2015), PVA
(Rajaméaki y Valkonen, 2009) y BSMV (Li et al., 2018), entre otros, asi como con virus de
mamiferos, como el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Ponti et al., 2008), influenza A
H3N2 (Melén et al., 2012) y Epstain-Barr virus (EVB) (Hutzinger et al., 2009), por nombrar
algunos. La secuencia de la FBL en eucariotas esta altamente conservada, por tanto, es factible
gue HsFib pueda interaccionar con alguna proteina de virus de plantas. De ser asi, el disefio de
estrategias anti-virales enfocadas en la FBL podria ser aplicables para virus de plantas como de
mamiferos (para aquellos reportados con interaccion a la FBL).

Por otro lado, las IDRs presentes en el dominio N-terminal de las proteinas virales con unién a la
FBL, tienden a ser los sitios de unién (Decle-Carrasco et al., 2021). El dominio N-terminal de
TGB1 de Poa semilatent virus (PSLV) es desordenado y es el que interacciona con el dominio
GAR de la FBL (Semashko et al., 2012). BSMV TGB1 también interacciona con el dominio GAR
de NbFib2, sin embargo, el sitio de interaccidn de la proteina viral no ha sido identificada (Li et
al., 2018). Aqui se pretende localizar el sitio de interaccion de BSMV TGB1 contra HsFib y AtFib2,
con el fin de explorar si las IDRs de las proteinas virales son fundamentales para la unién con la

FBL y entender el tipo de unién que se da en la interaccion.

MATERIALES Y METODOS

2.1 Prediccion de IDRs de TGB1 de BSMV

Se realiz6 la prediccion de IDRs en TGB1 de BSMV. Se selecciond la herramienta IUPred2a
(Mészéros et al.,, 2018) para identificar regiones desordenadas dentro de la secuencia
aminoacidica de TGB1 de BSMV (AAA79153.1). El modelo de IUPred2a esté disefiado para
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estimar la energia por-pares de la composicion aminoacidica de las proteinas. Los puntajes
mayores a 0.5, se consideran desordenados.

2.2 Plasmidos y cepas

El gen de TGB1 de BSMV (ND18) fue donado por el Dr. Dawei Li, de China Agricultural University.
Se disefiaron oligonucle6tidos con los sitios Ndel (sentido) y Xhol (antisentido) para amplificar el
dominio N-terminal (nt 1-714), C-terminal (nt 750-1522) y la IDR del dominio N-terminal (nt 1-285)
de TGB1 (ND18) y el gen completo (nt 1-1522). La amplificacion se realizé con el Master Mix
PCR de Thermo Scientific™ (nimero de catalogo: K0171). Las condiciones de la PCR fueron:
desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 95°C por 30 segundos,
temperatura de alineamiento entre 61°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos de extension.
Los amplicones de TGB1 (1586 pb), NTD (714 pb) CTD (786 pb) e IDR (285 pb) fueron
recuperadas y purificadas con el paquete comercial “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System” de Promega. El DNA purificado de cada dominio fue clonado individualmente en pGEM-
T Easy y transformados por separado en E. coli cepa DH5a. Se picaron colonias y se agitaron a
150 rpm en medio LB a 37°C toda la noche. Seguido, se extrajo DNA de plasmido (pDNA) de los
cultivos bacterianos, con el paquete comercial “QlAprep Spin Miniprep Kit” de QIAGEN. Se
utilizaron las enzimas comerciales de rapida digestion Ndel y Xhol de Thermo Scientific para
liberar el inserto. Seguido, se realiz6 la ligacién de cada region de TGB1 de BSMV en el vector
pET15b, mediante la T4 DNA ligasa de Thermo Scientific. Los productos de ligaciéon fueron
transformados en E. coli cepa DH5a. Se picaron colonias y se incubaron en medio LB a 37°C a
150 rpm, durante toda la noche. Finalmente, se extrajo pDNA de cada cultivo bacteriano y se
analizaron las construcciones con Xhol y Ndel. De igual forma se transformoé en E. coli cepa BL21

(DE3) y se corrobor6é mediante Xhol y Ndel.

HsFib fue clonada en los vectores de expresion pET42b y pET15b fusionando con las etiquetas
de glutation S transferasa y 6 histidinas (GST:HsFib:6His) y a una etiqueta de 6 histidinas
(6His:HsFib) con una masa aproximada de ~71 kDa y ~38 kDa; respectivamente. Los plasmidos

fueron transformados en E. coli cepa BL21 (DE3) por choque térmico.

Igualmente se transform6 pET42b:AtFib2:6His y pET42b:DelGAR:6His en E. coli cepa BL21
(DE3) por choque térmico.
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2.3 Expresioén y purificacion de las proteinas recombinantes

Se indujo la expresion de 6His:HsFib, 6His:TGB1, 6His:TGB1_NTD, 6His:TGB1_CTD vy
6His:TGB1_IDR en Escherichia coli cepa BL21 (DE3) con 1mM de isopropyl-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) a una densidad Optica (DO) entre 0.5-0.8 unidades de absorbancia;
a una temperatura de 25°C y 200 rpm durante 4h. Posterior a la induccion, las células se bajaron
por centrifugacion a 12 000 g por 20 min, re-suspendiéndolas en amortiguador de extraccion (300
mM de NaCl, 25 mM de Tris-HCI pH 8, 10% de glicerol, 20 mM de imidazol, 0.1% de tritdbn X-100,
10 uM de leupeptina, 10 uM de pepstatina, 1 mM de BME y 1mM de PMSF); para ser lisadas

por sonicacion.

Las células lisadas se sometieron a centrifugacion a 14 000 g por 15 min a 4°C, y el sobrenadante
(fraccidn soluble del extracto) fue sometido a purificacion por afinidad a resina de niquel agarosa
Ni-NTA (Qiagen). Se lavo la columna con el amortiguador de extraccion, para descartar las
proteinas nativas de E. coli. Las proteinas recombinantes fusionadas con 6His fueron eluidas de
la resina de niguel con amortiguador de elucion (200 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 8,
100/250/500 mM de imidazol, 0.1% de tritén X-100, 10 uM de Leupeptina, 10 uM de Pepstatina,
1 mM de BME y 1mM de PMSF).

Por otro lado, se indujo la expresion de GST:HsFib:6His, GST:AtFib2:6His y GST:DelGAR:6His
en E. coli cepa BL21 (DE3), con base a la metodologia ya descrita. Posteriormente, se
recolectaron las células por centrifugacion y se resuspendieron en amortiguador de extraccion
(300 mM de NaCl, 50 mM Tris- HCI pH 8, 15 mM de DTT, 0.1% tritén X-100, 10 uM de Leupeptina,
10 uM de Pepstatina, 1 mM de BME y 1mM de PMSF) y finalmente fueron lisadas por sonicacion.

Seguido, las células lisadas se centrifugaron y el sobrenadante (fraccion soluble del extracto) fue
sometido a purificacion por afinidad a resina de glutation sefarosa 4B (GE Healthcare). Se lavo
la columna con el amortiguador de extraccion, para descartar las proteinas nativas de E. coli. Las
proteinas recombinantes fusionadas con GST fueron eluidas de la resina con glutation, utilizando

el amortiguador de extraccion complementado con 20 mM de glutation reducido.

Todas las fracciones fueron almacenadas a -80°C.
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2.4 Western blot

Las eluciones de 6His:TGB1, 6His:TGB1_NTD, 6His:TGB1_CTD y 6His:TGB1_IDR fueron
cargados en un gel de SDS-PAGE, para ser transferidos a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) y bloqueada con 3% de leche en polvo en TSB-T (20 mM de Tris, 150 mM
de NaCl, 0.1% de Tween 20, pH 7.5) a temperatura ambiente por 1 hora. La membrana fue
incubada con el anticuerpo monoclonal de conejo (diluciéon 1:3000), anti-Histidinas (Abcam™,
ab18184) en roller durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo
secundario anti-conejo IgG (dilucién 1:3000) acoplado a peroxidasa de Amersham durante 1 hora
a temperatura ambiente, seguido de tres lavados de 10 min cada uno con TBS-T. La deteccién

se realizé mediante el paquete de ECL Western Blotting Analysing System de Amersham.

2.5 Mapeo del sitio de interaccién de TGB1 con la FBL mediante Far Western

Se carg6 en un gel de SDS-PAGE al 15% las eluciones de 6His:TGB1, 6His:TGB1_NTD,
6His:TGB1_CTD y 6His:TGB1_IDR. Finalizada la corrida, el gel se lavé con amortiguador de
transferencia (25 mM de Tris, 190 mM de Glicina, 20% de Metanol, pH 8.3) durante 10 min. En
paralelo, se activé la PVDF con metanol por 30 seg. Posteriormente, se transfiri6 en himedo
durante 1 h a 100 V. Se verificé la transferencia de las proteinas a la membrana, tifiendo con
Rojo de Ponceau. Seguido, se retird la tincion de la membrana con agua destilada y se bloqued
con TSB-T (20 mM de Tris, 150 mM de NacCl, 0.1% de Tween 20, pH 7.5) con 5% de leche en
polvo y se incubd en roller durante 1 hora a 25°C. Se descarté el amortiguador de la membrana
y se agreg6 una elucién de 6His:HsFib con 3% de leche y TSB-T. Se incubd toda la noche en
roller a 4°C. Al dia siguiente, se descart6 el amortiguador y se agregé el anticuerpo monoclonal
anti-HsFib de conejo (1:2000) con 3% de leche en TSB-T. Se incub6 toda la noche en roller a
4°C. Pasado el tiempo de incubacioén, se descartd el amortiguador con el anticuerpo primario y
se incubo con anti-conejo 1:3000 acoplado a peroxidasa de Amersham. Finalmente, se lavd 3
veces por 5 min cada uno con TBS-T. La deteccion se realizO mediante el paquete de ECL

Western Blotting Analysing System de Amersham.
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RESULTADOS

2.6 Prediccion de IDRs de TGB1

El servidor de IUPred2 identificé una IDR en el dominio N-terminal de TGB1 del aminoéacido 1 al

160 (Figura 5). Puntuaciones mayores a 0.5 se predicen ser desordenados.

0.9
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0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Puntuacion

0 100 200 300 400 500
Posicion

Figura 5 Prediccion de IDRs de TGB1 con el servidor IUPred2A. Puntuaciones mayores a 0.5 se

predicen ser desordenados.

2.7 Disefio de oligonucleétidos para la amplificacion de las regiones de TGB1 de
BSMV

Se disefiaron oligos para amplificar el dominio N-terminal (nt 1-714), C-terminal (nt 750-1522) y
la IDR del dominio N-terminal (nt 1-285) de TGB1 (ND18), representados de manera esquematica
en la Figura 6. Se agregaron los sitios de restriccion Ndel y Xhol para los oligonucleotidos sentido

y antisentido, respectivamente, para su clonacion en el vector de expresion, pET15b (Tabla 1).
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Tabla 1 Oligonucle6tidos utilizados para la generacion de mutantes de TGB1

Oligonucledtidos | Secuencia del oligonucled6tido (5'-3") @ | Posicidon y | Objetivo
descripcion °
NTD-TGB1-F CATATGGACATGACGAAAAC TGB1 nt 1-17 pPET15b-NTD-
TGB1
NTD-TGB1-R CTCGAGAGTAACTTACGCTT TGB1 nt 714-
700
CTD-TGB1-F CATATGCATCTCTGGAGTTC TGB1 nt 750- | pET15b-CTD-
764 TGB1
CTD-TGB1-R CTCGAGTTATTTGGCCTTGA TGB1 nt 1536-
1522
IDR.es-TGB1-R CTCGAGCTTAACGTTGGGTT TGB1 nt 285- | pET15b-IDR;-
271 95-1GB1

a: Las letras en negritas indican los sitios de restriccion.

b: Los nimeros corresponden a las posiciones de los nucle6tidos blancos del gen.

22



CAPITULO Il MAPEO DEL SITIO DE INTERACCION DE TGB1 CON la FBL

IDR NTPase/Helicase

TGB1 de BSMV

NoLS NL

1 95104 227238 512

ATPase/Helicase

b) IDR

95

c) NTD

d) CTD

Figura 6 Esquema de las regiones de TGB1 de BSMV. a) Descripcion gréfica de la secuencia codificante
de TGB1 de BSMV (1-512 aa). b) Region desordenada de TGB1 de BSMV; IDR (1-95 aa). ¢) Dominio N-
terminal de TGB1 de BSMV; NTD (1-238 aa). d) Dominio C-terminal de TGB1 de BSMV; CTD (250-512

aa).

2.8 Clonacidn de las regiones de TGB1 de BSMV en pET15b

Con el fin de clonar las regiones de TGB1 de BSMV en el vector de expresion pET15b; se aislaron
las regiones y la secuencia completa de TGB1 por PCR para ser clonadas en pGEM-T Easy y
finalmente subclonadas en pET15b (Figura 7a). Por tanto, las regiones de TGB1 de BSMV vy el
gen completo fueron amplificados por PCR punto final (Figura 7b) para ser clonados en pGEM-
T Easy (Figura 7c¢) y pET15b (Figura 7d). Las construcciones fueron digeridas con Ndel y Xhol,
liberando bandas con longitudes aproximadas a los dominios y gen completo de TGB1 de BSMV:
TGB1 (1586 pb), NTD (714 pb) CTD (786 pb) e IDR (285 pb).
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Figura 7 Clonacion de las regiones de TGB1 de BSMV en un vector de expresidn bacteriano. a) Esquema

de la estrategia de clonacién de las regiones de TGB1 y el gen completo. b) PCR punto final de las regiones

de TGB1 de BSMV. Andlisis con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol sobre la clonacion de las regiones
de TGB1 de BSMV en pGEM-T Easy (c) y pET15b (d). Las cabezas de flechas indican las bandas de

interés. Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe. M: Marcador de masa molecular; pb: pares de bases;

ND: no digerido; D: digerido

2.9 Expresion y purificacion de TGB1 de BSMV y sus regiones

Las construcciones de pET15b: TGB1 y sus regiones (pET15b:ATGB1) fueron transformados en

BL21 DES3. La expresion y purificacion de las proteinas recombinantes se llevaron a cabo a como

se describe en la metodologia.

Mediante eluciones con gradiente de imidazol de 100, 250 y 500 mm, se descartaron bandas

contaminantes, de tal manera que en las eluciones finales se pueden observar bandas con
masas aproximadas a las esperadas en la Figura 8: (a) 6His: TGB1 (69 kDa); (b) 6His: TGB1_NTD
(32 kDa); (c) 6His:TGB1_CTD (35 kDa) y (d) 6His:TGB1_IDR (12.8 kDa).
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Figura 8 Purificacién de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1. Purificacion mediante columna de niquel de a)
6His:TGB1 (69 kDa); b) 6His:TGB1_NTD (32 kDa); c) 6His:TGB1_CTD (35 kDa) y d) 6His:TGB1_IDR (12.8

kDa). Las flechas indican aquellas bandas con masas aproximadas a las esperadas. Los geles de SDS-

PAGE son al 15% (a-c) y 12% (d). Fueron tefiidos con Coomassie Blue. M: marcador de masa molecular;

NI: No inducido; I: Inducido; Ft: Flujo a través de la columna; L: Lavado; E: Elusion; R: Resina.

Posteriormente, se realiz6 WB a las eluciones finales de TGB1 y sus regiones, con el anticuerpo

monoclonal contra 6x-His (HIS.H8) de ThermoFisher. En la Figura 9 se observan las sefales a

las alturas correspondientes de recombinantes: 6His:TGB1 (69 kDa),

6His:TGB1_NTD (32 kDa), 6His:TGB1_CTD (35 kDa) y 6His:TGB1_IDR (12.8 kDa).

las proteinas
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Figura 9 Inmunodeteccion de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1. a) Se corrieron las eluciones finales de la
purificacion de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1 en gel de SDS-PAGE al 15% y se tifio con Coomassie Blue. Se
realizé un duplicado del gel a) y se transfirio en PVDF y se tifi6 con Rojo de Ponceau b). ¢) Western blot
con anti Histidinas (His.H8) de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1. Las flechas indican aquellas bandas con masas
aproximadas a las esperadas. El marcador de proteinas es de Bio-rad (no. de catalogo: 1610317). WB:

Western Blot; M: marcador de proteinas.
2.10 Expresion y purificacién de HsFib, AtFib y DelGAR

La expresion y purificacion de HsFib, AtFib y DelGAR fue llevado a cabo segun lo descrito en la
metodologia. En las elusiones de GST:HsFib:6His (Figura 10a), GST:DelGAR:6His (Figura 10b)
y GST:AtFib2:6His (Figura 10d), se pueden observar bandas contaminantes con masas
alrededor de los 25 a 37 kDa, que probablemente sean en parte la etiqueta de GST “libre” (26
kDa) y/o productos de la degradacion de las proteinas recombinantes. Sin embargo, en cada
elusion se observan bandas con masas aproximadas a las correspondientes con
GST:HsFib:6His, GST:DelGAR:6His y GST:AtFib2:6His de 71 kDa, 39 kDa y 71 kDa,
respectivamente. Por otra parte, la expresion y purificacion de 6His:HsFib de igual manera,
persistieron bandas contaminantes de distintas masas moleculares, sin embargo, en la Gltima
elusion sobre la resina (R) se obtuvo la banda con una masa esperada a los 38 kDa, mas pura

con respecto a las eluciones previas (Figura 10c).
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Figura 10 Purificacion de GST:HsFib:6His GST:DelGAR:6His GST:AtFib2:6His y 6His:HsFib. Se purifico
mediante columnas de glutation las proteinas recombinantes a) GST:HsFib:6His b) GST:DelGAR:6His y
d) GST:AtFib2:6His. Por otro lado, c) la purificacién de 6His:HsFib se realiz6 con columna de niquel. Las
bandas con masas aproximadas a las esperadas son sefialadas con una flecha. Los geles de SDS-PAGE
son al 15% (a-c) y 12% (d). Fueron tefiidos con Coomassie Blue. El marcador de proteinas es de Bio-rad
(no. de catalogo: 1610317). M: marcador de masa molecular; NI: No inducido; I: Inducido; Ft: Flujo a través

de la columna; E: Elusién; R: Resina.
2.11 Mapeo del sitio de union de TGB1 a HsFib

El sitio de union de NbFib2 con TGB1 de BSMV es el dominio GAR (Li et al., 2018) sin embargo,
no se ha elucidado la regién de interaccion de la proteina viral. Por tanto, utilizando las mutantes
de TGB1 y HsFib recombinantes, se realiz6 Far western (FW) para determinar el sitio de union.

2.12 Analisis de la region de interaccion de TGB1 con HsFib mediante Far

Western

Primeramente, se corrieron las eluciones de las mutantes de TGB1 por duplicado (en dos geles
de SDS-PAGE) con el fin de visualizar las bandas de las mutantes tefiidas en Commassie y el
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segundo gel para el experimento. La estrategia fue realizar la inmunodeteccion de las mutantes
contra anti-6His y posteriormente el FW. De tal manera, el segundo gel fue transferido y
procesado como se indica en la metodologia. Una vez transferido y tefiido con rojo de Ponceau,
se bloqued y se incubd con anti-His (His.H8). El anticuerpo sélo reconocié la proteina completa
(6His:TGB1) y el dominio N-terminal de TGB1; 6His:TGB1_NTD (Figura 11c). No obstante, se
prosiguié con el FW con el fin de estudiar al menos la interaccién de estas dos bandas contra
HsFib, en caso de que las demas regiones no se hayan transferido o fijado eficientemente a la
membrana. Posterior a la inmunodeteccidn se lavé y se volvié a bloquear para ser incubado con
la elucién 6 de 6His:HsFib y finalmente contra anti-HsFib. EI FW fue Gnicamente positivo contra
6His: TGB1. Tomando en consideracién los resultados obtenidos, se puede concluir que incluso
la FBL de humanos puede interactuar con una proteina de virus de plantas, que era de esperarse
dado a la alta conservacion de la secuencia en las FBLs de eucariotas. Es significativo, ya que
los estudios anti-virales enfocados a la FBL podrian ser eficientes tanto para virus de plantas
como de mamiferos. Sin embargo, se realiz6 una segunda prueba donde previo al FW, se

inmunodetecten todas las regiones de TGB1 de BSMV.
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Figura 11 Mapeo del sitio de interaccion de 6His:TGB1 con 6His:HsFib mediante Far Western. a)
Electroforesis de de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1. El gel de SDS-PAGE fue al 15% y tefiido con Commassie
blue. b-d) Primer ensayo de Far Western. b) evidencia de la transferencia de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1
tefiidos con rojo de Pénceau. ¢) Western blot con anti-6His y d) far western con anti-HsFib. e-g) Segundo
ensayo de Far Western. e) evidencia de la transferencia de 6His:TGB1 y 6His:ATGB1 tefiidos con rojo de
Ponceau. f) Western blot con anti-6His y g) far western con anti-HsFib. El marcador de proteinas es de
Bio-rad (no. de catalogo: 1610317). M: Marcador de masa molecular; WB: Western Bloty FW: Far Western.

Esta segunda vez (Figura 11 e-g), el WB contra anti-6His reconoci6 todas las mutantes y proteina
completa de TGB1 fusionadas a 6His (Figura 11f). Posteriormente, siguiendo la misma
metodologia para el FW, 6His:HsFib reconocié la proteina completa y esta vez el dominio N-
terminal de TGB1 (Figura 11g). La secuencia de TGB1_IDR (aa 1-95) forma parte de TGB1_NTD
(aa 1-238), que si mostré una interaccion con 6His:HsFib, por lo que se esperaria que también
interaccione. Esto podria explicarse con alguno de los tres escenarios: (1) 6His:TGB1_IDR fue
lavado de la membrana en algunos de los pasos previos, a tal grado que no pudo ser reconocido

por 6His:HsFib; (2) la region de unién de TGB1 a HsFib contempla la secuencia de TGB1_IDR
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(aa 1-95) pero es mas extensa (hasta el limite 3" de TGB1_NTD) (3) la region de unién contempla
la secuencia de TGB1_NTD pero sin la de TGB1_IDR (del aa 95-238).

DISCUSION

Las proteinas virales tienden a interaccionar con el dominio GAR de la FBL (Sang et al., 20074a;
Semashko et al., 2012; Yoo et al.,, 2003; L. Zheng et al., 2015), sin embargo, la region de
interaccion de las proteinas virales ha sido determinado solo para algunas cuantas (Melén et al.,
2007; Semashko et al., 2012; Yoo et al., 2003). En este trabajo se encontré mediante FW que,
el dominio N-terminal de TGB1 de BSMV es el sitio de interaccion con HsFib. Dicho resultado
era de esperarse ya que este es el caso de PSLV TGB1 (Semashko et al., 2012), la cual comparte
una alta identidad en sus secuencias. Ademas, la interaccion entre el dominio N-terminal de
BSMV TGB1 (carga negativa) y el dominio GAR de HsFib (carga positiva) podria ser debida a

una interaccion electroestatica.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, el sitio de interaccién de TGB1 de BSMV con fibrilarina, se
encuentra en el dominio N-terminal. Con este resultado, se puede establecer que la interaccion
sucede a partir del dominio N-terminal de TGB1 de BSMV y el dominio GAR fibrilarina. Con esto,

se cumple el primer objetivo especifico.
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INTRODUCCION

La FBL 2 de A. thaliana y 1 de H. sapienes tienen actividad de ribonucleasa, a diferencia de
AtFibl y HsFib2 (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-Chable et al., 2020). El dominio GAR de
ambas FBLs, es el domino catalitico de dicha actividad enzimatica que se ve afectada por
algunos fosfoinositidos y PA. La actividad de ribonucleasa de ambas FBLs, es afectada por PA
y su interaccién libera la interaccion de la FBL con U3. Siendo U3, el snoRNA mas abundante y
gue forma un complejo con la FBL, no guia metilaciones, sino, escisiones sobre el pre-rRNA
(Granneman et al., 2004). Por tanto, se hipotetiza que, durante mitosis, las interacciones entre
PAy la FBL, deben prevenir la degradacion no-especifica del RNA e inducir la formacion de un
complejo diferente a FBL-U3. La actividad de ribonucleasa de la FBL debe ser dirigida por algin
RNA guia, como U3, sin embargo, en los ensayos in vitro donde se adicioné U3, la FBL no
degradd el rRNA (Guillen-Chable et al., 2020). ElI rRNA adicionado como sustrato, es un rRNA
maduro, que no tiene los espacios de transcripcion internos y externos, donde U3 guia cortes en
al menos tres sitios diferentes (Kass et al., 1990). Esta debe ser la razén del porqué la FBL no
es capaz de degradar el rRNA maduro cuando U3 esta presente, ademas de reforzar la idea de

gue U3, guia la actividad de ribonucleasa de la FBL.

El dominio GAR de la FBL es el sitio de interaccion de algunas proteinas virales (Decle-Carrasco
et al.,, 2021), entre ellas TGB1 (Li et al.,, 2018). TGB1 secuestra a NbFib2 y lo exporta al
citoplasma donde participa en el transporte célula a célula formando un complejo RNP con el
genoma de BSMV. Aunque TGBL1 relocalice a la FBL, por un periodo de tiempo, este colocaliza
con la FBL en el nucleolo y el efecto de esa interaccion en el nacleo no ha sido explorado.
Particularmente, al interaccionar la proteina viral con el dominio GAR podria afectar su actividad
catalitica. Por tanto, aqui se estudi6 la actividad de ribonucleasa tanto de HsFibl y AtFib2 en

presencia de TGB1.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Plasmidos y cepas

Para los ensayos de la actividad de ribonucleasa, se utilizaron las fracciones de elucion de
6His:HsFib, GST:AtFib2:6His, GST:DelGAR:6His y 6His:TGB1, descritos en el Capitulo II.

3.2 Western blot

Las eluciones de 6His:TGB1 y 6His:HsFib, fueron cargados en un gel de SDS-PAGE (en geles
independientes), para ser transferidos a una membrana de PVDF y bloqueada con 3% de leche
en polvo en TSB-T (20 mM de Tris, 150 mM de NacCl, 0.1% de Tween 20, pH 7.5) a temperatura
ambiente por 1 hora. La membrana fue incubada con el anticuerpo monoclonal de conejo
(dilucién 1:3000), anti-Histidinas (His-H8 de Abcam™, ab18184) en roller durante toda la noche
a 4 °C. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo IgG (dilucién 1:3000)
acoplado a peroxidasa de Amersham durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de tres

lavados de 10 min cada uno con TBS-T. La deteccién se realiz6 mediante el paquete
de ECL Western Blotting Analysing System de Amersham.

6His:HsFib también fue inmunodetectado con anti-HsFib de conejo (dilucién 1:2000), siguiendo

la misma metodologia.

3.3 Material biol6égico

Como RNA blanco para evaluar la actividad de ribonucleasa de la FBL se utilizO RNA total de las
hojas de Brassica oleracea. La extraccion se realiz6 mediante el paquete comercial y protocolo
de extraccion TRIzol® Reagent (LifeTechnologies, cat. No. 15596026, Carlsbad, CA). Constituida
por una solucion monofasica de fenol, isotiocinato de guanidina y otros componentes
(Chomczynski y Sacchi, 2006) . El principio consiste en la separacion de fases por la adicién de
TRIzol® y cloroformo, donde el RNA se encontrara en la fase acuosa. El aislamiento del RNA se
lleva a cabo por la adicion de TRIzol® e isopropanol para la formacién de una pastilla por
centrifugacion. La pastilla es lavada 3 veces con 1 mL de etanol al 75%. Finalmente, se
resuspende la pastilla con agua libre de RNAasas. Las reacciones fueron cargadas en un gel de
agarosa 1% tefiido con SYBR SAFE para validar la integridad del RNA extraido y reservadas a -

80°C para su posterior uso.
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3.4 Actividad de ribonucleasa de la FBL

La actividad de ribonucleasa de HsFib y AtFib2 se ensayd mediante la mezcla con RNA total de
B. oleracea con el amortiguador BC200 (20 mM de Tris-HCI pH 8, 200 mM de KCI, 0.2 mM de
EDTA y 10 % de glicerol), incubando las reacciones a 37 °C por 30 min. Las reacciones fueron
cargadas en un gel de 1% de agarosa tefiido con SYBR SAFE y se corrieron en la cAmara de

electroforesis a 95V durante 30 min.

3.5 Estudio de la actividad de ribonucleasa de HsFib en interaccién con TGB1 de
BSMV

Previo a la incubacion a 37 °C, se indujo la interaccion de 6His:HsFib y 6His:TGB1 en ausencia
de RNA total, incubando a temperatura ambiente durante 30 min. Seguido, se agregé el
amortiguador BC200 y RNA total de B. oleracea a 37 °C por 30 min. Las reacciones fueron
cargadas en un gel de 1% de agarosa teflido con SYBR SAFE y se corrieron en la camara de
electroforesis a 95V durante 30 min.

RESULTADOS

3.6 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib

Con el fin de evaluar la presencia de 6His:HsFib en las eluciones a utilizar para los ensayos de
la actividad de ribonucleasa, se realiz6 WB (siguiendo lo descrito en la metodologia) a las
eluciones 3, 4 y 5 de su purificacién con anti-6His (His.H8) de ThermoFisher y con anti-HsFib.
Ambos anticuerpos reconocieron la misma banda de 38 kDa, aproximada a la masa de
6His:HsFib (Figura 12a).

Una vez que las eluciones de 6His:HsFib fueron corroboradas por WB, se ensay0 la actividad de
ribonucleasa de la proteina recombinante 6His:HsFib, utilizando como sustrato el RNA total de
B. oleracea extraido (Figura 12b). Se incubd 1, 3 y 5 ng de 6His:HsFib con RNA total a 37°C
durante 30 min. Los tres volimenes ensayados degradaron las subunidades 28S y 18S en las
condiciones descritas (Figura 12c). Se escogid 1 ng de 6His:HsFib para los siguientes

experimentos ya que tuvo la mejor eficiencia en la actividad de ribonucleasa.

33



CAPITULO Il ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE RIBONUCLEASA DE FIBRILARINA
EN PRESENCIA DE TGB1

6His:HsFib (E)
kba M 3 4 5 b Brassica oleracea
a) 20 = ) RNA total c) 6His:HsFib (E3)
75 |w—
(pb) 1
<0 | ) M 1 2 3 Mo c 3.5 (ng
37 e - <+ ~38kDa 15000 | —— 15000 | st
25 |w—- — ——
. | == = g 10 | = s
! —-— — <
15 Coomassie Blue — c—
:’ Ponceau 200 [ S5, - D 200
- = o 18S
Anti His.H8 wB L ——

Figura 12 Inmunodeteccién de 6His:HsFib y ensayo de su actividad de ribonucleasa. a) Se inmunodetect6
6His:HsFib con anti-HsFib y anti-6His (His.H8). La flecha indica la banda con la masa correspondiente a
la proteina recombinante. El gel de SDS-PAGE fue al 15%. b) Electroforesis de la extraccion de 3 muestras
independientes de RNA total de B. oleracea. c) Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib, en
concentracién ascendente (1, 3y 5 ng). En los carriles 2, 3 y 4 se observa el resultado de la degradacion
de las subunidades 28S y 18S, con respecto al carril 1, donde Unicamente se cargd RNA total de B.
oleracea. Cuantificacién de las sefiales 28S y 18S mediante el programa ImageJ y representado en
unidades normalizadas (NU). Los geles de agarosa al 1% fueron tefiidos con SYBR Safe. El marcador de
proteinas es de Bio-rad (no. de catalogo: 1610317). M: Marcador de masa molecular; E: Elucién; C:

Control; WB: Western blot; pb: pares de bases.

3.7 Ensayo de 6His: TGB1 en presencia de RNA total

Posteriormente, se determind que la fraccion de 6His: TGB1 purificada no degrade el RNA total
de B. oleracea, con el objetivo de descartar un falso positivo al agregar la proteina viral
recombinante en el ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib. Primeramente, se
determiné la presencia de 6His:TGB1 en la elucion 6 mediante WB con anti-6His (His.H8) (Figura
13a). Ya establecida la presencia de la proteina recombinante, se prosiguié con el ensayo. Con
el fin de determinar que los amortiguadores de elucién y lavado, utilizados para la purificacion de
6His:TGB1 no contenga RNAsas, se incubaron con RNA total, asi como la elucién 6 con
6His:TGBL1. Las reacciones se corrieron en un gel de agarosa al 1% (Figura 13b). Tanto en los

controles (carril 1 y 2), como en los amortiguadors (carrii 3 y 4) y con la proteina viral
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recombinante (carril 5), no se observé una degradacion de las subunidades ribosomales 28S y

18S, descartando una posible degradacion de 6His:TGB1 al rRNA.
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Figura 13 Efecto de la incubacion de 6His:TGB1 con RNA total. a) Se inmunodetect6 6His:TGB1 con anti-
His (His.H8). La flecha indica la banda con la masa correspondiente a la proteina recombinante. El gel de
SDS-PAGE al 15% fue tefiido con Commassie Blue. b) La elucién 6 de la purificacion de 6His:TGB1 fue
incubada con RNA total de B. oleracea (carril 5), asi como los amortiguadors de elucién y lavado (carriles
3y 4, respectivamente). La integridad de las subunidades ribosomales en dichos carriles es similar a los
controles (carriles 1 y 2). Cuantificaciébn de las sefiales 28S y 18S mediante el programa ImageJ y
representado en unidades normalizadas (NU). El gel de agarosa al 1% fue tefiido con SYBR Safe. El
marcador de proteinas es de Bio-rad (no. de catalogo: 1610317). M: Marcador de masa molecular; WB:

Western blot; C: Control; B: Amortiguador; L: Lavado; E: Elucion; pb: pares de bases.

De igual forma se ensay0 la actividad de ribonucleasa GST:AtFib2:6His y la FBL sin el dominio
GAR; GST:DelGAR:6His. El gel de agarosa de la Figura 14a, muestra en el carril 2 y 3, la corrida
de las reacciones de GST:AtFib2:6His con RNA total, donde se aprecia la degradacion de las
subunidades ribosomales con respecto al control (carril 1). En contraste, el control negativo de la
actividad de ribonucleasa (sin el dominio GAR), se puede apreciar que en la corrida de la
incubacién de GST:DelGAR:6His con RNA total (carril 2, 3 'y 4) no degradé las subunidades

ribosomales, con respecto al control (carril 1) (Figura 14b).
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Figura 14 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de GST:AtFib2:6His y GST:DelGAR:6His. a) Ensayo de
la actividad de ribonucleasa de GST:AtFib2:6His. En los carriles 2 y 3 con concentracion ascendente de la
proteina recombinante, se observa el resultado de la degradacion de las subunidades 28S y 18S, con
respecto al carril 1, donde Unicamente se cargd RNA total de B. oleracea. b) Control negativo de la actividad
de ribonucleasa con GST:DelGAR:6His. No se observa una degradacion de las subunidades ribosomales
(carril 2, 3y 4) donde se carg0 la delecién del dominio GAR en concentracién ascendente, en comparacion
al caril, donde Ginicamente se cargé RNA total de B. oleracea. En las graficas se muestra la cuantificacion
de las sefiales 28S y 18S mediante el programa ImageJ y representado en unidades normalizadas (NU).
Los geles de agarosa al 1% fueron tefiidos con SYBR Safe. M: Marcador de masa molecular; E: Elucién;

C: Control; pb: pares de bases.

3.8 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib en presencia de 6His:TGB1

Se evalud la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib (elusion 7) en presencia de 6His:TGB1
(elusion 6), segun lo descrito en la metodologia. Se ensayé 1, 3 y 5 ng de 6His:TGB1 con la
actividad de ribonucleasa de 1 ng de 6His:HsFib y RNA total. EIl aumento de la concentracion de
6His: TGB1 aparentemente genera menos cortes de 6His:HsFib al rRNA, ya que el producto de
la degradacion se aprecia con mayor masa, comparando la reaccién del carril 7 (5 ng de 6His-
TGB1) con la del carril 5 (1 ng de 6His-TGB1) del gel de agarosa de la Figura 15.
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Figura 15 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib con diferentes concentraciones de
6His:TGB1. Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe. M: Marcador de masa molecular; E: Elucion; C:
Control; pb: pares de bases.

Se replicd la reaccién del carril 7 (1 ng de 6His:HsFib y 5 ng de 6His:TGB1) de la Figura 15, por
duplicado. En los carriles 6 y 7 donde se adicioné 6His:TGB1, se aprecia que la subunidad 18S
no es completamente degradada en comparacion a los carriles 4 y 5, donde 6His:TGB1 esta

ausente de la reaccion (Figura 16).
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Figura 16 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib en presencia de 6His: TGB1 por duplicado.
Cuantificacion de las sefiales 28S y 18S mediante el programa ImageJ y representado en unidades
normalizadas (NU). Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe. M: Marcador de masa molecular; E:

Elucién; C: Control; pb: pares de bases.

Ademas, se ensay0 la actividad de ribonucleasa a diferentes volimenes de 6His:HsFib en
presencia de 6His:TGB1, con los siguientes cambios. (1) Con el objetivo de visualizar la
degradacién del RNA total antes de que sea completamente degradado por 6His:HsFib, se acorté
el tiempo de incubacion de 37 °C por 30 min. Con el fin de promover la interaccion entre las
proteinas recombinantes, (2) se modificé el amortiguador de BC200 (20 mM Tris-HCI pH 8, 200
mM KCI) y (3) se modificd a una incubacién en hielo. Por ultimo, (4) se diluy6 4 veces la elucion
7 de 6His:HsFib para tomar volimenes mas grandes y reducir el error de la micropipeta. Se
evaluo la actividad de 2 y 4 ng de 6His:HsFib en presencia de 5 ng de 6His: TGB1, por duplicado.
El nivel de degradacion de 6His:HsFib aumento respecto al incremento en su concentracion, en
ausencia de TGB1 de BSMV (carriles 4-7). Sin embargo, en las reacciones donde se adiciono 4
ng de 6His:TGB1y 2 ng de 6His:HsFib (carriles 10y 11) hay una leve inhibicion en la degradacion

de las subunidades ribosomales con respecto al control (carriles 6 y 7) (Figura 17).
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Figura 17 Ensayo de la actividad de ribonucleasa con diferentes concentraciones de 6His:HsFib en
presencia de 6His:TGB1. Cuantificacion de las sefiales 28S y 18S mediante el programa ImageJ y
representado en unidades normalizadas (NU). Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe. M: Marcador

de masa molecular; E: Elucion; C: Control; pb: pares de bases.

DISCUSION

Previo a los ensayos de ribonucleasa de manera in vitro, se inmunodetectd la fusion de
6His:HsFib1l con anti-HsFib y anti-6His y se confirmé su actividad de ribonucleasa. Por otro lado,
dado que el dominio GAR de fibrilarina tiene actividad de ribonucleasa y se caracteriza por ser
una IDR, se evalué la capacidad de otras proteinas con IDRs de degradar rRNA, como GAR1,
Lsm14 (Guillen-Chable et al., 2020). De tal manera que pudieron concluir que no todas las IDRs
presentan actividad de ribonucleasa. Por lo que TGB1, al poseer desorden en el dominio N-
terminal, fue valido ensayar dicha actividad enzimatica. Sin embargo, TGB1 tampoco fue capaz

de degradar el rRNA, al menos en las condiciones ensayadas.

En la Figura 15, donde se ensay6 la actividad de ribonucleasa en presencia de TGB1 en
concentracion ascendente y concentracion constante de la FBL, se puede observar una inhibicion
en la degradacion de las subunidades 28S y 18S, directamente proporcional a la concentracion
de TGB1. Para este ensayo (Figura 15) no se cuantificaron las sefiales de las subunidades
ribosomales ya que no se diferenciaban entre una. Por otro lado, este resultado se corroboré
haciendo un duplicado del carril 7 de la Figura 16, donde no hubo una diferencia significativa en

la degradacion de la subunidad 28S con respecto al control, pero si una leve inhibicion de la
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subunidad 18S. Con estos dos resultados, se puede sugerir que TGB1 al interaccionar con el

dominio catalitico, inhibe la actividad de ribonucleasa de la FBL. Esto podria significar qué TGB1
al interaccionar con la FBL regula su procesamiento sobre el pre-rRNA, afectando la biogénesis
ribosomal. La actividad de ribonucleasa de la FBL también se ha visto modulada por otros
ligandos, como PI3P que la inhibe y PISP que la aumenta. Es posible que estd modulacién se
deba a que la interaccién de estos fosfoinositidos generan un cambio conformacional en la FBL,
afectando su habilidad de interactuar con el rRNA, como lo reportado con PIP2 (Yildirim et al.,

2013), de tal manera que este podria ser el caso de la interaccion de TGB1 sobre la FBL.

Por otro lado, en los siguientes ensayos, donde se evalud a concentracién ascendente de la FBL,
no se observé una inhibicion contundente sobre la actividad de ribonucleasa de la FBL en
presencia de TGB1 de BSMV. Por esto, los ensayos deben de repetirse y variar las condiciones
del experimento, como agregar a la reaccion componentes que afectan la actividad de
ribonucleasa de la FBL, como fosfoinositidos, U3 y NaCl (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-
Chable et al., 2020). Ademas de ensayar con otras técnicas la actividad de ribonucleasa, como
zimografias, pero en interaccion entre TGB1 y la FBL.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones utilizadas, los resultados sugieren que TGB1 de BSMV modula
negativamente la actividad de ribonucleasa de la FBL. No obstante, es necesario evaluar esta
posible inhibicién con diferentes condiciones (propuestas en la discusidn). Este resultado atiende

al segundo objetivo especifico.
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CAPITULO IV ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE RIBONUCLEASA DE FIBRILARINA
CON RNA VIRAL COMO SUSTRATO

INTRODUCCION

La FBL es una proteina nucleolar cuya principal funcion radica en la biogénesis ribosomal,
incluyendo el procesamiento del pre-rRNA y la metilacion del rRNA (Rodriguez-Corona et al.,
2015). Ademas del rRNA, la FBL al tener un sitio de unién a RNA, es capaz de unirse con distintos
RNAs, como snoRNA, snRNA, siRNA y RNAs virales, de manera in vitro. En AtFib2 se encontré
dos sitios de unién a RNA y aunque es capaz de unir a diferentes RNAs, la afinidad varia (Rakitina

et al., 2011). Por lo que la unién de la FBL a RNAs especificos no se debe de descartar.

Ademas de su funcién en la biogénesis de diferentes RNAs y las subunidades ribosomales, la
FBL es fundamental para diversos virus de mamiferos y plantas (Decle-Carrasco et al., 2021).
La mayoria de ellos, poseen genomas de RNA; (-)ssRNA y (+)ssRNA. Rakitina et al., (2011)
determinaron de manera in vitro qué la eficiencia de unién de los RNAs genémicos del virus del
mosaico del tabaco (TMV), virus x de la papa (PVX) y GRV son similares, aunque la afinidad de
AtFib2 con RNAs virales es ligeramente menor a la que tiene con rRNA. Sin embargo, de igual
forma determind que las caracteristicas de union a RNA de la FBL son similares a aquellas
proteinas virales de movimiento que forman complejos RNPs con RNAs virales (Li y Palukaitis,
1996; Kalinina et al., 2001). De hecho, se ha mostrado la formacién de estructuras filamentosas
con caracteristicas helicoidales) agregando unicamente la FBL, pPORF3 y RNA viral (de manera
in vitro), similares al complejo RNP formado in vivo durante la infeccion de umbravirus (Sang et
al., 2007a). Asi como la colocalizacion de la FBL con el RNA viral y su maquinaria de movimiento
de BSMV, en el citoplasma (Li et al., 2018). Por otro lado, en ensayos de competencia, U3 es
liberado de la FBL mediante la adicién del RNA gendémico de TMV y 26S y 18S, aunque la
competencia del 18S rRNA fue menos eficiente (Rakitina et al., 2011). Esto puede ser debido a
que, de las dos subunidades ribosomales, la 18S es ligeramente menos afin a la FBL. Por tanto,
la FBL puede interactuar con varios RNAs de diferentes estructuras y longitudes, sin embargo,

la diferencia en afinidad que tiene la FBL de una de otra, sugiere la unién a RNAs especificos.

Dado que la FBL forma RNPs virales de ciertos virus de plantas, como GRV (Sang et al., 2007a)
y BSMV (Li et al., 2018), la actividad de ribonucleasa debe ser regulada de alguna manera, ya

gue degradaria el RNA gendmico viral. De hecho, de manera in vitro se prob6 que la FBL junto
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con pORF3y RNA viral, protege el RNA genémico contra un tratamiento con RNasa (Sang et al.,

2007a). PMeV-Mx es un virus de genoma de (+)ssRNA, similar al umbravirus descrito en México
(Zamudio-Moreno et al., 2015) asociado a la enfermedad conocida como meleira de la papaya.
En Brasil, la enfermedad se asocié a dos virus, uno de genoma de dsRNA, llamado virus de la
meleira de la papaya (PMeV) y un virus relacionado con PMeV-Mx llamado PMeV2 (Antunes et
al., 2016). Debido a lo anterior, se ensay6 el RNA viral de PMeV-Mx como sustrato para la
actividad de ribonucleasa de la FBL, asi como evaluarla en competencia, donde se agregue una
mezcla de rRNA de B. oleracea y RNA viral de PMeV-MXx.

MATERIALES Y METODOS

4.1 Plasmidos y cepas

Para los ensayos de la actividad de ribonucleasa, se utilizaron las fracciones de elucion de

6His:HsFib, descritos en el Capitulo II.

4.2 Material biolégico

Se utilizé RNA viral extraido del latex de frutos de C. papaya L. infectadas con PMeV-Mx, donado
por la Dra. Luisa Lépez Ochoa. La extraccion fue realizada por el método de Tavares et al. (2004)
y esta contiene una mezcla de dsRNA (estado replicativo del virus), ssSRNA (RNA gendmico de
PMeV-Mx) y DNA gendmico de la planta. Como control de la actividad de ribonucleasa de HsFib,
se utilizé el RNA total de B. oleracea, descrito en el Capitulo III.

4 3 Estudio de la actividad de ribonucleasa de HsFib con RNA viral como sustrato

Se utilizé la fusidn de 6His:HsFib y se incub6 con la muestra de RNA del latex, mas amortiguador
BC200, durante 1 hora a 37°C. Ademas, se evalu6 la actividad de ribonucleasa con el RNA viral
y rRNA, bajo las mismas condiciones. Las reacciones fueron cargadas en un gel de 1% de
agarosa tefiido con SYBR SAFE y se corrieron en la camara de electroforesis a 95V durante 30

min.

RESULTADOS

Se evalud la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib utilizando RNA viral como sustrato. 2 ng

de la elusién 6 de 6His:HsFib se incubd con el RNA viral extraido del latex del fruto de plantas
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infectadas con PMeV-MX, durante 30 min a 37°C. Las reacciones se corrieron en un gel de
agarosa al 1% (Figura 18). La actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib (E6) degradd de manera

contundente el RNA total (carril 1 contra el carril 3), caso contrario con el RNA viral (carril 3 contra

el carril 4). Sin embargo, cuando el RNA total, el RNA viral (latex) y la FBL son incubados, el RNA

total se observa relativamente integro (carril 5).
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Figura 18 Ensayo de la actividad de ribonucleasa de 6His:HsFib con RNA viral. a) Ensayo de ribonucleasa
de 6His:HsFib con RNA viral de PMeV-Mx (carril 4) y mezclado con rRNA (carril 5). Cuantificacion de la
sefial del RNA viral b) y de las subunidades ribosomales 28S, 18S c) mediante el programa ImageJ y
representado en unidades normalizadas (NU). Gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe. M: Marcador

de masa molecular; E: Elucion; pb: pares de bases.
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DISCUSION

El estudio sobre la actividad de ribonucleasa de la FBL es reciente y por tanto queda mucho por
elucidar. Aunque la FBL es capaz de unir a RNAs de diferentes tipos y longitudes, como rRNA,
snoRNA, snRNA, siRNA y RNAs virales (Rakitina et al., 2011), sélo se ha demostrado que las
subunidades ribosomales 28S y 18S, junto con U3 snoRNA pueden ser degradados por dicha
proteina (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-Chable et al., 2020). Lo que nuestros resultados
sugieren es que, aunque la FBL pueda interaccionar con RNA viral, no lo pueda degradar. Por
otro lado, la muestra de RNA viral proveniente del latex de frutos de C. papaya L. infectadas con
PMeV-Mx, contienen otros componentes que podrian afectar de alguna manera la actividad de
ribonucleasa. Por tanto, estos mismos ensayos se podrian realizar a partir de un RNA viral puro
(sin &cidos nucleicos de la planta) o mediante la transcripcion del RNA viral con alguna
construccion que tenga la secuencia del RNA gendmico viral, con el fin de eliminar ruido en los

ensayos.

Por otro lado, en la reaccion donde se agregd RNA viral, rRNA 'y la FBL, la degradacion del rRNA
es menor con respecto al control (FBL + rRNA), puede explicarse de las siguientes maneras.
Aunque la FBL es levemente mas afin al rRNA qué al RNA viral (Rakitina et al., 2011), una
fraccion del 6His:HsFib ensayado se unié al RNA viral compitiendo por su union al rRNA y por
tanto hubo una menor degradacion a las subunidades ribosomales, tal y como lo indica el andlisis
con el programa de ImageJ. Otro escenario en dicho ensayo, es que el RNA viral al unirse a la
FBL, generd un cambio conformacional distinto al adecuado para su actividad de ribonucleasa

afectando la degradacién de las subunidades ribosomales.

CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos, la FBL no es capaz de degradar el RNA viral de PMeV-Mx. Por
otro lado, el RNA viral de PMeV-Mx modula negativamente la actividad de ribonucleasa de la

FBL. Estos resultados cumplen las metas del tercer y cuarto objetivo especifico.

Profundizar en este tema, no sélo podria brindar mas informacién respecto a la actividad de
ribonucleasa de la FBL, sino también en los procesos virales en los que esta asociada (Decle-
Carrasco et al., 2021), asi como plantear estrategias anti-virales enfocadas en la interaccion entre
la FBL y RNA viral.

44



CAPITULO V FIBRILARINA Y VIRUS DE PLANTAS

CAPITULO V FIBRILARINA Y VIRUS DE PLANTAS
Plant viral proteins and fibrillarin: the link to complete the infective cycle
Molecular Biology Reports (2021) 48:4677—-4686

La revision de acontinuacién recopila la informacién mas relevante sobre la asociacion de la FBL
y virus de plantas con el fin de identificar patrones y proponer nuevas preguntas de investigacion.

Para la presente tesis, esté revision fue la base para plantear la hipétesis.
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Abstract

The interaction between viruses with the nucleolus is already a well-defined field of study in plant virology.
This interaction is not restricted to those viruses that replicate in the nucleus, in fact, RNA viruses that
replicate exclusively in the cytoplasm express proteins that localize in the nucleolus. Some positive
single stranded RNA viruses from animals and plants have been reported to interact with the main
nucleolar protein, Fibrillarin. Among nucleolar proteins, Fibrillarin is an essential protein that has been
conserved in sequence and function throughout evolution. Fibrillarin is a methyltransferase protein with
more than 100 methylation sites in the pre-ribosomal RNA, involved in multiple cellular processes,
including initiation of transcription, oncogenesis, and apoptosis, among others. Recently, it was found
that AtFib2 shows a ribonuclease activity. In plant viruses, Fibrillarin is involved in long-distance
movement and cell-to-cell movement, being two highly different processes. The mechanism that
Fibrillarin performs is still unknown. However, and despite belonging to very different viral families, the
majority comply with the following. (1) They are positive single stranded RNA viruses; (2) encode
different types of viral proteins that partially localize in the nucleolus; (3) interacts with Fibrillarin exporting
it to the cytoplasm; (4) the viral protein-Fibrillarin interaction forms an RNP complex with the viral RNA
and; (5) Fibrillarin depletion affects the infective cycle of the virus. Here we review the relationship of
those plant viruses with Fibrillarin interaction, with special focus on the molecular processes of the virus

to sequester Fibrillarin to complete its infective cycle.

Keywords GAR domain - Long-distance movement - Cell-to-cell movement - Fibrillarin - Nucleolus - Plant

viruses

Introduction

The interaction of viruses and the nucleolus starts since the beginning of the 1990s. Despite that most
viral families have in common is their interaction with the components of the nucleolus (Greco, 2009;

Hiscox, 2002b; Hiscox et al., 2010; Pederson, 2011), RNA viruses, in particular those that replicate in

a7



CAPITULO V FIBRILARINA Y VIRUS DE PLANTAS
the cytoplasm arise more attention. The identification of nuclear and nucleolar localization signals (NLS

and NoLS, respectively) within viral-encoded proteins sequences explain how those viruses are able to
interact with the nucleus and nucleolus (Hiscox, 2007). The nucleolus is the main domain of the nucleus.
In the nucleolus, functions like gene silencing, cell cycle progression, senescence, ribosomal biogenesis,
biogenesis of small nucleolar RNAs, proliferation of RNA and many forms of stress response occur. This
region can behave as a dynamic or stable region depending on the nature and quantity of its composed
molecules (Andersen et al., 2005; Boisvert et al., 2007; Hinsby et al., 2006; Kressler et al., 1999; Shaw
y Brown, 2012). The nucleolus is functionally related to Cajal bodies (CBs), a structure with viral
interactions (Ding y Lozano-Duran, 2020). Fibrillarin (Fib), the main nucleolar protein, localize in both
the nucleolus and CBs (Rodriguez-Corona et al., 2015). Fib is an essential protein conserved in
sequence and function throughout evolution (Ochs et al., 1985; Rodriguez-Corona et al., 2015; Sobol et
al., 2013) that is is responsible for the 2’-O-methylations of rRNA and histone H2A in eukaryotes (Loza-
Muller et al., 2015; Tessarz et al., 2014). It belongs to the superfamily of the Rossmann-fold S-
adenosylmethionine (SAM) methyltransferases (MTases) (H. Wang et al., 2000). SAM proteins are
characterized with a conserved SAM-binding motif, the catalytic triad/tetrad [K-D-K-(H)] and seven-
stranded B-sheet flanked by a-helices to form an a-B-a structure (Rakitina et al., 2011). In addition, they
have a rich site in arginine and glycine residues (GAR domain) and a specific motif to bind RNA. The
protein structure can be divided into two domains: the N-terminal and the MTase domain. In plants, the
N-terminal domain of Arabidopsis thaliana Fib (AtFib) is divided with the GAR domain and a spacer
region. Several cellular and viral proteins tend to interact with the GAR domain and gives the property
of Fib to retain in the nucleolus. [19] find a novel ribonuclease activity within the AtFib2 GAR domain,
whilst AtFibl do not show. Recently, similar studies find out that this novel activity is conserved in the
GAR domain of Homo sapiens Fib (HsFib) (Guillen-Chable et al., 2020). In both (AtFib2 and HsFib), the
ribonuclease activity is affected by phosphoinositides. These findings were carried out in vitro, further
studies are needed to elucidate the nature of this novel ribonuclease activity. Different viruses from
different families require Fib to complete their infective cycle. In this review, we aim to identify possible
patterns in Fib's functions exclusively in plant viruses, to expand the knowledge of this protein on plant

virology and design novel strategies to control these viruses.

Fibrillarin in viral long distance movement
Groundnut Rossette Virus — ORF3

The Groundnut Rosette Virus (GRV) is a virus (+) ssRNA belonging to umbraviruses. Umbraviruses

have the peculiarity of not coding a coat protein (CP), so their viral particles are unconventional (M.
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Taliansky et al., 2003; M. E. Taliansky y Robinson, 2003). GRV ORF3 compensates this deficiency by

acting like a CP by associating with the major nucleolar protein, Fib (Table 1). ORF3 traffics from the
cytoplasm to the nucleus through its R-rich domain generating the fragmentation of the CBs in Cajal
Body-like structure (CBLs) (through a process still unknown) (Figure 1). Thereby promoting the fusion
with the nucleolus and thus recruiting Fib. Although it has not been elucidated yet how ORF3 promotes
the formation of CBLs and consequently, the fusion with the nucleolus, a well-documented phenomenon
(Cioce y Lamond, 2005; Ogg y Lamond, 2002), it is possible that the ORF3-Fib interaction interferes
with host protein-protein interactions or other processes that affect the integrity of CB (Kim et al., 2007b;
Sang et al.,, 2007b). Through Far-Western Blot and mutations analysis, ORF3-Fib interaction was
discovered in vitro through the L-rich region (and in particular L149) and the GAR domain, respectively.
It is suggested that ORF3 and Fib move as a complex (Kim et al., 2007b; Sang et al., 2007b). ORF3-
Fib complex is exported from the nucleolus to the cytoplasm with the L-rich domain of ORF3, which acts
as a nuclear export signal (Ryabov et al., 2004). Fib's location outside the nucleolus is an indicator of
some biotic or abiotic stress. Recruitment in vitro of ORF3 with Fib's and the viral RNA produce
filamentous RNP particles with structures and properties similar to those formed in vivo (Kim et al., 2007;
Sang et al., 2007b; M. E. Taliansky y Robinson, 2003). These RNP patrticles are infectious and with the
ability to protect viral RNA against an RNAase treatment. The binding site of Fib with RNA can serve
either to interact physically with viral RNA or to allow catalysis of the RNA or assembly of other proteins
with viral RNA, which is unreachable with ORF3 alone. Accordingly, the encapsidation of viral RNA with
ORF3 and Fib is sufficient for the formation of infectious RNP filaments capable of LDM in the infection
of GRV (Kim et al., 2007b; Sang et al., 2007b). The requirement of Fib for GRV LDM is the first evidence
reported of a plant virus-Fib interaction. To strengthen the hypothesis that Fib plays a role in GRV LDM

must be the localization of Fib itself at the phloem of GRV-infected plants.

Table 1 Plant virus-encoded proteins described to interact with Fibrillarin

Virus name Genome Virus-Encoded Protein Putative Function in Viral Infection  Reference
s

Groundnut rosette virus (+)ssRNA  Open reading frame 3 (ORF3) protein  Systemic movement [23, 24]
Potato virus A (+)ssRNA  Nuclear Inclusion protein a (Nla) Supression of RNA silencing [25]
Cucumber mosaic virus (+)ssRNA  2b Undetermined [26]

Poa semilaten virus (+)ssRNA  Triple gene block protein 1 (TGBp1) Undetermined [27]

Beet black scorch virus (+)ssRNA  P7a Relevant for viral infection [28]

Rice stripe virus (-)ssRNA P2 Supression of RNA silencing/Sys- [29]
Bamboo mosaic potexvirus satRNA (+)ssRNA P20 Systemic movement [30]
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Barley stripe mosaic virus (+)ssRNA  Triple gene block protein 1 (TGBp1) Cell-to-cell and systemic movement [31]
Mulberry mosaic dwarf-associated virus ssDNA V2 Supression of RNA silencing [32]
Ti-to-cell
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Fig. 1 Model for the role of Fibrillarin in plant viruses. Fibrillarin (Fib) is potentially involved in long distance
movement (LDM), cell- to-cell movement and in the suppression of RNA silencing (SRS)of certain
single-stranded positive-sense RNA plant viruses. (I) The ORF3 viral protein (VP) of Groundnut rosette
virus (GRV), mediate its long distance movement (LDM) in part through the interaction with Fib in
nucleolus (Nu), Cajal bodies (CBs) (in red circles), and finally in the cytosol (Cy) to form a viral
ribonucleoprotein complex (VRNP) to traverse into the phloem. (II) The cell-to-cell movement of Barley
stripe mosaic virus (BSMV) require the interaction of TGB1 protein and Fib. The TGB1-Fib protein
complex localizes in the Nu where are exported to the periphery of the cell to form a vRNP com- plex
where it conducts cell-to-cell movement with other BSMV VPs. (lll) A potential, un-described role of
Fib in plant viruses might bethe SRS. The viral suppressor of RNA silencing (VSR) VPg of Potatovirus
A, interacts with Fib. Fib is an RNA-binding protein in CBs, site of SiRNA in plants, which regulates viral
defense. The VPg-Fib inter-action localizes in the N and Nu, not seen in the Cy. Dotted arrows indicate

movement.
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Satellite RNA of Bamboo Mosaic Virus — P20

Satellite RNAs (satRNAs) are parasites of other viruses, referred to as helper viruses (HV) for their
replication and movement. satRNAs are generally unrelated in sequence to their HV, although, depend
on HV-encoded proteins for replication and encapsidation (Hu et al., 2009). The Bamboo Mosaic Virus
(BaMV)-associated satRNA (satBaMV) has a single a (+) ssRNA genome. satBaMV encodes a single
non-structural protein of 20 kDa (P20) (Lin et al., 1994) not related to satBaMV replication (Lin et al.,
1996). In fact, BaMV is required for satBaMV replication and encapsidation (Lin et al., 1994; Lin y Hsu,
1994).

The satBaMV P20 localizes in the nucleus and at the cell periphery, where it formed punctate structures
(Chang et al., 2016). P20 protein inmunoprecipitates with Fib, among other host proteins with anti-P20
IgG through a 7 dpi systemic leaves coinfected with HV and satBaMV, and in the absence of HV. Thus,
the role of Fib in satBaMV trafficking (in the absence of HV) was examined by VIGS Fib-silenced N.
benthamiana plants. The satBaMV RNA was not detected in Fib-silenced scion plants after grafting onto
the satBaMV transgenic line, at 9 days after grafting (DAG). Quantitative analysis revealed that satBaMV
MRNA was greatly reduced in Fib RNAI scions. This evidence suggest that Fib is crucial for satBaMV
LDM as in GRYV infection (Kim et al., 2007b; Sang et al., 2007a). However, the effect of fib-silencing
impaired only the LDM of satBaMV in HV and satBaMV coinfected plants.

P20-Fib direct interaction was confirmed by yeast two-hybrid (Y2H) assays (Table 1), being consistent
with co-IP results (Chang et al., 2016). P20 binds to satBaMV and BaMV RNAs with a strong affinity
through its arginine-rich motif (M.-S. Tsai et al., 1999). In regard to P20 RNA binding property and its
interaction with Fib, a potential RNP was studied. RNA extraction from total sap of plants coinfected with
HV and satBaMV were incubated with anti-P20 or anti-Fib IgG. RNA from both, HV and satBaMV were
present in the total sap incubated with anti-P20 or antiFib IgG. These results indicate that satBaMV P20
with Fib can form RNP complexes in vivo (Chang et al., 2016), as in GRV infection (Kim et al., 2007b;
Sang et al., 2007b). In addition, P20 can form punctate structures localized at PD and the satBaMV-P20
RNP complexes can traffic autonomously through the phloem in satBaMV-transgenic stocks or scions
(Chang et al., 2016).

Fibrillarin in viral cell-to-cell movement

Barley Mosaic Virus — TGB1

51



CAPITULO V FIBRILARINA Y VIRUS DE PLANTAS
Another virus with the genome type (+) ssSRNA that requires Fib, is the Barley stripe Mosaic Virus (BSMV),

a member of the genus Hordeivirus (Table 1). The BSMV genome is segmented into three gRNAs
designated as «,  and y. The BSMV movement is orchestrated by CP and three viral MPs: TGB1, TGB2
and TGB3. Particularly, TGB1 interacts with Fib (Z. Li et al., 2018). BSMV TGBL1 is a protein with RNA-
binding, RNA helicase and ATPase activities (Donald et al., 1997; Kalinina et al., 2002; Verchot-Lubicz
et al., 2010). The C-terminus of TGB1 binds BSMV gRNAs and sgRNAs to form RNP complexes that are
thought to be involved in cell-to-cell movement (Lim et al., 2008b). [35] found that BSMV TGB1 localizes

partially in nucleus and nucleolus when expressed alone, or in BSMV-infected cells. TGB1 contains NLS
and NoLS between 227—238 and 95-104 amino acids, respectively. TGB1 NoLS mutations reduced
BSMV cell-to-cell accumulation and movement in inoculated leaves, in addition to systemic movement in
N. benthamiana (Z. Li et al., 2018). Based on the latter, the possible interaction with Fib was examined.
It turned out that the BSMV TGBL1 protein interacts with the N. benthamiana Fib 2 (NbFib2) GAR domain,
while the abolition of this interaction leads to the reduction of TGB1 in nuclei and nucleoli. However, still

remains to map the region of BSMV TGB1 with Fib interaction.

In addition, Fib is induced in 60-70% in BSMV-infected plants with respect to healthy plants. The
mechanism of this induction has not been yet elucidated. Furthermore, silencing of NbFib2 by RNAI
reduces BSMV accumulation and its cell-to-cell movement compared to wild-type plants. Finally, it was
found that NbFib2 co-localizes with BSMV TGB1 protein and VRNA near the cell wall, and in conjunction
with the BSMV vRNA, indicating that NbFib2 may be part of the BSMV RNP complex (Figure 1) (Z. Li et
al., 2018). This report provides the first evidence that Fib interactions during plant virus infection not only
affects LDM, but also may be a fundamental component for cell-to-cell movement.

Poa semilatent virus — TGB1

As BSMV, Poa semilatent virus (PSLV) are representatives of the genus Hordeivirus characterized with
rodshaped particles and helical structures (Jackson et al., 2009). Furthermore, PSLV genome consist as
well of three +ssRNAs (RNAa, RNAS and RNAy) (Jackson et al., 2009; Morozov y Solovyev, 2003). The

PSLV TGB1 contains an N-terminal extension region and a C-terminal NTPase/helicase domain (HELD).

A co-localization of PSLV TGB1 (GFP-TGB1) with Fib (mRFP-AtFib) through agroinfiltration of N.
benthamiana epidermal cells, encourage to analyze a direct protein-protein interaction. A series of
Western Blot experiments with mutants of PSLV TGB1 and AtFib2 reveals that NTD of TGB1 directly
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interacts with fib in vitro and that the N-terminal GAR domain of Fib is necessary for this interaction (Table

1) (Semashko et al., 2012). In addition, BiFC experiments exhibited an interaction between PSLV TGB1

and AtFib2 in both, the nucleolus and in the inclusions of different sizes in the cytoplasm (Semashko et
al., 2012). Taking as a reference of the involvement of fib in GRV LDM (Kim et al., 2007b; Sang et al.,
2007b) and BSMV cell-to-cell movement (Z. Li et al., 2018), both re-localize fib to the cytoplasm and form
an RNP complex. Thus, Fib might be involved in PSLV cell-to-cell movement or LDM. In fact, PSLV TGB1
has two in vitro RNA-binding activities: one is associated with the extension domain and is critical for LDM
and the other is associated with the NTPase/helicase domain and is relevant for the formation of cell-to-
cell movement competent RNPs (Lough et al., 1998; Y. Yang et al., 2000). Nevertheless, the TGB1 NTD

is involved in cell-to-cell movement as well (Donald et al., 1997). [45] suggests that the assembled PSLV
TGB1-RNA complex be considered as a non-virion transport form of hordeiviral RNA facilitating both cell-
to-cell and long-distance virus transport. Ultimately, infectivity studies must be conducted in order to
elucidate the precise role of Fib in PSLV infection.

Beet black scorch virus — p7a

The Beet black scorch virus (BBSV) is a member of the genus Necrovirus (Zhao et al., 2015). BBSV has
a single positive-stranded RNA genome that encodes six viral proteins. Confocal microscopy analysis of
N. benthamiana epidermal cells stained with 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine (DAPI) revealed
that 87% of the P7a (fused to gfp) fluorescence accumulated in the nucleus. BiFC assays showed an
intense interaction between P7a and Fib (Table 1) in the nucleolus and CBs. [47] found through P7a
mutations that °RRERRVR?® of the R-rich motif control the nucleolar targeting. When P7aR5A mutant
was tested to interact with Fib by BiFC, fluorescence was observed only in the nucleolus. Also, the R-rich
motif of P7a is predicted to have an RNA binding domain. Consequently, this motif might be essential for
cell-to-cell movement. TGB1 of BSMV relocalize Fib to the cytoplasm where both co-localize with its viral
RNA genome to promote cell-to-cell movement (Z. Li et al., 2018). According to this, P7a of BBSV might
relocalize Fib to the cytoplasm and form a RNP with gRNA for cell-to-cell movement, or P7a interacts
with Fib as a strategy to localize in the nucleolus and CBs to undergo a nuclear role necessary for BBSV
cell-to-cell movement. Nevertheless, Fib cytoplasmic localization needs further attention to uncover which

of these two scenarios is the case or not.
Fibrillarin in virus-mediated suppression of RNA silencing

Potyvirus A — Nla
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Potyvirus is the largest genus of plant viruses with eight genera of viruses, all of them are plant-infecting

(+) ssRNA viruses. The genomic RNA of potyvirids contain a single ORF that codes for a major
polyprotein, which is proteolytically processed by virus-encoded proteinases. The polyprotein codes for
the mature viral proteins P3—6K1-CIl-6K2— VVPg—NIlaPro—NIb—CP, which are processed by the proteinase
NlaPro (Adams et al., 2005; Revers y Garcia, 2015).

Nla localizes primarily in the nucleus and less extensive in the cytoplasm of the infected cells (Revers y
Garcia, 2015). Nla is partially processed to produce VPg and NlaPro (Dougherty y Dawn Parks, 1991).
NIaPRO has a protease activity, responsible to processed the potyviral polyprotein and a DNAse activity
proposed to degrade host DNA to regulate gene expression (Anindya y Savithri, 2004; Revers y Garcia,
2015). VPg interacts not only with the majority of the potyviral proteins (Elena y Rodrigo, 2012; Jiang y
Laliberté, 2011), as well with host proteins: the eukaryotic initiation factor elF4E (A. Wang y
Krishnaswamy, 2012), a RNA helicase-like protein from peach and Arabidopsis (AtRH8) wich is related
to elF4E (T. S. Huang et al., 2010), Poly(A)-binding protein (Beauchemin y Laliberté, 2007), and Fib
(Rajamaki y Valkonen, 2009). VPg is a intrinsically disordered protein, capable to interact with a several
proteins, including homodimers (Oruetxebarria et al., 2001), and thus to participate in multiple processes
(Grzela et al., 2008; Rantalainen et al., 2008, 2011). As mentioned above, Potato virus A (PVA) Nla is
mainly located in the nucleus of infected cells in systemically infected leaves of Solanum commersonii
and N. tabacum [57, 62] examined by immunostaining with antibodies against VPg and Nla-Pro. The PVA
Nla N-terminus contain NLSI and NLSII, located at the residues from 4 to 9 and 41 to 50, respectively,
both needed for efficient nuclear and nucleolar localization (Rajamaki y Valkonen, 2009). Also, PVA Nla
accumulates in CBs. However, the nucleoli and CBs localization turned out to be independently controlled
by NLS Il and NLS I, respectively.

The VPg domain of PVA Nla was found to interact with Fib, in vivo (Table 1). This interaction was
subsequently studied in plant cells by BiIFC (Rajamé&ki y Valkonen, 2009). Interestingly, VPg-Fib
interaction occurred only in nucleoli and CBs but not in the cytoplasm (Figure 1). In GRV where Fib is
required for LDM (Kim et al., 2007b; Sang et al., 2007a), and in BSMV where is part of the cell-to-cell
movement (Z. Li et al., 2018), the interaction in the cytoplasm is key to perform both processes. Therefore,
this could mean the following scenarios: (1) In PVA infection, Fib might be involved in either LDM and
cell-to-cell movement or both but in a different mechanism. (2) Fib is required for PVA in a different viral
process rather than viral movement. (3) The VPg-Fib interaction signal in the cytoplasm is too weak to
localize. Reduction of Fib expression by 30% to 80% in leaves by virus-induced gene silencing (VIGS)

affected PVA accumulation by 50% but did not prevent LDM. By contrast, in similar experiments (Chang
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et al., 2016; Kim et al., 2007b; Z. Li et al., 2018; Sang et al., 2007a; L. Zheng et al., 2015), the depletion

of Fib resulted in the inhibition of LDM and cell-to-cell movement. Thus, an additional role of Fib in PVA

infection becomes a plausible scenario.

Plant viruses evolved to counteract the plant RNA silencing machinery through viral proteins (viral
suppressors of RNA silencing: VSR) that inhibit various stages of this plant defence (X. Huang et al.,
2019). Most potyviruses encodes two viral supressors of RNA silencing (VSRs), HCpro and VPg
(Rajamaki y Valkonen, 2009). HCpro is probably the most studied protein of potyviruses, particularly on
its ability to suppress RNA silencing (Hafrén y Makinen, 2008; Mallory et al., 2002; Soitamo et al., 2011).
However, there is little research in VPg VSR activity. For instance, VPg of Turnip mosaic virus and other
potyviruses mediate the degradation of SGS3, a key host protein, and its interacting and functional partner
RDR®6, both essentials components of the RNA silencing pathway (Cheng y Wang, 2017; Rajamaéki et al.,
2014).

Host genes are known to act as negative regulators of RNA silencing (Anandalakshmi et al., 2000; Endres
et al., 2010; X. Huang et al., 2019). The NgRBP, a glycine-rich RNA binding protein (similar to Fib in the
high content of glycine and the RNA binding property) from N. glutinosa suppress local and systemic RNA
silencing induced by sense RNA or dsRNA. Mutational analysis of NgRBP demonstrate that the RNA
motif region is necessary to maintain its RNA- silencing suppression activity. Also, NgRBP was able to
interact with the 3’end GFP mRNA and dsRNA, thus it is suggested that NgRBP blocks dsRNA synthesis
by RdRp at the beginning of RNA silencing, and consequently, the RISC complex formation by
competitive dsRNA binding (X. Huang et al., 2019).

PVA VPg interacts with Fib in nucleolus and CBs, both known centers for small RNAs, including siRNAs
and microRNAs that regulate gene expression posttranscriptionally (Brosnan et al., 2007; Pontes et al.,
2006; Pontes y Pikaard, 2008). Thus, Fib may be a vehicle for VPg to undergo its VSR activity in nucleoli
and CBs. Furthermore, Fib interacts with RNAs of different lengths and types including dsRNA and viral
RNA in vitro (Rakitina et al., 2011). As [70] speculate with NgRBP, Fib might impede RISC complex
formation through competitive dsRNA binding. Alternately, the VPg-Fib interaction may affect host
transcription or pre-mRNA processing, both processes in which Fib is involved, suggesting an explanation
to the shutdown of host gene expression during potyvirus infection (D. Wang y Maule, 1995). Further

studies need to explore why Fib interacts with a VSR protein.
Cucumber Mosaic Virus — 2b

Another VSR protein present in CBs and nucleoli is the Cucumber Mosaic Virus (CMV)-2b (Gonzalez et

al., 2010). Different hosts and CMV strains confirmed that the deletion of 2b gene affected entirely or, in
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some extend, the symptons, indicating that 2b is involved in symptom induction in these hosts rather than

in LDM (Hou et al., 2011; Lewsey et al., 2009; Netsu et al., 2008; Soards et al., 2002; Y. Wang et al.,

2004). In addition, CMV 2b counteracts host basal defenses based on RNA silencing. 2b was shown to

suppress silencing in a protoplast system (Qi et al., 2004). In A. thaliana CMV infection, accumulation of
21-, 22- and 24-nt siRNA species were significantly reduced compared to the same strain infection lacking
2b gene (Diaz-Pendon et al., 2007). Furthermore, [84] demonstrated that 2b and AGO1 proteins
interacted in vitro and in vivo by transient co-expression or crosses between A. thaliana expressing each
protein, followed by specific immunoprecipitation assays. Also, protein 2b might suppress RNA silencing
in some extend by blocking AGO1, due to the evidence that protein 2b inhibit AGO1 slicer activity in vitro
(Zhang et al., 2006). In this line, 2b protein is capable of interacting with protein AGO4, mainly in the
nucleus of infected cells (Gonzélez et al., 2010). In 2b transgenic A. thaliana and CMV infection affected
the regulation of transposons, mimicking the AGO4 phenotype. Thus, 2b alters plant defense by
interfering with AGO4-regulated transcriptional gene silencing (Hamera et al., 2016).

2b protein colocalizes with Fib in nucleoli and associated bodies. Although, Gonzalez et al. (2010) just
reported a colocalization and not an interaction. PVA-Nla (Rajamé&ki y Valkonen, 2009) and RSV-P2 (L.
Zheng et al., 2015), both VSRs, interacts with Fib in nucleoli and CBs. This evidence, and that the 2b
VSR activity relies significantly on the nucleoli (Du et al., 2014; Gonzalez et al., 2010; Hamera et al.,
2016) suggests a possible interaction between 2b and Fib. If this is the case, Fib might play a role in 2b
VSR activity, mainly due to its RNA binding ability and the pivotal movement through CBs and nucleoli
(Rodriguez-Corona et al., 2015).

Rice stripe virus — p2

RSV p2 is capable to interact with Fib in the nucleolus and CBs in N. benthamiana cells (Table 1) (L.
Zheng et al., 2015, 2018). [63] found that either NbFib2 or RSV p2 depletion prevents the systemic

movement of RSV in N. benthamiana plants.

As mentioned above, p2-Fib interaction occurs in the nucleolus and CBs of N. benthamiana cells but not
in the cytoplasm (L. Zheng et al., 2015, 2018). GRV-ORF3 (Kim et al., 2007b; Sang et al., 2007a) and
satBaMV-P20 (Chang et al., 2016) export Fib from the nucleolus and CBs to the cytoplasm to form vRNPs
for its LDM. The lack of a p2-Fib cytoplasmic interaction and formation of vRNPs, indicates that the
mechanism of Fib for LDM in RSV infection is different from the GRV (Kim et al., 2007b; Sang et al.,
2007a) and satBaMV infection (Chang et al., 2016) or has another role necessary for RSV-LDM.

Another host protein (from Oryza sativa) interactor of RSV p2 is a homologue of Arabidopsis suppressor
of gene silencing (AtSGS3), designated as OsSGS3 (0s12g09580). AtSGS3 is a cofactor of RDR6 and
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has been implicated in antiviral silencing (Dalmay et al., 2000; Fukunaga y Doudna, 2009; Glick et al.,

2008; Mourrain et al., 2000; Muangsan et al., 2004). YTH and BiFC experiments demonstrated that the

interaction between p2 and OsSGS3 occurred in the cytoplasm and nucleus. The expression of the RSV
p2 gene enhanced infectivity and pathogenicity of Potato virus X in N. benthamiana, indicated the
functional role of p2 as a silencing suppressor (Du et al., 2011). The VSR activity of RSV p2 in the nucleus
and the p2-Fib interaction in CBs and the nucleolus suggests a potential Fib's role in the suppression of

RNA silencing.
Mulberry mosaic dwarf-associated virus — V2

Plant RNA viruses are not exclusive to show an interaction with Fib. The Mulberry mosaic dwarf-
associated virus (MMDaV), a novel, unsigned species of the family Geminiviridae, a DNA-based genome

virus, has been found to interact with Fib (D. Wang et al., 2020).

[95] showed that MMDaV V2 inhibited local RNA silencing and LDM of the RNA silencing signal, but not
short-range spread of the GFP silencing signal in N. benthamiana plants expressing GFP. In addition, V2
was spotted to both subnuclear foci and the cytoplasm (in the absence of virus infection). Deletion
mutagenesis of V2 identified the basic motif (61 to 76 a.a) as crucial for V2 to form subnuclear foci and
for suppression of RNA silencing. Further investigation on the V2 subnuclear localization demonstrated
an interaction with NbFib2 through Y2H and BiFC in plant cells (Table 1). A V2 NLS (from amino acids
61-77) mutant was assayed and did not interact with NbFib2 (D. Wang et al., 2020). Interestingly, V2
could not colocalize with NbFib2 in the nucleolus in the context of MMDaV infection, whereas V2 was

found in the nucleoplasm.

MMDaV encodes five ORFs (V1-V5) and two ORFs (RepA and Rep) on the virion-sense and the
complementary-sense strands, respectively (Ma et al., 2015). Different agrobacteria cultures harboring
each MMDaV viral proteins were infiltrated into RFP-H2B N. benthamiana plants leaves together with
bacterium containing the construct GFP-V2. The exclusion of V2 from the nucleolus to the nucleoplasm
was only possible when V2 was coinfiltrated with RepA. The plausible interaction of V2-RepA was
confirmed via Y2H and through BiFC was limited to the nucleoplasm. Evenly, V2 was observed to form
homodimers and RepA excluded it as well to the nucleoplasm. Furthermore, RepA mediates nucleolar
exclusion of V2-NbFib2 complex verified by BiFC in RFP-H2B plant leaves (D. Wang et al., 2020).

Plants evolved to limit viral replication and spread of RNA- and DNA-encoded viruses by different
mechanisms. RdRp and Dicer-like (DCL) proteins target RNA viruses to generate siRNAs, and then
catalyse additional cleavage of viral RNA. DNA viruses also generate small RNAs that are subject to
RNA-directed DNA methylation (RdDM) (Matzke y Mosher, 2014; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). Both,
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RNA- and DNA-based viruses encode silencing suppressors to limit the host plant defenses. The

begomovirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) V2 protein suppress the RdDM pathway through its
localization to the CBs to interact with AGO4. TYLCV V2 protein colocalize with Fib at the nucleolus and
CBs (L. Wang et al., 2019), where V2 triggers its suppressor activity. MMDaV RepA protein excludes V2-
NbFib2 complex from the nucleolus to the nucleoplasmic sites (D. Wang et al., 2020) where Fib as a CB
marker (Rodriguez-Corona et al., 2015) might serve as an anchor to locate V2 and exert its function.
Thus, MMDaV V2 protein might suppress RdDM at the CBs as TYCLV V2 protein. Nevertheless, it needs

to elucidate whether V2-NbFib2 interaction is required for V2 to suppress RNA silencing.
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Current research on viral proteins that interact with fibrillarin
Molecular Biology Reports, 2022 (Aceptado, en proceso para publicacion).

Esta segunda revision recopila la informacién mas relevante sobre la asociacion de la FBL y virus
de animales con el fin de identificar patrones y proponer nuevas preguntas de investigacion. Para
la presente tesis, esta revision al igual que la primera, sirvi6 como pauta para formular la

hipétesis.
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Abstract

The nucleolus is a multifunctional nuclear domain, primarily dedicated to ribosome biogenesis.
Certain viruses developed strategies to manipulate host nucleolar proteins to facilitate their own
replication, by modulating ribosomal RNA (rRNA) processing. This association interferes with
nucleolar functions resulting in overactivation or arrest of ribosome biogenesis, induction or
inhibition of apoptosis and affecting stress response. The nucleolar protein, Fibrillarin (FBL), is an
important target of some plant and animal viruses. FBL is an essential and evolutionary highly
conserved S-adenosyl methionine (SAM) dependent methyltransferase, capable to degrade
rRNA by its intrinsically disordered region (IDR), the glycine/arginine-rich (GAR) domain. It forms
a ribonucleoprotein complex that directs 2°-O-methylations in more than 100 sites of pre-rRNAs.
It is involved in multiple cellular processes, including initiation of transcription, oncogenesis, and
apoptosis, among others. The interaction with animal viruses, including human viruses, triggered
its redistribution to the nucleoplasm and cytoplasm, interfering with its role in pre-rRNA
processing. Viral-encoded proteins with IDRs as nucleocapsids, matrix, Tat protein, and even a
viral snoRNA, those are able to associate with FBL, forcing the nucleolar protein to undergo
atypical functions. Here we review the molecular mechanisms employed by animal viruses to

usurp FBL functions and the effect on cellular processes, particularly in ribosome biogenesis.

Keywaords: fibrillarin, animal viruses, human viruses, nucleolus, ribosome biogenesis, intrinsic

disordered region
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Introduction

The nucleolus is the most extensive membrane-less nuclear body. Although it is physically
separated from the nuclear space, it is accessible for dynamic exchange. Mammalian cell nucleoli,
which are the best studied, contains three phase-separated subcompartments: the fibrillar center
(FC), the dense fibrillar component (DFC) and the granular component (GC). The FC and DFC
form a functional unit that is distributed in multiple copies throughout a single GC (Thiry &
Lafontaine, 2005). In addition, the nucleolus is often surrounded by a ring of condensed chromatin
also known as perinucleolar chromatin, enriched in specific genes to react to the environment and
other stimuli (Németh et al., 2010). The nucleolus” primary role are the initial steps of ribosomal
biogenesis, including: RNA polymerase | (Pol I)-driven transcription, processing and modification
of ribosomal RNA (rRNA) and the assembly of rRNA containing complexes (Boisvert et al., 2007).
Then precursor subunits move from the nucleolus to the nucleoplasm and ultimately to the
cytoplasm for further maturation, thus, resulting in functional ribosomal subunits ready to
participate in mMRNA translation into protein. These initial steps, are proposed to be coordinated
by liquid-liquid phase separation (LLPS) (this model is reviewed in (Lafontaine, 2019; Yao et al.,
2019)), since there is strong evidence that the multilayered architecture of the nucleolus arises
from multiphase liquid immiscibility (Feric et al., 2016). The nascent transcripts are synthesized
in FC and directed to DFC by the interaction of the 5'end of 47S pre-rRNA and the methyl
transferase domain (MD) of fibrillarin (FBL). Then, the FBL-RNA complexes translocate to the
DFC by the glycine- and arginine-rich (GAR) domain of FBL, self-association. FBL self-
association through its GAR domain, an intrinsically disordered region (IDR), strongly correlates
with such pre-rRNA sorting, and is required for pre-rRNA processing. In fact, the methylation
activity of FBL is not required for rRNA sorting (Yao et al., 2019).

Most nucleolar proteins contain IDRs (Stenstrém et al., 2020) and many IDRs have been shown
to undergo LLPS in vitro, while IDR containing-proteins have been implicated in numerous
condensates (Elbaum-Garfinkle et al., 2015; Nott et al., 2015). Disordered proteins increase the
interaction valency, since they are capable of establishing protein-protein and RNA-protein
interactions, which are key for phase separation (Lafontaine et al., 2020). LLPS are condensates
that allow control over the molecular environment and promote rapid exchange between

elements. In addition to protein composition (IDRs), concentration plays a critical role to establish
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LLPS (Alberti et al., 2019). For instance, FBL saturation concentration depends on the presence
of RNA, so nearly actively transcribing rDNA, FBL preferential condensation arises from the high
RNA concentration there (Berry et al., 2015). This is particularly important in nucleolar stress,
where nucleolar proteins are redistributed, decreasing its concentration and affecting the LLPS in
nucleolar processes. An analysis of the sequences of human and animal viruses-encoded
proteins known to associate with FBL, described in Table 1 evidences one or more IDRs, an SR,
and RGG-rich regions. This could be expected since viral proteomes are characterized by the
dominance of short disordered segments (Xue et al., 2014) as illustrated in Fig. 1. Interestingly,
IDPs can bind to globular proteins, but also with other IDPs, since the GAR domain (an IDR) tends

to be the binding region of viral proteins (Mészaros et al., 2011).

Table 1 Animal and human virus-encoded proteins and snoRNA described to associate with FBL

Virus name Genome Virus-encoded Putative function References
protein
Infectious bronchitis  (+)ssRNA Nucleocapsid Undetermined (Chen et
vIrus al., 2002)
Porcine reproductive  (+)ssRNA Nucleocapsid Undetermined (Yoo et al.,
and respiratory 2003)
syndrome virus
Mouse hepatitis virus  (+)ssRNA Nucleocapsid Transcription and/or  (Hilton et
translation of viral al., 1986;
MRNAs Chen et al.,
2002)
White spot syndrome  dsDNA Nucleocapsid Undetermined (Xing y Shi,
vIrus (VP15) 2011)
Influenza A H3N2 (-)ssRNA  non-structural Impairment of pre- (Melén et
protein 1 (NS1) rRNA proccesing al., 2012)
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Human (+)ssRNA Tat protein Impairment of pre- (Ponti et al.,
|r_nmunodef|C|ency rRNA proccesing 2008)
virus
Epstein-Barr virus dsDNA v-snoRNA1 Impairment of pre- (Hutzinger
rRNA proccesing et al., 2009)
Hendra virus (-)ssRNA  Matrix Viral replication and  (Deffrasnes
IRES-dependent et al., 2016)
translation of viral
MRNAs
IDRs D
RGGI/GGF ]
((ie‘ o rRsiISR O
WSSV N | 100%
1TB
PRRSV N — ] 5469%
?7 ; 4(|!9
IBVN | | LI el 1 | | LL] 58.44%
4|55
MHV N | [ | 1] 1T [ T 44.40%
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HIV-1 Tat | 62.79%
237
H3N2 NS1 [ 35.02%
\/ J|52
HeV M I 14.77%

Fig. 1 IDR prediction, SR boxes, and RGG sequences of animal and human viruses-encoded

proteins known to associate with FBL. Disorder percentage is indicated.

FBL is an essential protein that has been conserved in sequence and function throughout
evolution (Jansen et al.,, 1991; Ochs et al.,, 1985; Rodriguez-Corona et al., 2015). During
interphase of HelLa cells, it localizes at the transition zone of FC and DFC, as well in the Cajal
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Bodies (CBs). CBs are small nuclear organelles observed in plant and animal nuclei. CBs can be
localized to the nucleolar periphery or within (Dundr et al., 2004; Gall, 2000). Primarily, they are
involved in the processing of small nuclear RNAs and small nuclear ribonucleoproteins (RNPS)
(Gall, 2000). CBs disappear from prophase nuclei and reappear in late G1 (Gall, 2003). Thus,
during prophase, FBL is directed to the chromosomal periphery until anaphase (Takata et al.,
2007; Uchiyama et al., 2005). Then, during telophase, FBL is significantly accumulated in
prenuclear bodies, which indicate its role in nucleolar assembly (Fomproix et al., 1998). In early
G1 phase, FBL localizes in condensed chromatin of nuclei. Depletion of FBL by siRNA (with a
reduction of > 70% expression levels) in HelLa cells, showed nuclear morphology defects.
Whereas, nucleolin depletion, another abundant nucleolar protein, did not affect nuclear
morphology. Also, FBL depletion in HelLa cells, showed a decreased cell growth. This reduction
is thought to arise due to a delay at the G2-M transition of the cell cycle, rather than a direct defect
in DNA synthesis (Amin et al., 2007). Thus, FBL is involved in nuclear maintenance and cell
growth in HeLa cells.

FBL catalyzes the 2'-O-methylation (2'-O-Me) of pre-rRNA (Tollervey et al., 1993), and regulates
rRNA transcription by methylating histone H2A (Loza-Muller et al., 2015; Tessarz et al., 2014). In
eukaryotes, FBL forms a RNP complex with Nop56, Nop58, and 15.5ka proteins, that is guided
by one of several C/D box small nucleolar RNAs (snoRNA). This complex is responsible for more

than 100 sites of methylations in pre-rRNA, depending on the organism (Dunbar et al., 2000).

In eukaryotes, FBL N-terminal domain consists of: GAR domain, which is an IDR, and a spacer
region. A novel ribonuclease activity for rRNA was described within the GAR domain of human
FBL 1 and Arabidopsis thaliana FBL 2 (AtFib2) (Guillen-Chable et al., 2020; Rodriguez-Corona
et al., 2017b). Its ribonuclease activity is affected by phosphoinositides and phosphatidic acid.
The GAR domain contains a nucleolar localization signal (NoLS), and is responsible to interact
with multiple cellular and viral proteins (Decle-Carrasco et al., 2021; Rodriguez-Corona et al.,
2015). The binding of phosphoinositides and FBL may facilitate phase separation necessary for
pre-rRNA processing and DFC formation. This ribonuclease activity is blocked when U3 is bound
(Guillen-Chable et al., 2020). The most abundant snoRNA, U3, despite to complex with FBL, does
not methylates pre-rRNA, but aids in its cleavage (Granneman et al., 2004; Stamm & Lodmell,
2019). On the other hand, the FBL C-terminal end has an RNA-binding motif (Aris & Blobel, 1991)

and a conserved structure of g-sheets and a-helical domains, which constitute the AdoMet-
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dependent MT domain (Deng et al., 2004). The alpha-helix domain interacts with Nop56 protein,
which is indispensable for the association with the C/D box snoRNPs (Lechertier et al., 2009).

FBL has been targeted for distinct types of stresses. FBL is implicated in human prostatic
intraepithelial neoplasia that can progress to prostate cancer (Koh et al., 2011) and in human
adenocarcinoma (Miller et al., 2012). In breast cancer, tumors express high levels of FBL (Marcel
et al., 2013), however, low levels of FBL have been found as well (Nguyen Van Long et al., 2022).
p53 decreases the expression and protein level of FBL by interacting with FBL intron 1 sequence,
that contains a p53 regulatory site. Reduced levels of p53 in breast cancer cells, results in an
increased level of FBL, which promotes abnormal methylations in rRNA that affects translational
fidelity, and an increased internal ribosomal entry sites (IRES) of key cancer genes (Marcel et al.,
2013). Furthermore, FBL also has been targeted by a plant viruses and animal viruses. In certain
plant viruses, FBL has been reported to participate in cell-to-cell and long-distance movement
(LDM), and a putative role in virus- mediated suppression of RNA silencing (for a review, see
reference (Decle-Carrasco et al., 2021)). The viral proteins known to associate with FBL from
animal and human viruses (Table 1), differ in function but their coding sequences has common
features, for example IDR, RNA-binding domains (RBDs), nuclear and nucleolar localization
signals (NLS/NoLS). Such motifs may be crucial for the association with FBL (Fig. 2). Here, we
review the molecular mechanisms of human and animal viruses to manipulate FBL and the

implications over the host-cell processes, such as ribosome biogenesis.

65



CAPITULO VI FIBRILARINA Y VIRUS DE ANIMALES

WSSV N VP15
1 80
N-N NLS B
PRRSV N H:]

1 128

BV N MJ RED [ LINK_ ] DD m
1 409

ww  [NTOT RO ] LNK [ Db [CID
1 455

Pro-rich / Acidic CORE Glu-rich
HIV-1 Tat Transactivation |
1
Cys-rich / Acidic Arg-rich | Basic
Cyc T1 binding
NES NLS 2
W7 N \/
H3N2 NS1 RBD | |CPSF4-binding| | PABPN1
[ |
1 I Effector domain 1237
Putative Zn finger LXGG/N LXGG
HeV M Y | PCP X

Fig. 2 Domains of viral proteins that are associated with FBL. WSSV (white spot syndrome virus)
Nucleocapsid protein VP15 (Boonyakida et al., 2021); PRRSV (porcine reproductive and
respiratory syndrome virus) Nucleocapsid domains: N-N, N protein-N protein interactive domain
(Yoo et al., 2003); NLS, nuclear localization signal (Rowland et al., 1999); B-strand conserved
among arteriviruses (Wootton et al., 2002); IBV (infectious bronchitis virus) and MHV (mouse
hepatitis virus) Nucleocapsid domains: NTD, predicted intrinsically disordered N-terminal domain;
RBD, RNA-binding domain; LINK, predicted disordered central linker; DD, dimerization domain;
CTD, predicted disordered C-terminal domain (Millet & Whittaker, 2015); HIV-1 (human
immunodeficiency virus-1) Tat protein: transactivation site ( Proline and Cysteine rich acidic site;
CORE), arginine rich basic site (functions as a RNA-binding domain (RBD), a protein transduction

domain (PTD) and nuclear localization signal (NLS), glutamine-rich region (Clark et al., 2017);
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Influenza A H3N2-NS1 protein domains: RBD, RNA binding domain; NLS, nuclear localization
signal; Effector domain: NES, nuclear export signal; NLS2, nuclear localization signal; CPSF4,
factor subunit 4, PABPN1, polyadenine binding protein 1 (Rosério-Ferreira et al., 2020); HeV
(Hendra virus) Met, methyl transferase; X and Y domains, PCP, a papain-like cysteine protease;
HVR, proline-rich hypervariable region, Hel, RNA helicase; RdRp, RNA-dependent RNA
polymerase (Pallerla et al., 2020).

Nucleocapsid proteins tends to redistribute FBL

FBL has been shown to co-localize with the nucleocapsid of different mammalian viruses,
including white spot syndrome virus (WSSV), infectious bronchitis virus (IBV), mouse hepatitis
virus (MHV), porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) and severe acute
respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) (H. Chen et al., 2002; F. Q. Li et al., 2005; Xing &
Shi, 2011; Yoo et al., 2003; You et al., 2005). The infection of these viruses and the expression
of the nucleocapsid without its respective virus, results in a redistribution of FBL to the perinuclear
region where transcription and RNA metabolism takes place in the host cell. Such redistribution
of FBL may affect the early steps of pre-rRNA processing, since the nascent transcripts emerge
in the FC-DFC interface where are bound to the RBD of FBL to finally be sorted (as a complex)
to the DFC to initiate the pre-rRNA processing (Fig. 3a) (Lafontaine et al., 2020). Interestingly,
just SARS-Cov N protein has been reported to relocalize a fraction of FBL to the cytoplasm (Fig.
3b) (F. Q. Li et al., 2005). Compared to adjacent uninfected cells or mock-infected cells, FBL
forms its classic “Christmas tree-like” structure (Aris & Blobel, 1991). In fact, Chen et al. (2002)
reported that after 20 fields of view in duplicate experiments, the Christmas tree-like structure was
inexistent in observed IBV-infected cells. On the other hand, the localization of nucleocapsid
proteins were primarily cytoplasmic and nuclear, but in a speckled pattern. In virology, these
speckled structures are formed within the nucleus, commonly functioning as a viral assembly
matrix or a RNA transcription site (Pyper et al., 1998). However, it seems that the subcellular
localization of nucleocapsid protein depends on the infection stage. Yoo et al. (2003), tracked the
subcellular distribution of PRRSV N protein through infection time. From 6 to 20 h p.i., the
localization was mainly nuclear and nucleolar, whereas by the time of 30 to 48 h p.i., turns
exclusively cytoplasmic (Wootton et al., 2002). It is important to highlight that these findings were
carried out in different cell lines, such as Vero or HelLa cells, and the observations were similar,
indicating that the redistribution of FBL is a potential common feature and not unique for a

particular cell line.
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Just the N protein of PRRSV is known, to our knowledge, to form a physical association with FBL
(Yoo et al., 2003). The in vivo interaction of PRRSV N- FBL complex was confirmed by the
mammalian two hybrid assay in HelLa cells. This result was corroborated in vitro by the GST-pull
down assay. Furthermore, by a series of deletion mutants from both, PRRSV N protein and FBL,
the authors identified that the FBL GAR domain and eight (3lAQQNQSR37) amino acids of
PRRSV N protein, are the interactive domains (Yoo et al., 2003). Unfortunately, interaction assays
between the nucleocapsids mentioned above and FBL are pending to be done. Alternatively,
PRRSV N is known to bind not just viral genomic RNA but also with rRNA. Yoo et al. (2003)
investigated if the association with rRNA was involved with the FBL interaction. The addition of
RNase A to an immobilized GST- FBL fusion protein on gluthatione sepharose beads and
incubated with radiolabeled PRRSV N protein, inhibited the interaction. In contrast, the absence
of RNase A, enable the physical association. Thus, it is hypothesized that the rRNA binding makes
a conformational change in N to establish a stable interaction with FBL. This might be the case,
since the colocalization between both proteins did not occur in CBs, where traces of FBL exist at
this subnuclear compartment but not rRNA. On the contrary, Chen et al. (2002) spotted the
colocalization in a speckled pattern in the nucleus of Vero cells but expressing (distinct cell lines)
the MHV and IBV N proteins, at what appears to be CBs. It seems that the co-localization at CBs
varies from one virus to, another; even so, what remains constant is their distribution between the
DFC and the FC within the nucleolus.

According to the findings of each N protein described in this section, the viral protein behaves in
a similar manner with FBL. Further studies should be done in order to elucidate the precise role
of this association. Another coronavirus with a possible interaction with FBL is the severe acute
respiratory syndrome-2 (SARS CoV-2). SARS CoV-2 RNA interacts in the nucleolus with snoRNA
U27 and is 2-O-methylated, while 2'-O-Me levels in host RNAs decrease after SARS CoV-2
infection (S. L. Yang et al., 2021). snoRNA U27 is responsible for 18S rRNA methylation and is
associated with FBL, NOP56, NOP58 and NHP2L1 (Falaleeva et al., 2016). These data may
suggest that FBL is hijacked by the strong association between SARS CoV-2 RNA and U27
snoRNA, where U27 guide FBL to perform 2-O-Me over SARS CoV-2 RNA. This idea
corroborates the decrease 2'-O-Me levels in host RNAs, since significative amounts of FBL may
be away from pre-rRNA processing. Unfortunately, there is no report for a SARS CoV-2/FBL
interaction, however, it’'s most abundant protein, N, localizes in the cytoplasm and nucleolus
(Ariumi, 2022), just as SARS CoV N (F. Q. Li et al., 2005), suggesting it as a possible interactor.

Nonetheless, the redistribution of FBL might affect ribosomal biogenesis, and consequently, the
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host translation machinery. In fact, host cell translation is decreased under MHV infection, while
viral mRNAs are unaffected or up-regulated (Hilton et al., 1986). Therefore, N proteins might
hijack FBL to disrupt their normal functions and for replication, transcription, and/or translation of
viral RNAs.
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Fig. 3 Comparison of FBL redistribution by SARS CoV and IBV N proteins. (a) FBL nucleolar
organization during nascent pre-rRNA sorting. Nascent transcripts synthesized in FC are pulled
to the FC/DFC interface by the RBD of FBL. FBL diffuses to the DFC, where self-associates
through its GAR domain. The IDR of the GAR domain establishes the DFC phase, where nascent
transcripts move for initial pre-rRNA processing. See text for details. (b) Although SARS CoV and
IBV binds FBL with the same viral protein (N), different redistribution of FBL occurs. While SARS
CoV N (grey circles) co-localizes with FBL (blue circles) in the nucleolus and cytoplasm, IBV N

(yellow circles) redistributes a fraction of FBL to the nucleus. Nu: nucleus; Cy: cytoplasm.
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Human immunodeficiency virus-1 Tat protein hijacks FBL to impair pre-rRNA processing

The human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) encodes for two proteins that are imported to the
nucleolus, Rev and Tat protein. NPM1 is reported to import both viral proteins to the nucleus
which are then retained in the nucleolus through the interaction with nucleolar components
(Arizala et al., 2019; Kurnaeva et al., 2022). Unlike the HIV-1 Rev protein, Tat protein localization

depends on its expression level and so its function (Musinova et al., 2016).

The HIV-1 Tat protein, regulates transcription of viral genes and manipulate diverse cellular
processes, mainly nuclear, through the interaction with nuclear components (Mbonye & Karn,
2014; Romani et al., 2010; van Lint et al., 2013). HIV-1 Tat is classified as an intrinsically
disordered protein (IDP) (Shojania & D. O’Neil, 2010), which may explain the ability to associate
with several cellular components, since IDPs have greater surface area, giving the ability to bind
multiple partners (Uversky et al., 2005). In fact, through genome-wide occupancy of Tat protein
on host cell chromatin in HIV-1-infected T-cells, 568 genes were identified to bind significantly to
Tat protein. So, they might be acting as a transcriptional regulator, since Tat protein locates at
the promoter of the 66% of the reported genes. This is actually the case for c-Rel, which is
downregulated by the interaction of Tat with kappa B nuclear factor (NFxB) binding sites on the

promoter (Dhamija et al., 2015).

Tat protein localization might depend on its cellular concentration. In Jurkat HIV-1 infected cells,
the expression levels of Tat were high, the localization was nucleolar, conversely, when the levels
were low, was nucleoplasmic (Coiras et al., 2006). The same pattern occurred in stable
transfected Hela cells expressing Tat-GFP (Stauber & Pavlakis, 1998), meanwhile, in Tat
transgenic Drosophila melanogaster cells, it localizes in both regions, although the concentration
difference wasn’t studied (Ponti et al., 2008b). In addition, since Tat protein is secreted by infected
cells and internalized by neighboring cells, its intranuclear concentration is lower than in infected
cells, therefore the distribution is mainly nuclear, while in HIV-infected cells is nucleolar. Tat is
able to modify host gene expression, indirectly or by direct interaction with the gene promoters
(Dhamija et al., 2015; Kukkonen et al., 2014; Marban et al., 2011), and according to the
expression profiles of deregulated genes, a distinct subset of genes are regulated depending on
its intranuclear concentration and localization. In Tat stable transfected Jurkat T cells
(nucleoplasmic localization), deregulated genes are linked to viral carcinogenesis, stem cell

pluripotency, B cell receptor signaling and cancers. Alternatively, nucleolar Tat in HIV-infected T
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cells, deregulate genes involved mostly with ribosomal biogenesis (Musinova et al., 2016). This
is the case for Drosophila nurse cells expressing Tat protein, in which the levels 80S ribosome
particles are reduced. Ponti et al. (2008), found that Tat affects at least cleavage site 1, impairing
pre-rRNA maturation of Drosophila Tat expressing-cells. Tat protein immunoprecipitates with FBL
and with U3 snoRNA. Thus, the inhibition of pre-rRNA processing by Tat might be induced through
the interaction with these key nucleolar components for the early steps of pre-rRNA processing,
preventing them to function in ribosomal biogenesis (Fig. 4). Therefore, Tat protein might interfere
with FBL binding to the 5’end of hascent 47S pre-rRNA. In concordance with this, FBL knockdown
in HelLa cells showed aberrant accumulation of 47S and 34S pre-rRNAs, accompanied by
reduced 28S and 18S rRNAs (Yao et al., 2019). Ponti et al. (2008) reported a co-localization of
Tat protein and FBL at the nucleoplasm and nucleolus, indicating a redistribution of FBL, since
during interphase, FBL localizes in the transition zone between FC and DFC, which is

transcriptionally active (Rodriguez-Corona et al., 2015; Yao et al., 2019).
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Fig. 4 Association of HIV Tat with FBL and U3 snoRNA impairs pre-rRNA processing. In HIV-
infected cells, nucleolar Tat protein inhibits the processing of the pre-rRNA by subtracting (red
dotted arrow indicates movement) FBL and U3 snoRNA from the initial cleavage of ETS-18S pre-
rRNA. The Tat-mediated FBL redistribution to the nucleoplasm, as well, affects pre-rRNA
processing, and a reduced 80S ribosome particles levels. No: nucleolus; Nu: nucleus; Cy:

cytoplasm.
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Hendra virus orchestrate FBL 2°-O-Me to influence proviral host genes and viral proteins
synthesis

Hendra virus (HeV) and Nipa virus (NiV), both highly pathogenic viruses transmitted from bats to
animals and humans, belongs to the Henipavirus genus classified in Paramyxoviridae family
(Broder & Wong, 2016). Both viruses require an overlapping subset of host genes for infection. A
genome-wide analysis of host genes required for henipavirus infection identified multiple genes
involved in ribosomal biogenesis, nuclear export/import and transcriptional regulation. From 585
proviral genes identified, FBL exhibited the highest impact on henipavirus infection. HeV and NiV
infection was inhibited more than 99.9% by FBL knockdown. Deffrasnes et al. (2016) tested the
dependency to FBL of cytoplasmic replicating viruses belonging to different genera in the same
subfamily: measles virus (MeV, genus Morbilivirus), mumps virus (MuV, genus Rubulavirus),
respiratory syncytial virus (RSV, genus Pneumovirus), and a nuclear replicating virus: influenza
A/WSN/33. Interestingly, the cytoplasmic replicating virus showed a significant reduction in titer
cells transfected with siFBL, with exception of the nuclear replicating virus. In general, it seems

that FBL is a key factor for paramyxovirus infection, in general.

The link between FBL and paramyxoviruses, prompted to Deffrascnes et al. (2016) to elucidate
the precise role across the viral cycle. HeV-infected HelLa cells transfected with siFBL resulted in
significant reduced levels of viral RNA. The same pattern occurred to HeV gene expression levels,
since P and N (the most abundant viral proteins) synthesis was barely detected in HeV-infected
cells treated with siFBL. (+)ssSRNA viruses do not contain 5° cap, so its viral protein synthesis is
initiated through IRESSs translation initiation. IRES-dependent translation is influenced over CAP-
dependent translation by rRNA 2°-O-Me (Yi et al., 2021). In breast cancer cells, changes in FBL
expression were correlated with alterations of rRNA 2°-O-Me levels, with efficient translational
initiation of MRNAs containing IRES elements (Marcel et al., 2013). Another host gene required
for Henipavirus infection was L13a, a protein necessary for rRNA methylation and IRES-mediated
translation (Chaudhuri et al., 2007). Co-immunoprecipitation and co-localization assays
demonstrate that FBL complex with L13A and U15 snoRNA (Basu et al., 2011). Therefore, it is
conceivable that HeV orchestrate FBL methylation to influence proviral host genes and viral
protein synthesis (Fig. 5), since these viruses are known to target host translation factors to shut

down translation and/or boost viral translation (Mailliot & Martin, 2018).
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The requirement of the methylation activity of FBL for henipavirus infection was studied through
a rescue experiment. HelLa cells were transfected with siFBL-2 to knock down endogenous FBL
expression, then transfected with a plasmid encoding a yeast FBL (NOP1) E191A mutant, a
mutation that impaired the methylation activity in vitro, followed by infection with HeV. The E191A
mutant was not able to rescue HeV infection, compared to control cells. Thus, suggesting that the
methylation activity of FBL is required for HeV infection. Furthermore, to corroborate if the
methylation of pre-ribosomes by FBL is specifically the target of henipaviruses, Deffrasnes et al.
(2016) reduced the expression of NOP56 and NOP58 by SMART pool siRNAs and test the impact
on HeV infection. Depletion of either NOP56 or NOP58 impaired HeV infection, as measured by
TCID50 assays and immunofluorescence. In summary, these findings support the idea that

henipavirus infection exploit the role of FBL in pre-rRNA processing.

In addition, by confocal microscopy and reciprocal co-immunoprecipitation studies, the HeV
matrix (M) was shown to colocalize with FBL in the nucleolus and in a lesser extent in the
nucleoplasm, and to associate directly or indirectly, respectively (Deffrasnes et al., 2016).
However, the interaction still needs to be determined. Since FBL is well documented to localize
in nucleoli during interphase, HeV infection might redistribute a small fraction of FBL to the

nucleoplasm.
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Fig. 5 HeV infections orchestrate FBL 2"-O-Me to influence proviral host genes and viral proteins
synthesis by IRES-dependent translation. During HeV infection, viral M proteins (by an unknown
mechanism) alter pre-rRNA 2"-O-Me by physically interacting with FBL, U15 snoRNA and protein
L13a in the nucleolus. HeV M manipulates FBL 2°-O-Me to induce IRES-dependent translation of
proviral host genes (containing IRES elements) and HeV proteins. No: nucleolus; Nu: nucleus;
Cy: cytoplasm.

Epstein-Barr virus v-snoRNA1 assemble with FBL and NOP56/58

The snoRNAs are the type of regulatory elements responsible for posttranscriptional rRNA
maturation, of two different modifications, the C/D box snoRNAs and H/ACA box snoRNAs, which
catalyzes 2'-O-Me and pseudouridylations, respectively (Ganot et al., 1997). Particularly, C/D box
snoRNAs are typically 70-90 nt long and serves as the scaffold for the assembly of snoRNP,
including FBL (Henras et al., 2004). Several of the known C/D box snoRNAs do not have a
predicted rRNA target, so they are classified as “orphan”. Alternatively, some C/D box snoRNAs
have been found to associate with proteins other than FBL, NOP56/58 and 15.5. Indicating that
C/D box snoRNAs can associate into complexes lacking a methylase.

Evidence indicates that snoRNAs are crucial for viral infectivity (Stamm & Lodmell, 2019).
Although, most viruses do not encode snoRNAs and mainly RNA viruses use C/D box snoRNAs,
Epstein-Barr virus (EBV) (dsDNA genome) is the exception. EBV belongs to the y-subfamily of
herpesvirus and infects approximately 95% of the world’s population (Peng et al., 2020). EBV
encodes a viral-specific v-snoRNAL. In fact, v-snoRNA1 is conserved within various EBV strains
and among evolution. It is suggested that v-snoRNA1 serve in both the latent and lytic mode of
infection, but with different functions (Hutzinger et al., 2009). Interestingly, v-snoRNA1 was shown
to co-localize and assemble in the nucleolus with NOP56/58 and FBL while U3 snoRNA, co-
localized in the nucleolus with v-snoRNA1 as well. FBL is present in the U3 complex; however,
U3 does not methylate pre-rRNA, but aids in its cleavage (Granneman et al., 2004). In vitro studies
determined that human FBL has a ribonuclease activity for rRNA, and this second activity is
blocked when U3 is bound (Guillen-Chable et al., 2020). Hence, v-snoRNA1 might compete for
FBL and NOP56/58 against U3 snoRNA, affecting pre-rRNA maturation and, in the process, affect
efficient protein synthesis. Hutzinger et al. (2009), classified v-snoRNA1 as an “orphan” snoRNA,
since neither ribosomal or spliceosomal RNA were determined as targets. Also, by comparing a

null mutant of v-snoRNA1 against its wild type version, it was concluded that the Av-snoRNA1
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mutant remained indistinguishable from its wild type counterparts in terms of lytic replication,
infection and B cell transformation. However, the increment up to 30-fold expression levels upon
induction of the lytic replication cycle, undoubtedly assure the relevance of v-snoRNAL1 particularly
at this stage of infection. Studies may be conducted in order to establish the precise role of EVB
v-snoRNAL.

Influenza A H3N2 NS1 arrests rRNA transcription by the interaction with nucleolin, B23 and
FBL

Influenza virus A (IAV) is a (-)ssRNA virus capable of translating viral mMRNAs while attenuating
host protein synthesis (Yanguez & Nieto, 2011). IAV has evolved a mechanism where the 5'-m’G
cap is excised from host mRNAs and snoRNAs, which serves as a primer to synthesize the viral
(+)-sense MRNA, and ultimately the synthesis of a 3" poly(A) tail from a poly(U) stretch. Once the
viral MRNAs are exported to the cytoplasm, the mechanism of translation remains elusive. Just
as in poliovirus and encephalomyocarditis virus infection, IAV is proposed to induce mTOR
pathway and activate the 4E binding proteins (4EBP). 4EBP sequester elF4E preventing the
interaction with elF4G, inhibiting canonical cap-dependent translation initiation. Thus, it is
believed that the viral MRNAs translation might be independent of 5 cap recognition by elF4E.

The genome of IAV is segmented in eight RNAs that encode for 12 viral structural and
nonstructural proteins (Jagger et al., 2012). Among those viral proteins, the non-structural protein
1 (NS1), is one of the major virulence factors. IAV NS1 is a multi-functional protein, with a N-
terminal dsRNA-binding domain and a C-terminal effector domain. It plays essential roles to
counteract immune responses of the infected hosts (Z. Chen et al., 1999; Min et al., 2007; Min &
Krug, 2006; Nemeroff et al., 1998; Opitz et al., 2007). All types of NS1 have an N-terminal nuclear
localization signal 1 (NLS1), but particularly the H3N2 NS1 has an additional NLS2 within the C-
terminal domain, which also functions as a NoLS. Thus, only the NS1 protein of IAV H3N2 subtype
virus is characterized to distribute inside the nucleolus (Melén et al., 2007, 2012). Interestingly,
the NS1 protein of the human H3N2 virus interacts through the NLS2/NoLS and in a minor extent
the NLS1 with the main nucleolar proteins; nucleolin, B23 and FBL. Moreover, confocal laser
microscopy revealed that the NS1 protein co-localizes with nucleolin in the nucleolus and
nucleoplasm, while with B23 and FBL only in the nucleolus of IAV/Udorn/72 virus-infected A549
cells (Melén et al., 2012; Murayama et al., 2007). B23/nucleophosmin is a nucleolar

phosphoprotein involved in 28S rRNA processing and ribosome assembly that localized in the
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GC. Knocking down B23 inhibits the processing of pre-rRNA leading to cell death. On the contrary,
the overexpression promotes S-phase entry in cells lacking p53 (Itahana et al., 2003). Nucleolin,
a multifactorial protein involved in several cellular processes, is also implicated in the transcription
and maturation of rRNA, and ribosome assembly and transport (Cong et al., 2012). Nucleolin
inactivation induces nucleolar disruption, which leads to apoptosis (Ugrinova et al., 2007). H3N2
NS1 protein represses RNA Pol I-dependent transcription through nucleolin interaction, by hyper-
methylation in the UCE of rRNA gene promoter. In NS1 expressed cells, an increased association
of ribosomal proteins with MDM2, and p53 accumulation, suggests an induced nucleolar stress
that would promote apoptosis (Yan et al., 2017). These findings imply that H3N2 NS1 mediate

depletion of rRNA which in turn triggers nucleolar stress, resulting in p53-dependent apoptosis.

The Pol | repressor, p53, also represses the expression of FBL. FBL expression is inversely
associated with p53 activity in human breast cancer cells (Marcel et al.,, 2013). Ribosome
biogenesis is overactivated in p53-inactivated cancer cells (Bywater et al., 2012). In IAV H3N2
infection context, both, the accumulation of p53 might regulate FBL expression and the interaction
with NS1, may prevent it to establish its physiological processes. In general, the role of H3N2
NS1 by targeting nucleolin, B23 and FBL strongly suggests the impairment of ribosomal

biogenesis and its above-mentioned consequences (Fig. 6).

\/ . ibosomal proteins X
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@‘4‘ Nucleolar stress ™ v
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Fig. 6 IAV H3N2 NS1 blocks rRNA transcription resulting in nucleolar stress and p53-dependent

apoptosis. H3N2 NS1 binds to nucleolin and FBL in the nucleolus. NS1/nucleolin association
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disrupts the ability of nucleolin to bind rDNA, which promotes hyper-methylation state of UCE
region of rDNA promoter. Thus, recruitment of RNA Pol | to hyper-methylated rDNA promoter is
compromised, which leads to nucleolar stress. Depletion of rRNA leads to the release of
ribosomal proteins and their interaction with MDM2, which blocks p53-degradation. Accumulated
p53 leads to apoptosis of IAV-infected cells. In addition, unregulated p53 represses FBL
transcription and residual FBL is targeted by NS1, blocking FBL to conduct its role in pre-rRNA

processing. No: nucleolus; Nu: nucleus; Cy: cytoplasm.
Conclusions and future directions

The nucleolus is the largest nuclear compartment. It contains more than 4500 proteins, which
functions are distributed in controlling the cell cycle; DNA replication and repairing; pre-rRNA
processing; assembling signal recognition particles; detecting and responding to different kinds
of stress stimuli; and more (Andersen et al., 2005b; Bensaddek et al., 2016). Thus, the nucleolus
as a multifunctional compartment, serves as an interface for the interaction between pathogens
and the host cell. Viruses as obligate intracellular parasites, often encode viral proteins that target
to the nucleolus to take over host-cell functions, and hijack nucleolar proteins to facilitate an
effective infection process (Hiscox, 2002a, 2007; M. E. Taliansky et al., 2010).

In plant viruses, FBL is involved in LDM and cell-to-cell movement, and has been involved in
virus-mediated suppression of RNA silencing. The redistribution of FBL is a constant
phenomenon in plant and animal viruses. Regardless, cytoplasmic FBL redistribution has been
reported only in plants virus infections. This supports the idea that particularly animal viruses
targets FBL for its nucleolar functions in rRNA processing. In summary, at least from the described
viruses in this review, comply with the following: (1) FBL knockdown impairs viral infection; (2)
ribosomal biogenesis is blocked by different mechanisms; and (3) viral proteins with FBL

interaction possesses in their sequence IDRs, RBDs and NLS/NoLS.

Most of the viruses described here, reported a co-localization with FBL, but just a few were
explored to form a physical interaction. It is important to establish whether there is an interaction
or not. Considering that the FBL GAR domain has been reported to be the binding site for viral
proteins from plant (Decle-Carrasco et al., 2021) and animal viruses, and this domain has a
ribonuclease activity (Guillen-Chable et al., 2020; Rodriguez-Corona et al., 2017b) and an
important role in the early steps of pre-rRNA processing (Lafontaine et al., 2020), it is possible

that these viral interactions may affect these particular roles of FBL. Thus, do these interactions
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affect the methyl transferase and/or the ribonuclease activity of FBL? Can disrupt the ability of
FBL to form RNPs complexes? The viral protein-mediated redistribution of FBL affects the
nascent pre-rRNA sorting via phase separation? Answers of these questions may contribute to a
more detailed understanding of the precise role of FBL in virology, consequently facilitating the
design of novel anti-viral therapies.
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DISCUSION

FBL es una proteina esencial conservada durante la evolucion. Esta participa en diferentes
procesos celulares, siendo el principal la biogénesis ribosomal (Rodriguez-Corona et al., 2015).
Su silenciamiento, sobreexpresién o relocalizacion afecta la arquitectura nucleolar y por tanto el
correcto procesamiento de los ribosomas que, a su vez, altera el proceso de traduccion de
proteinas (Sang et al., 2007a; Marcel et al., 2013; Lafontaine et al., 2020; Nguyen Van Long et
al., 2022). Ciertos virus de animales y plantas han mostrado alterar la localizacion de FBL, a
través de la interaccion de proteinas virales. En virus de plantas, se ha reportado que FBL
participa en el movimiento sistémico y célula a célula mediante la formacién de complejos RNP
virales, asi como una posible relacion en la supresion del silenciamiento de RNA (Decle-Carrasco
et al., 2021). Por otro lado, los reportes que hay sobre la interaccion entre virus de plantas y FBL,
se enfocan en como utiliza el virus a dicha proteina, dejando a un lado la implicaciéon que debe
haber en el nucléolo a partir de la relocalizacion de FBL y en sus actividades enziméticas. La
actividad de ribonucleasa radica en el dominio GAR (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-
Chable et al., 2020) y este siendo el sitio de union de proteinas virales, sumado a los
antecedentes que se tienen sobre FBL de formar complejos RNP virales con genomas de RNA
(Decle-Carrasco et al., 2021), sugiere que dicha actividad enzimatica sea modulada por estos
componentes virales. De hecho, durante la infeccién de ciertos virus de animales que requieren
de FBL, como Hendra virus (Deffrasnes et al., 2016), el virus de la inmunodeficiencia humana
(Ponti et al., 2008) e Influenza A H3N2 (Melén et al., 2012), se ha encontrado que la biogénesis
ribosomal es afectada. Por tanto, es posible que la actividad de ribonucleasa de FBL es modulada
negativamente mediante la interaccion de proteinas virales, afectando el procesamiento del pre-
rRNA.

El mapeo de los sitios de interaccién entre proteinas permite conocer las caracteristicas de tal
union y asi disefiar estrategias para regularla (Dhayalan et al., 2008). En la interaccion proteina-
proteina entre virus-hospedador, el mapeo de los sitios de interaccion puede generar informacion
necesaria para disefiar estrategias anti-virales que interfieran en alguna interaccion vital para el
virus en cuestion (Mori et al., 2011). En este trabajo se establecié que el dominio N-terminal es

el que interactia con el dominio GAR de FBL (Li et al., 2018).
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En general, los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que, tanto TGB1 de BSMV
como el dsRNA de PMeV-MX inhiben la actividad de ribonucleasa de FBL. Es necesario
corroborar estos resultados con otras técnicas, como zimografias, donde se cargue en
condiciones nativas a TGB1 y FBL a un gel de poliacrilamida con RNA total, con el fin de
demostrar la formacion del complejo (TGB1-FBL) y la inhibicion de la actividad de ribonucleasa.
Dicha inhibicién puede ser sometida a diferentes tratamientos como: (1) NaCl, que aumenta la
actividad de ribonucleasa; (2) fosfoinositidos, que la activan o la inhiben; (3) con el complejo C/D
snoRNP, entre otros (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-Chable et al., 2020). Todo esto, con
el fin de entender el mecanismo de la posible inhibicién de la actividad de ribonucleasa de FBL
por TGB1. Ademas de realizar tres replicas para cada ensayo de ribonucleasa con el fin de poder

generar un analisis estadistico sobre los resultados obtenidos.

La actividad de ribonucleasa de FBL sugiere que su papel estaria en el procesamiento del rRNA,
ya que de manera in vitro se demostré la degradacion de las subunidades ribosomales 28S y
18S (Rodriguez-Corona et al., 2017; Guillen-Chable et al., 2020). En el contexto viral, FBL forma
complejos con RNA viral e incluso lo protege de RNasa (Sang et al., 2007a). Este antecedente
corrobora que, FBL no es capaz de degradar RNA viral. De tal manera que su actividad de
ribonucleasa no depende Unicamente de la interaccion con RNAs. Es necesario corroborar este
resultado, pero con RNA viral transcrito, para asi eliminar ruido proveniente de los componentes
adicionales presentes en la extraccion de acidos nucleicos a partir del latex infectado con PMeV-

MX. De igual forma, ensayar la actividad enzimatica con ssRNA viral.

CONCLUSIONES GENERALES

1. De acuerdo al primer objetivo especifico, se identific6 al dominio N-terminal de TGB1 como el

sitio de interaccién con la fibrilarina.

2. Los resultados sugieren que TGB1 de BSMV y el RNA viral de PMeV-MX inhiben la actividad
de ribonucleasa de la fibrilarina, atendiento al segundo y cuarto objetivo especifico,

respectivamente.

3. Respondiendo al tercer objetivo especifico, la fibrilarina no es capaz de degradar el RNA viral

de PMeV-MX, bajo las condiciones utilizadas.
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La hipétesis que se planted al iniciar esta investigacion es que la proteina viral TGB1 del virus
del mosaico estriado de la cebada al igual que el RNA viral de Papaya meleira virus México
modulan negativamente la actividad de ribonucleasa de la fibrilarina, ha sido ha sido aceptada.

PERSPECTIVAS

e Probar la actividad de ribonucleasa de FBL con RNA viral previamente transcrito de
manera in vitro.

e Determinar si la interaccién de TGB1 de BSMV con FBL afecta la interaccion con otros
ligandos, como la formacién del complejo C/D snoRNP, la unién con PIP2, snoRNAs,
entre otros.

o Determinar el efecto de componentes que modulan la actividad de ribonucleasa de FBL,
como NacCl, PIP2, PIP3y PIP5, en presencia de TGB1 de BSMV.
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