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Summary

Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV) and related tospoviruses are plant
pathogenic viruses that cause extensive crop losses worldwide. The reason TSWV is
such a successful plant pathogen is that it can infect a broad host range, ranging over
a 1,000 different plant species, and the virus is transmitted by thrips, a widespread
flying insect (order Thysanoptera). TSWV disease management is mainly focused on
control of the vector, thrips, with insecticides to prevent plant-to-plant spread of
the virus, and breeding for TSWV resistance loci in crops. Unfortunately, dominant
resistance loci against TSWV appear to be (1) scarce, (2) absent in many plant species,
and (3) rapidly overcome by resistance breaking isolates of the virus. Therefore,
there is an urgent need for growers and our society to discover alternative forms of
TSWYV resistance. One approach in achieving this is to remove or mutagenize host
factors that are essential in the viral infection cycle, which in turn, can convert an
otherwise susceptibility host into a non-host for TSWV. Such a pro-viral host factor
is also referred to as susceptibility (S)-gene and, hence, applied mutant alleles of
S-genes can render durable resistance to TSWV in crops.

To identify S-genes for TSWV, a detailed understanding is needed of the host
factors hijacked by the virus during its infection cycle. The research presented in
this PhD thesis describes different efforts to identify and characterize novel host
factors required for the infection cycle of TSWV in order to better understand the
molecular interaction between the plant and the virus. These findings can ultimately
be applied as a resource of recessive viral resistance in breeding programs. In total,
four methods are here presented by which host factors were identified and their role
during viral infection in plants was investigated. The pros and cons of the methods
applied are discussed together with the applicability of the identified host factors as
a novel source for viral resistance.

In chapter 2, a phenotyping method is developed and optimized to quickly and
reliably assess Nicotiana benthamiana host factors for their contribution in Tomato
spotted wilt disease. The method is based on virus-induced gene-silencing (VIGS)
mediated by Tobacco rattle virus (TRV) that allows knock down of the expression
of a particular gene in N. benthamiana. The silenced plants were then challenged in
a TSWV disease assay to assess whether compromised expression of the targeted
gene affected or abolished TSWV disease symptom development. The usage of this
optimized method enabled us to screen 4,532 random clones of a N. benthamiana
cDNA library for their role in TSWV disease. This approach resulted in the
identification of five clones that upon gene silencing reduced TSWV infectivity in
N. benthamiana. In the same chapter, one specific clone was further characterized.
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This clone contained a gene fragment of the Ribosomal protein S6 gene isoform C
(RPS6c). This work revealed that the RPS6 isoforms together are important for TSWV
susceptibility in N. benthamiana. This anti-viral activity caused by gene silencing of
RPS6c in N. benthamiana also negatively affected the accumulation of a second virus,
Potato virus X (PVX), suggesting that RPS6 has a broad role in viral susceptibility.

Chapter 3 describes a proteomics approach to identify host factors associated with
the TSWV nucleocapsid (N) protein, a multifunctional viral protein required for
viral replication. This was achieved by affinity purification of the TSWV N protein
from infected N. benthamiana plants followed by tandem mass spectrometry on the
purified protein fractions (AP-MS). In addition, TSWV N was screened against a
tomato cDNA library using a yeast two-hybrid assay. Both approaches yielded
lists of putative TSWV N-interactors. To assess the role of the TSWV N-interacting
host proteins in the TSWYV infection cycle, the corresponding genes were knocked
down using VIGS followed by a TSWV disease assay, as described in chapter 2.
This yielded among others the interacting protein subunit 7 of the cytochrome
bcl complex (QCR7) as a pro-viral for TSWV. Interestingly, in the random VIGS
screen mentioned in chapter 2, two other subunits of the same protein complex,
subunit Rieske and the Mitochondrial processing peptidase alpha (MPPa), were found to
be required for TSWV susceptibility. As the cytochrome bcl complex is composed
of nine nuclear-encoded subunits, the role of the remaining six subunits in TSWV
pathogenesis was assessed using the TSWV phenotyping assay. Gene silencing of
these six other subunits did not negatively affected TSWV accumulation. Moreover,
plants silenced for Rieske, MPPa and QCR7 displayed reduced mitochondrial
respiration with a reduced oxygen consumption rate. These data are in line with
the measured upregulation of the Alternative oxidase (AOX) pathway genes in these
plants, indicative for mitochondrial stress. Along with the upregulation of the AOX
pathway, a marker gene associated with oxylipin/jasmonic acid mediated defense
response, 9-lipoxygenase (LOX1.5), was transcriptionally upregulated. This could hint
towards constitutive activation of the plant defense response as a result of reduced
cytochrome bcl activity resulting in TSWV resistance. Of interest, gene silencing of
Rieske, MPPa and QCR?7 did not affect the accumulation of a second plant virus, PVX,
indicating that this form of mitochondrial resistance does not reduce susceptibility
of plant viruses in general. Thus, a dysfunctional cytochrome bcl complex in N.
benthamiana apparently induces an unknown form of plant defense against TSWV.
Future studies should reveal the underlying mechanism.

The minimal infectious unit of TSWV is the three genomic RNA segments
individually wrapped by the viral nucleocapsid (N) protein and the viral RNA
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polymerase (L protein), which form so-called viral ribonucleoproteins (RNPs). To
identify host factors for TSWYV, the protein composition of viral RNPs purified from
TSWYV infected N. benthamiana leaves was examined by tandem mass spectrometry,
as detailed in Chapter 4. The analyses revealed host proteins involved in among
others sugar transport, phosphate transport, and responses to cellular stress. Besides
examining the RNP protein composition in infected plant cells, the composition of
viral RNPs was examined in a less complex system, baker’s yeast (Saccharomyces
cerevisiae), to identify universal host factors that associate to viral RNPs. Despite that
yeast allows viral RNA genome replication, it does not support the transcription of
the viral genes and is thus a non-host to TSWV. To identify conserved host factors
required for viral RNA replication in yeast, artificial viral RNPs were produced
by making use of a TSWV replicon system in yeast. Tandem mass spectrometry
analyses of these artificially produced RNPs revealed the presence of yeast proteins
implicated in RNA processing and ribosome biogenesis. In addition, yeast proteins
were identified that have shared functional orthology with the identified plant host
factors. A subset of the identified plant host factors was validated for their role in a
TSWYV infection using the phenotyping method described in chapter 2. Importantly,
gene silencing of four different host factors reduced TSWV accumulation in each
case. One of which is the eukaryotic translation elongation factor 1 Alpha (eEF1A).
Interestingly, eEF1A was earlier described to be required for TSWV RNA synthesis.
Close examination of the eEF1A gene family in N. benthamiana revealed that the eEF1A
isoform identified belonged to one particular subclade and that this clade was required
for TSWV infectivity, whereas eEF1A members that grouped with the other subclade
had seemingly no role in TSWV pathogenicity.

Among the TSWV N interacting proteins identified by mass spectrometry and yeast
two-hybrid, described in chapter 3, two additional host factors were identified
to function as pro-viral factors for TSWYV, i.e., Nucleolar protein 56 (NOP56) and
D-glycerate 3-kinase (GLYK), a protein involved in the final enzymatic step in
the photorespiratory pathway. In Chapter 5 these two pro-viral factors and their
role during a TSWV infection cycle were further characterized and, in addition to
GLYK, it was observed that gene silencing of two additional components of the
photorespiratory pathway also resulted in reduced TSWV titers compared to control
plants. The two additional pro-viral factors tested were the Hydroxypyruvate
reductase 1 (HPR1) and the Serine-glyoxylate aminotransferase (AGT1). These
findings indicate that disruption of the photorespiratory pathway results in reduced
TSWYV viral titers. Furthermore, two Aquaporins of the Plasma membrane intrinsic
protein (PIP)-type were found to interact with TSWV N in both immunoprecipitation
and yeast two-hybrid assays. However, gene silencing of the different PIPs, alone
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Summary

or in combination, did not affect TSWV accumulation, suggesting that the PIPs are
not critical for viral replication or movement. We further attempted to characterize
the interaction between the PIPs and the N protein, yet the biological significance
of this interaction in viral pathogenesis remains at large. To conclude, the different
results described in this PhD dissertation increase our understanding of host factors
required for a TSWYV infection in plants. These host factors can be used to engineer

TSWYV resistant crops.
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Samenvatting

Het tomatenbronsvlekkenvirus, beter bekend als Tomato spotted wilt orthotospovirus
(TSWV), en verwante tospovirussen zijn plant-pathogene virussen die wereldwijd
zorgen voor grote verliezen van gewassen. De reden dat TSWV een dusdanig
succesvol pathogeen is, komt doordat het virus meer dan 1000 verschillende
planten soorten kan infecteren en daarnaast wordt het virus overgedragen door
trips, een wijdverspreid vliegend insect (order Thysanoptera). Ziektemanagement
van TSWV is met name gericht op het in toom houden van de vector, trips, door
middel van insecticiden om zo de plant-naar-plant verspreiding van het virus te
voorkomen. Verder worden gewassen veredeld voor resistentie loci tegen TSWV.
Ongelukkigerwijs zijn dominante resistentie loci tegen TSWV (1) weinig voorkomend,
(2) of zelfs afwezig in veel plant soorten, en (3) de resistentie is snel doorbroken
door resistentie-brekende virus-isolaten. Er is daarom een urgente noodzaak voor
het verkrijgen van alternatieve vormen van TSWV resistentie. Een mogelijkheid om
dit te bereiken is door het verwijderen of mutageniseren van gastheerfactoren die
noodzakelijk zijn in de virale infectiecyclus. Een dergelijk aangepast gastheergen
kan er voor zorgen dat een anders vatbare gastheer verandert in een niet-gastheer
voor TSWV. Zulke pro-virale gastheerfactoren worden ook wel ‘susceptibility’ (S)-
genen genoemd en door het mutageniseren van allelen van S-genen kan duurzame
resistentie tegen TSWV verkregen worden in gewassen.

Voor het identificeren van S-genen voor TSWV is gedegen kennis nodig van de
gastheerfactoren die gerekruteerd worden door het virus tijdens zijn infectiecyclus.
Het in deze PhD thesis gepresenteerde onderzoek beschrijft verschillende
experimentele inspanningen die ondernomen zijn voor het identificeren en
karakteriseren van nieuwe gastheerfactoren noodzakelijk voor de infectiecyclus
van TSWV. De geidentificeerde gastheerfactoren kunnen inzichten geven in de
moleculaire interactie tussen de plant en het virus. Uiteindelijk zouden deze
bevindingen gebruikt kunnen worden als een bron van recessieve resistentie
in veredeling programma’s. In totaal zijn er vier experimentele methoden
gepresenteerd waarmee gastheerfactoren zijn geidentificeerd en hun rol in de virale
infectiecyclus in planten onderzocht. De voor- en nadelen van de verschillende
methoden zijn bediscussieerd samen met de toepasbaarheid van de geidentificeerde
gastheerfactoren als een nieuwe bron van virale resistentie.

Hoofdstuk 2 beschrijft het ontwikkelen en optimaliseren van een methode voor
het snel en betrouwbaar fenotyperen van gastheerfactoren en hun rol in tomaten
bronsvlekken ziekte in Nicotiana benthamiana. De methode is gebaseerd op ‘virus-
induced gene silencing’ (VIGS), dat wordt bewerkstelligd door het Tobacco rattle
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virus (TRV). TRV zorgt voor het onderdrukken of ‘silencen” van de expressie van
specifieke genen in N. benthamiana. De gesilencede planten werden vervolgens
geinoculeerd met TSWV om te beoordelen of onderdrukte expressie van het beoogde
gen de ontwikkeling van TSWV-ziektesymptomen beinvloedde of teniet deed. Deze
geoptimaliseerde methode stelde ons in staat om 4.532 willekeurige klonen van een N.
benthamiana‘cDNA-library’ te screenen voor hun rol in de ontwikkeling van tomaten
bronsvlekken ziekte. Deze benadering resulteerde in de identificatie van vijf klonen
die na gene-silencing de infectiviteit van TSWV in N. benthamiana verminderden. In
hetzelfde hoofdstuk werd één specifieke kloon verder gekarakteriseerd. Deze kloon
bevatte een genfragment van het ‘Ribosomal protein 56’-gen isovorm C (RPSéc). In dit
hoofdstuk wordt verder beschreven dat de RPS6-isovormen samen belangrijk zijn
voor vatbaarheid van TSWYV in N. benthamiana. De antivirale activiteit, veroorzaakt
door het silencen van RPSé6c in N. benthamiana, had ook een negatieve invloed op de
accumulatie van een tweede virus, Potato virus X (PVX), wat suggereert dat RPS6 een
brede rol speelt in de vatbaarheid voor virussen.

In Hoofdstuk 3 wordt een proteomics benadering beschreven om gastheerfactoren
te identificeren die associéren met het TSWV nucleocapside (N) eiwit, een
multifunctioneel viraal eiwit dat nodig is voor onder andere virus replicatie. Dit
werd gerealiseerd door affiniteitszuivering van het TSWV N-eiwit uit geinfecteerde
N. benthamiana planten gevolgd door tandem-massaspectrometrie van de gezuiverde
eiwitfracties (AP-MS). Daarnaast werd TSWV N gescreend tegen een cDNA library
van tomaat in een ‘yeast two-hybrid assay’. Beide experimentele benaderingen
leverden kandidaten op die mogelijk met TSWV N interacteren. Om de rol van de
kandidaten in de TSWYV infectiecyclus te beoordelen, werden de overeenkomstige
genen gesilenced door middel van VIGS en vervolgens geinfecteerd met TSWV,
zoals beschreven staat in hoofdstuk 2. Dit leverde onder andere ‘subunit 7" (QCR7)
van het mitochondriaal cytochroom bcl complex op als een pro-viraal factor voor
TSWV. Interessant is dat in de VIGS-screening, beschreven in hoofdstuk 2, twee
andere subunits van hetzelfde eiwitcomplex, subunit Rieske en het ‘Mitochondrial
processing peptidase alfa’ (MPPa), ook nodig bleken voor vatbaarheid voor TSWV.
Aangezien het cytochroom bcl-complex is samengesteld uit negen nucleair
coderende subunits, werd de rol van de resterende zes subunits in de pathogenese
van TSWV beoordeeld met behulp van de TSWV fenotyperingsmethode uit
hoofdstuk 2. Gene silencing van deze zes andere subunits had geen negatief effect
op de accumulatie van TSWV. Bovendien vertoonden planten waarbij het gen voor
Rieske, MPPa en QCR7 was onderdrukt verminderde mitochondriale respiratie met
een verminderde zuurstofconsumptie. Deze bevindingen worden ondersteund
met gemeten transcriptionele opregulatie van genen voor de ‘Alternative oxidase’
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(AOX) route in deze planten, wat indicatief is voor mitochondriale stress. Naast de
opregulatie van de AOX route, werd ook opregulatie gemeten van ‘9-lipoxygenase’
(LOX1.5), een markergen geassocieerd met door oxylipine/jasmonzuur gereguleerde
afweerreacties. Dit zou kunnen wijzen op een constitutieve activering van de
afweerreactie van de plant als gevolg van verminderde cytochroom bcl activiteit,
wat uiteindelijk resulteert in TSWV resistentie. Interessant is dat gene silencing
van Rieske, MPPa en QCR7 geen invloed had op de accumulatie van een tweede
plantenvirus, PVX, wat aangeeft dat deze vorm van mitochondriale resistentie
de gevoeligheid van plantenvirussen in het algemeen niet vermindert. Een
disfunctioneel cytochroom bcl complex in N. benthamiana induceert dus blijkbaar
een onbekende vorm van plantenverdediging tegen TSWV. Toekomstige studies
zouden het onderliggende resistentie mechanisme moeten onthullen.

De minimale infectieuze unit van TSWV zijn de drie virale genomische
RNA segmenten die afzonderlijk zijn omhuld door virale nucleocapside (N)
eiwitten en het virale RNA-polymerase (L-eiwit). Samen vormen deze de virale
‘ribonucleoproteins’ (RNPs). Om gastheerfactoren voor TSWV te identificeren
werden deze virale RNPs gezuiverd uit met TSWV geinfecteerde N. benthamiana
bladeren en vervolgens de eiwit samenstelling geanalyseerd door middel van
tandem-massaspectrometrie, wat beschreven is in Hoofdstuk 4. De analyses
onthulden gastheereiwitten die betrokken zijn bij onder andere suikertransport,
fosfaattransport en reacties op cellulaire stress. Naast het onderzoeken van de RNP
eiwitsamenstelling in geinfecteerde planten, is ook de samenstelling van virale
RNPs onderzocht in een minder complex systeem, bakkersgist (Saccharomyces
cerevisiae), om zo universele gastheerfactoren te identificeren die associéren met
virale RNPs. Ondanks dat gist de RNA-genoomreplicatie van TSWV mogelijk
maakt, ondersteunt het niet de transcriptie van de virale genen en is het dus geen
gastheer voor TSWV. Om toch geconserveerde gastheerfactoren te identificeren die
nodig zijn voor virale RNA-genoomreplicatie in gist, werden kunstmatige virale
RNPs geproduceerd door gebruik te maken van een “TSWV-repliconsystem’ in gist.
Tandem-massaspectrometrie analyses van deze kunstmatig geproduceerde RNPs
onthulden de aanwezigheid van gisteiwitten die betrokken zijn bij RNA verwerking
en ribosoom biogenese. Bovendien werden gisteiwitten geidentificeerd die een
functionele orthologie hebben met de geidentificeerde plantengastheerfactoren.
Een subset van de geidentificeerde plantgastheerfactoren werd gevalideerd voor
hun rol in een TSWV infectie met behulp van de fenotyperingsmethode beschreven
in hoofdstuk 2. Het interessante is dat gene silencing van vier verschillende
gastheerfactoren zorgde voor verminderde accumulatie van TSWV. Een van deze
gastheerfactoren is de ‘eukaryotic translation elongation factor 1 Alpha’ (eEF1A). Van

238



Samenvatting

dit eiwit is eerder al beschreven dat het noodzakelijk is voor de RNA synthese van
TSWV. Vervolgonderzoek naar de eEF1A-genfamilie in N. benthamiana onthulde dat
de geidentificeerde eEF1A isovorm tot één bepaalde subclade behoorde en dat deze
clade vereist was voor TSWYV infectie, terwijl eEF1A leden die zich groepeerden met
de andere subclade schijnbaar geen rol speelden in de infectiecyclus van TSWV.

Van de TSWV N interacterende eiwitten, geidentificeerd door massaspectrometrie
en yeast two-hybrid assay, beschreven in hoofdstuk 3, waren twee extra
gastheerfactoren vastgesteld die als pro-virale factoren voor TSWV functioneren.
Deze twee factoren zijn de ‘Nucleolar protein 56° (NOP56) en de ‘D-glycerate
3-kinase’ (GLYK), een eiwit dat betrokken is bij de laatste enzymatische stap in de
fotorespiratie keten. In Hoofdstuk 5 werden deze twee pro-virale factoren en hun rol
tijdens de TSWV infectiecyclus verder gekarakteriseerd. Daarnaast is er bevonden
dat gene silencing van twee additionele componenten van de fotorespiratie
keten naast GLYK, ook resulteerde in verminderde vatbaarheid voor TSWV in
vergelijking met controle planten. De twee extra geteste pro-virale factoren waren de
‘Hydroxypyruvate reductase 1” (HPR1) en de ‘Serine-glyoxylate aminotransferase’
(AGT1). Deze bevindingen suggereren dat verstoring van de fotorespiratieketen
resulteert in verminderde vatbaarheid voor TSWV. Verder werd gevonden dat twee
‘Aquaporins’ van het type ‘Plasmamembrane intrinsic proteins’ (PIP) een interactie
aangaan met TSWV N in zowel immunoprecipitatie- als yeast two-hybrid-assays.
Gene silencing van de verschillende PIPs had echter geen invloed op de accumulatie
van TSWV, wat suggereert dat de PIPs niet cruciaal zijn voor virale replicatie of
mobiliteit. We hebben verder geprobeerd de interactie tussen de PIPs en het N-eiwit
te karakteriseren, maar de biologische betekenis van deze interactie voor virale
pathogenese blijft onbekend. Samengevat, de verschillende resultaten beschreven
in dit proefschrift vergroten ons begrip van gastheerfactoren die nodig zijn voor
een TSWYV infectie in planten. Deze gastheerfactoren kunnen worden gebruikt om
TSWYV resistente gewassen te ontwikkelen.
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