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Estudio de la interaccion hospedante-patdgeno entre plantas y el virus
de Mal de Rio Cuarto (MRCV)

Resumen

El virus del Mal de Rio Cuarto (MRCV, Fijivirus, Reoviridae) causa la principal enfermedad del
maiz en nuestro pais provocando grandes pérdidas econdmicas. El virus es transmitido por
chicharritas de la familia Delphacidae e infecta ademds diversas gramineas como trigo, cebada,
avena y sorgo, dando lugar a sintomas severos. El genoma del MRCV esta formado por diez
segmentos de ARN doble cadena (ARNdc) que codifican para trece proteinas. Durante el ciclo
de infeccién, el MRCV replica en cuerpos de inclusidn citoplasmaticos virales denominados
viroplasmas, y nuestro grupo demostrd que estan compuestos principalmente por la proteina
no estructural P9-1 (Maroniche, 2011). Para otros reovirus se ha demostrado que los
viroplasmas contienen ademas ARN viral y proteinas virales minoritarias junto con

componentes celulares del hospedante.

Con el fin de avanzar en la comprensién de las bases moleculares de la enfermedad en primer
lugar se analizaron las interacciones de las proteinas del MRCV entre si utilizando la técnica de
doble hibrido de levaduras (Y2H). Se identificaron cuatro interacciones positivas: P6 con P6 y
con P9-1, P9-1 con P9-1, y P9-2 con P9-2. Se definieron ademas las regiones de P6 y de P9-1
involucradas en las interacciones utilizando mutantes de delecién y se encontré que la region
central de P6 con un posible dominio “coiled-coil” es necesaria para la interaccidn consigo
misma y con P9-1, mientras que los ultimos 24 residuos de P9-1 intervienen en la formacion de
dimeros de P9-1. Estos resultados, junto con resultados previos del grupo (Maroniche, 2011),
permitieron postular a P6 como componente minoritario del viroplasma e indicaron que la

region C-terminal de P9-1 seria necesaria para la formacion del viroplasmas.

Adicionalmente se evalué la interaccién de las proteinas virales P6, P7-2, P9-1, P9-2 y P10 con
proteinas celulares que son candidatas a cumplir roles relevantes en la interaccion MRCV-
hospedante. Ente otros resultados, se encontré que P7-2 interactia con la proteina SKP1 (S-
Phase Kinase Associated Protein 1) componente del complejo E3 ligasa del sistema ubiquitina-
proteasoma (UPS). Estos resultados son de gran relevancia ya que sugieren que P7-2 tiene la

capacidad de interferir con el UPS.

Para continuar con la caracterizacién de las proteinas virales P9-1 y P6 e identificar posibles

componentes celulares asociados con los viroplasmas, se realizaron relevamientos de una



biblioteca de ADN copia (ADNc) de hoja de trigo por Y2H. Se encontré que P9-1 es capaz de
interactuar con una proteina con posible funcién de aldosa 1-epimerasa y otra con posible
funcién de aciltransferasa. Por su parte, P6 mostré interaccidon con una posible tiorredoxina.
Dado que las proteinas identificadas intervienen en el metabolismo de la planta, se postula

gue su interaccidn con proteinas virales podria estar asociada con la generacidn de sintomas.

Finalmente se determind que tanto P6 como P9-1 contienen potenciales motivos PEST de
degradacion via proteasoma. Se construyeron mutantes sin estos motivos y se observé un
incremento en los niveles de acumulacion de P6 y P9-1 mutadas en plantas, sugiriendo que los

PEST serian funcionales.

Si bien aun resta comprender los mecanismos precisos que subyacen a las interacciones
proteina-proteina encontradas en este trabajo de Tesis y sus consecuencias bioldgicas, estos
resultados significan un importante avance en el conocimiento de la funcién y rol de las

proteinas codificadas por el MRCV, en especial de P6y P9-1.

Palabras clave: Mal de Rio Cuarto virus, reovirus, viroplasma, monocotiledéneas, proteasoma.



Study on the plant-pathogen interaction between plants and Mal de Rio

Cuarto virus (MRCV)

Abstract

Mal de Rio Cuarto virus (MRCV, Fijivirus, Reoviridae) causes the most important maize disease
in Argentina leading to great economic losses. The virus is transmitted by planthoppers from
the Delphacidae family and also infects other grasses like wheat, rye, oat and sorghum, causing
severe symptoms. The MRCV genome is composed of ten double stranded RNA (dsRNA)
segments that code for thirteen proteins. During its infection cycle, MRCV replicates in
cytoplasmic inclusion bodies called viroplasms, and our group has found that are mainly
composed by the viral non-structural protein P9-1 (Maroniche, 2011). In other reovirus, the
viroplasms also contain viral RNA and minor viral proteins as well as cellular components of the

host.

To gain insight into the molecular basis of the disease, MRCV protein-protein interactions were
analyzed using the yeast two-hybrid (Y2H) technique. Four positive interactions were found: P6
with itself and with P9-1, P9-1 with P9-1, and P9-2 with P9-2. The regions of P6 and P9-1
involved in such interactions were also identified by using deletion mutants. Through these
analyses, it was established that the central region of P6 containing a possible coiled-coil
domain is necessary for P6/P6 and P6/P9-1 interactions, whereas the last 24 residues of P9-1
are involved in P9-1 dimmer formation. These results, together with previous results of our
group (Maroniche, 2011), allowed us to postulate P6 as a minor viroplasm component and

they also suggest that P9-1 C-terminal region is necessary for viroplasm assembly.

Additionally, the interactions of viral proteins P6, P7-2, P9-1, P9-2 and P10 with cellular
proteins that are proposed to have important roles in MRCV-host interaction were analyzed.
Among other results, it was found that P7-2 interacts with SKP1 (S-Phase Kinase Associated
Protein 1), component of E3 ligase complex of the ubiquitin-proteasome system (UPS). These

results are relevant because they suggest that P7-2 is able to interfere with the UPS.

To further characterize P6 and P9-1 and to identify possible cellular components of the
viroplasms, Y2H screenings of a wheat copy DNA (cDNA) library where carried out. These
assays showed that P9-1 interacts with a putative aldose 1-epimerase and with a putative

acyltransferase. In addition, P6 interacts with a protein with a predicted thiorredoxin activity.



Given that the identified proteins are involved in the plant metabolism, their interaction with

viral proteins might be associated with symptom development.

Finally, it was identified that P6 and P9-1 contain potential PEST motives for degradation
through the UPS. P6 and P9-1 mutants without these motives showed increased protein

accumulation in plants, suggesting that their PEST motives are functional.

Although the mechanisms underlying the protein-protein interactions found in this Thesis, as
well as their biological consequences remain unknown, this study broadens the current
knowledge of the function and role of MRCV encoded proteins, in particular those of P6 and

PO-1.

Keywords: Mal de Rio cuarto virus, reovirus, viroplasm, monocotyledonous, proteasome.
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aa: Aminodcido.

AD: Dominio de activacién de la transcripcion.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: Acido desoxirribonucleico copia.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNdc: Acido ribonucleico de doble cadena.
ARNm: ARN mensajero.

ARNsc: ARN de simple cadena.

BD: Dominio de unidn al ADN.

BiFC: Complementacion bimolecular de la fluorescencia.
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PTGS: Silenciamiento génico postranscripcional.
PVX: Virus X de la papa, Potato virus X.

RdRp: ARN polimerasa ARN dependiente.

RE: Reticulo endoplasmatico.

RBSDV: Rice black streaked dwarf virus.

RDV: Rice dwarf virus.

RGDV: Rice gall dwarf virus.

r.p.m.: Revoluciones por minuto.

RV: Rotavirus.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio.



Sf9: linea celular de Spodoptera frugiperda.
SRBSDV: Southern rice black streaked dwarf virus.
TBSV: Tomato bushy stunt virus.

TILLING: Lesiones locales dirigidas e inducidas en genomas.

TMV: Tobaco mosaic virus.

UA: Unidades arbitrarias.

UPS: Sistema de ubiquitina-proteasoma.
UTR: Regién no traducida.

VIB: Cuerpo de inclusion viral.

VIGS: Silenciamiento génico inducido por virus.
Y2H: Doble hibrido de levaduras.

pg: Microgramo.

pl: Microlitro.

pm: Micrometro.

UM: Micromolar.
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El Mal de Rio Cuarto y su impacto en el cultivo del maiz en Argentina

El Mal de Rio Cuarto constituye la enfermedad mas importante del maiz (Zea mays) en nuestro
pais (Lenarddn y col., 1998; Nome y col., 1981). Esta enfermedad es causada por un virus
denominado Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) que pertenece al género Fijivirus de la familia
Reoviridae (Distéfano y col., 2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005; Guzman y col.,
2007) y que es transmitido por diversas especies de chicharritas de la familia Delphacidae,
principalmente D. kuscheli Fennah, en donde el virus también es capaz de infectar y replicar
(Mattio y col., 2008; Remes Lenicov y col., 1985; Velazquez y col., 2003; Velazquez y col.,
2006). El MRCV presenta un amplio rango de hospedantes naturales, ya que ademas del maiz,
se lo ha encontrado en gramineas silvestres, muchas de ellas malezas, que no sdlo constituyen
un reservorio natural del virus sino que favorecen el desarrollo poblacional del insecto vector.
Asimismo, el MRCV infecta naturalmente a otras gramineas cultivadas, como trigo (Triticum
aestivum L., Rodriguez Pardina y col., 1998; Rodriguez Pardina y col., 1994), avena (Avena
sativa L., Truol y col., 2001), sorgo (Sorghum bicolor, Giorda y col., 1993), centeno (Secale
cereale, Truol y col., 2001), cebada (Hordeum vulgare, Giménez Pecci y col.,, 1997), grama

rhodes (Chloris gayana), y alpiste (Phalaris canariensis, Truol y col., 2001).

Una vez que la planta de maiz es infectada, los sintomas aparecen luego de aproximadamente
30 dias y dependen fundamentalmente del estado de desarrollo de la planta en el momento
de la infeccidn. Se considera que la presencia de proliferaciones de tejido vascular (enaciones)
en forma de verruga en las nervaduras del envés de la hoja es el sintoma distintivo de la
enfermedad (Figura 1.1 E, Lenarddn y col., 1985). Cuando la infeccidn ocurre en los primeros
estadios de desarrollo (etapa de plantula), los sintomas son mas severos y consisten en un
marcado enanismo (plantas de 20-60 cm de altura, Figura 1.1 A), espigas malformadas,
acortamiento de entrenudos con tallos achatados (Figura 1.1 B), hojas recortadas o reducidas,
panojas atrofiadas y mazorcas multiples (Figura 1.1 C) con pocos o sin granos (Figura 1.1 D). Si
la infeccién se produce en los estadios mds avanzados de desarrollo, los sintomas pueden ser
muy leves: las plantas presentan enaciones y son ligeramente enanas. Ademas del estado de
desarrollo de la planta, el tipo y la severidad de los sintomas dependen de otros factores como
la susceptibilidad del hibrido de maiz infectado y las condiciones ambientales en que se

desarrolla el cultivo (Pérez Fernandez y Lejarraga, 2005).

El modo de transmisidn del MRCV por la chicharrita vectora (Figura 1.1 F) es propagativo y

persistente (Nault y Ammar, 1989). Es propagativo porque el virus es capaz de moverse dentro
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de y entre los érganos del vector: es adquirido por la chicharrita al alimentarse de la savia de
una planta enferma, atraviesa la pared del epitelio intestinal hacia la hemolinfa y finalmente
pasa a las glandulas salivales, desde donde es inoculado nuevamente (Milne y Lovisolo, 1977).
Ademas el modo de transmisidon es persistente ya que el virus es capaz de replicar en el insecto
vector estableciendo una infeccién sistémica, y luego de un periodo de latencia de unos 17
dias, el insecto permanece infectivo durante toda su vida. La infeccién por MRCV en las

chicharritas es asintomatica y no afecta su longevidad (Arneodo y col., 2002a).

El primer reporte de plantas de maiz con sintomas de la enfermedad fue realizado en el afo
1967 por miembros de la Agencia de Extensién Rural del INTA-Rio Cuarto, Cérdoba. Sin
embargo, el Mal de Rio Cuarto adquirié por primera vez caracteristicas de epifitia durante la
campafia agricola 1976/77, extendiéndose gradualmente, hasta que en la campafia 1981/82
causé la pérdida de 55.000 de las 360.000 hectdreas de maiz en la localidad de Rio Cuarto,
Cérdoba. En la campafa agricola 1996/97, la enfermedad causé pérdidas de un 28,50% en la
produccion total de maiz, registrandose pérdidas del 32,47% en la provincia de Cérdoba y del
22,62% en la provincia de Buenos Aires. En el aifo 2004 el Mal de Rio Cuarto ya se habia
extendido en toda la zona maicera de Argentina, en donde afectd el 22,27% de la superficie

cultivada.
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Figura 1.1: Sintomatologia del Mal de Rio Cuarto en maiz e insecto vector. Algunos de los sintomas
consisten en plantas de tamafio severamente reducido (A), tallos engrosados y chatos (B), plantas con
espigas multiples y pequefias (C), mazorcas con deficiencia en la formacién de granos (D) y enaciones
sobre la nervadura en el envés de las hojas (E). Fotografia de una chicharrita Delphacodes kuscheli

Fennah, vector del MRCV (F).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la zona endémica establecida inicialmente cubre una
extensa drea del sur de la Provincia de Cérdoba. Esta area de distribucién se incrementd
después de la severa epidemia de la campafia 1996/97 (Lenarddn y col., 1998) ya que los
cambios climaticos producidos en los afios siguientes fueron propicios para el desarrollo del
insecto vector en otras zonas productoras de maiz del pais (Laguna, 2003, 1999; Laguna y col.,
2002). Un relevamiento del avance de las zonas de incidencia de la enfermedad realizado en el
Instituto de Fisiologia y Fitopatologia Vegetal (IFFIVE) del INTA del afio 2004 demostré que el
Mal de Rio Cuarto causé la pérdida total de la cosecha en zonas del centro-oeste de la

provincia de Buenos Aires (Trenque Lauquen, Bolivar y General Villegas) y pérdidas severas en
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el norte de La Pampa, en el sur de Santa Fe y en el este-sudeste de la provincia de Cérdoba
(Figura 1.2). También fue detectada la presencia del virus en lotes de maiz de las provincias de
Jujuy, Salta, Tucumdn, Catamarca, Formosa, Corrientes, Misiones y San Luis (Laguna y col.,

2002).

Figura 1.2: Zona de produccion de maiz y distribucién del Mal de Rio Cuarto. Se muestra la distribucidn
geografica de la zona productora de maiz en la Argentina (izquierda, verde) seglin el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacidn, y el avance anual del Mal de RioCuarto desde 1994 y hasta

la campafia agricola 2002/2003 (Laguna, 2003).

Finalmente, a pesar de que en las siguientes campafias la incidencia disminuyd hasta
circunscribirse sélo a la zona endémica de Rio Cuarto en donde se detectaron altos niveles de
ataque en las siembras de noviembre de 2005 (Avila, 2005), durante la campafa 2006/07 la
enfermedad se volvié a expandir a casi todas las zonas maiceras (Giménez Pecci, 2008a, b;

March, 2008).

Debido a que el MRCV (y los fijivirus) no se transmiten por semillas (Harpaz, 1972; Lenarddn,
1998), es probable que el virus haya estado presente en nuestro pais, siendo algunas malezas
e insectos reservorios naturales del mismo y que la enfermedad haya adquirido caracter
epidémico cuando se dieron las condiciones favorables para su desarrollo debido, entre otros
factores, a la presencia de hibridos que reemplazaron las variedades tradicionales (Lenardon y
March, 1983) y al cambio en el tipo de labranza que incorporé el desmalezado de los cultivos.

El MRCV es introducido regularmente en los campos de maiz por delficidos, que cuando se
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encuentran en hdabitats inestables, migran y son capaces de explorar nuevas dareas. La
composicion de la poblacién de chicharritas (macrdpteros, branquipteros, hembras o machos)
estd relacionada con la inestabilidad del habitat (Denno, 1978): los macrdpteros son mas
exitosos en moverse desde vegetacion de baja calidad a vegetacién de alta calidad. Por lo
tanto es posible que la combinacidn entre el deterioro en la calidad de la avena y trigo,
gramineas que constituyen su habitat natural en la época invernal (Dagoberto y col., 1985), las
altas temperaturas y las condiciones de alta densidad, acelere la producciéon de formas
extremadamente activas (de alas largas) aumentando la poblacién de las formas migratorias
(Ornaghi y col., 1993). Cuando los vectores se expanden en la etapa temprana y vulnerable del
crecimiento del maiz causan severas epidemias del Mal de Rio Cuarto (Conti, 1984; Harpaz,

1972; Ornaghiy col., 1993).

La fecha de siembra del maiz resulta un factor clave ya que su elecciéon puede definir
importantes diferencias en el rendimiento final. La fecha de siembra dptima para alcanzar un
rendimiento potencial es durante los primeros dias de octubre (Forjan, 2013). Sin embargo,
esta época coincide con el ataque del Mal de Rio Cuarto, que se produce normalmente entre
mediados de octubre (siembra normal) y noviembre (siembra tardia) siendo el cultivo mas

susceptible durante los primeros 15 dias desde la emergencia de las plantulas.

Al tratarse de una enfermedad cuya importancia depende de la llegada de los vectores
portadores del virus al cultivo de maiz desde afuera del lote, su manejo debe basarse en
disminuir el inéculo inicial, la tasa o velocidad de incremento de la enfermedad y el tiempo de
exposicién del cultivo al patégeno. Como la cantidad de indculo se relaciona directamente con
la poblacién de Delphacodes kuscheli, las técnicas de control quimico (insecticidas de
cobertura total o curasemillas) del insecto vector apuntan a disminuir el inéculo inicial (Pérez
Fernandez y Lejarraga, 2005). Ademas, para reducir el impacto de la enfermedad se han
desarrollado técnicas de manejo del cultivo que estdn basadas en el conocimiento de los
factores que influyen en la incidencia y severidad. La incidencia depende especialmente de la
superposicidn entre el periodo de existencia de chicharritas de formas migratorias, la densidad
de la poblacion del vector y el estadio de crecimiento de las plantas de maiz, que es mas
susceptible durante las tres primeras semanas del cultivo (plantula recién emergida, Lenardén
y col., 1985; Ornaghi y col., 1993). Una de las estrategias mas utilizadas consiste en realizar una
siembra temprana (primera quincena de octubre) para evitar que los picos poblacionales del
insecto vector coincidan con la etapa de mayor susceptibilidad del cultivo (Lenarddn y col.,

1985; Lenarddén y col.,, 1985; March y col.,, 1995). De manera complementaria, se han
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desarrollado hibridos de maiz que exhiben diferentes grados de tolerancia al Mal de Rio Cuarto
y lineas endocriadas recombinantes (RILs) que permitieron el mapeo de QTLs de tolerancia
(Bonamico, 2012; Di Renzo, 2004). Sin embargo, a pesar de que la incidencia de la enfermedad
puede ser disminuida empleando estos cultivares, los mismos son ocasionalmente infectados y
la tolerancia se ve ampliamente sobrepasada cuando la presién de indculo es alta (Giménez
Pecci, 2012). Por otra parte, la utilizacion de estos hibridos produce pérdidas indirectas en la
produccién debido a que no siempre los hibridos tolerantes son los de mayor rendimiento para

una zona geografica dada.

Argentina es actualmente el cuarto exportador mundial de maiz y a nivel nacional la
produccién de este cultivo se ubica en segundo lugar por debajo de la soja (Ghida Daza, 2013;
N.C.G.A., 2014). Por lo tanto, el impacto econémico de la enfermedad es muy importante. La
produccién mundial de este cultivo ha tenido en los Ultimos diez afios un crecimiento del 50%
gue se debe principalmente a la adopcidén de nuevas tecnologias mds que al incremento del
area sembrada (Doménech, 2007). Por otra parte, la produccién de fuentes de energia
alternativas al petrdleo como el bioetanol, el cual se produce fundamentalmente a partir de
cafia de azlcar y maiz, se encuentra en constante crecimiento (FAO, 2007). La necesidad de
desarrollar nuevas estrategias que permitan un mayor rendimiento en la produccion del maiz
sin aumento del drea sembrada es evidente. En este contexto, el estudio y conocimiento de la
enfermedad causada por el MRCV, la comprension de las interacciones entre el virus y el
hospedante que llevan al establecimiento de la infeccién y al desarrollo de los sintomas que
dan lugar a pérdidas en la produccién resultan de gran importancia para identificar posibles

blancos especificos que permitan el control de la infeccién viral por métodos biotecnolégicos.

La familia Reoviridae

De acuerdo al Noveno Reporte del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), la
familia Reoviridae estd compuesta por dos subfamilias que comprenden 15 géneros (ICTV,
2012). Los virus pertenecientes a esta familia afectan a un amplio rango de hospedantes que
incluye protozoos, hongos, insectos, plantas y vertebrados (Tabla 1.1). Sus miembros
comparten caracteristicas bioldgicas en el ciclo infectivo general y a menudo las proteinas
virales de miembros de los distintos géneros de esta familia presentan equivalencias
funcionales, a pesar de no poseer (salvo contadas excepciones) homologias detectables a nivel
aminoacidico. Los virus pertenecientes a los géneros Oryzavirus, Fijivirus y Phytoreovirus son

capaces de infectar tanto plantas como insectos.
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El grado de avance del estudio de los reovirus que infectan animales es mucho mayor que el de

los reovirus vegetales, siendo el género Rotavirus que incluye a especies que causan la diarrea

infantil el mas ampliamente estudiado.

Familia Subfamilia Género Especie tipo Hospedante
Orthoreovirus Mammalian orthoreovirus Vertebrados
Aquareovirus Aquareovirus A Insectos, Vertebrados
R Oryzavirus Rice ragged stunt virus Insectos, Plantas
- Fijivirus Fiji disease virus Insectos, Plantas
- Spinareovirinae Mycoreovirus Mycoreovirus 1 Hongos
" Cypovirus Cypovirus 1 Insectos
p Idnoreovirus Idnoreovirus 1 Insectos
. Dinovernavirus  Aedes pseudoscutellaris reovirus Insectos
i Coltivirus Colorado tick fever virus Insectos, Vertebrados
d Orbivirus Bluetongue virus Insectos, Vertebrados
& Rotavirus Rotavirus A Vertebrados
> Seadomavirus Banna virus Insectos, Vertebrados
e Sedoreovirinae = §
Phytoreovirus Wound tumor virus Insectos, Plantas
Cardoreovirus Eriocheir sinensis reovirus Insectos
Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus Protozoos

Tabla 1.1: Subfamilias y géneros pertenecientes a la familia Reoviridae. Se muestran las especies tipo
para cada género y su rango de hospedantes. En verde se resaltan los tres géneros que infectan plantas

(ICTV, 2012).

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de los virus pertenecientes a la familia Reoviridae,
las particulas virales tienen simetria icosahédrica y un didmetro de 60-80 nm. Segun el género,
poseen una, dos o tres capsides proteicas concéntricas que rodean a los segmentos de ARNdc
lineales que constituyen el genoma viral. La familia esta dividida en dos subfamilias que se
diferencian por la presencia (subfamilia Spinareovirinae) o ausencia (subfamilia
Sedoreovirinae) de proyecciones proteicas o “torretas” en los vértices del nucleo o “core” viral.
La capa mas interna de las particulas virales o “core” tiene un didmetro interno de
aproximadamente 50-60 nm y rodea un numero variable de segmentos gendmicos de ARNdc.
En la subfamilia Sedoreovirinae, al menos tres proteinas enzimaticamente activas estan unidas
a la superficie interna del viridn por los vértices. Estas enzimas estan involucradas en la sintesis
de ARN y el “capping” de mensajeros, incluyendo una polimerasa de ARN dependiente de ARN
conservada (RdRp por sus siglas en inglés) con funciones de transcriptasa (para la sintesis de
ARN de cadena positiva utilizando como templado ARNdc) y de replicasa (para la sintesis de
ARN de cadena negativa sobre un templado de ARNsc), una guanilil transferasa que realiza el

“capping” del ARNm viral; y una helicasa que abre la doble cadena de ARN. Las espiculas en los
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vértices de la particula viral actuarian como conductos a través de los cuales el ARNm recién

|II

sintetizado por las enzimas asociadas al “core” sale hacia el exterior (ICTV, 2012).

Respecto a las caracteristicas de los acidos nucleicos de la familia, los reovirus pueden
contener 9, 10, 11, o 12 segmentos gendmicos de ARNdc lineal, dependiendo del género. La
cadena positiva (codificante) de cada segmento contiene una estructura tipo “cap” en su
extremo 5’ (7mGpppN2’OmpNp...), y es probable que en algunos casos el extremo 5" terminal
de la cadena negativa (no codificante) se encuentre fosforilado. Ambas cadenas de ARN tienen
un grupo —OH en el extremo 3’ y los ARNm virales carecen de cola de poli A. De las dos
cadenas del ARNdc de cada segmento gendmico, solo una es codificante y en general los
segmentos son monocistronicos, aunque hay excepciones. Los segmentos de ARNdc contienen
extremos 5” y 3" no codificantes (NC) que estan conservados dentro de cada género seguidos
por secuencias Unicas para cada segmento gendmico de cada especie viral que actuarian como
sefales de empaquetamiento en el viridn. Los extremos 5y 3" NC conservados de los ARNm de
los reovirus (cadena positiva) presentan regiones no continuas de bases complementarias que
tienen la capacidad de formar estructuras secundarias. Estas estructuras secundarias del
ARNm de los reovirus forman un mango de sartén o “panhandle” a partir de las secuencias
complementarias, seguida por una horquilla o “stem loop” y una cola en el extremo 3" NC a
partir de las secuencias no complementarias. La distribucion y organizacion de las estructuras
secundarias mencionadas intervienen en distintos aspectos de la regulacion de la funcion del
ARNm, como la traduccién, la replicacion y el empaquetamiento durante el ciclo de replicacion
viral. Lo distintos segmentos de ARNdc estan igualmente representados en las particulas
virales, con una copia de cada uno de ellos por virién. En algunos géneros los viriones
contienen ademads cantidades significativas de pequefios oligonucleétidos de ARN de simple

cadena (ARNsc, ICTV, 2012).

Los reovirus vegetales

Dentro de la familia Reoviridae, los géneros Fijivirus, Phytoreovirus y Oryzavirus son capaces de
infectar plantas e insectos hemipteros que actian como vectores. En la Tabla 1.2 se describen
algunas caracteristicas distintivas de cada uno de los tres géneros de reovirus vegetales. Los
reovirus vegetales son particularmente relevantes debido a que infectan especies de cultivos
econdmicamente importantes como el maiz y el arroz, causando pérdidas de produccion

sustanciales en los principales paises productores. Por otro lado, estos virus también son
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interesantes desde el punto de vista basico dado que presentan las siguientes caracteristicas

bioldgicas:

e tienen la capacidad de replicar tanto en su hospedante vegetal como en su insecto
vector y, con excepcidén de 2 casos en 13 especies totales, se encuentran limitados al
floema de las plantas que infectan;

e exceptuando una Unica especie, su rango de hospedantes estd limitado
exclusivamente a monocotileddneas; y

e la infeccion de los reovirus vegetales produce severos sintomas en sus hospedantes
vegetales y es sin embargo asintomdtica en los insectos vectores, en donde ademas no
presenta tropismo de tejido: se los encuentra en el sistema digestivo y nervioso, como
asi también en la musculatura y en el cuerpo graso (Chen y col., 1989; Hirumi y col.,

1967).

La infeccidn de plantas e insectos con reovirus vegetales da lugar a la formacidn de inclusiones
citoplasmaticas morfolégicamente similares en las células de ambos hospedantes (Francki,
1985). La mas importante de estas inclusiones es el viroplasma, que consiste en una regién sin
estructura definida formada por fibrillas y material amorfo, siendo este el sitio donde el virus
se multiplica y ensambla (ICTV 2012). Las caracteristicas estructurales y funcionales de los

viroplasmas se desarrollardn mas adelante.
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Reovirus vegetales

Género Especie Localizacion Hospedante Tejidoen
o . ) Insecto vector
(N2 segmentos) (acrénimo) geografica vegetal que replica
Wound tumor virus N. Ameérica Dicotiledéneas Floema
(WTV)
Phytoreovirus i i Cotorritas
y Rice dwarf virus S. E. Asiatico Todos
(12) (RDV) ("leafhoppers")
Ri .
ice gall dwarf virus S. E. Asiatico
(RGDV)
Fiji disease virus ,
Oceania
(FDV)
Maize rough dwarf virus —
(MRDV)
Mal de Rio Cuarto virus . Monocotiledéneas
S. America .
(MRCV) (gramineas)
Oat sterile dwarf virus N.y centro de
Fijivirus (ORDV) Europa
(10) Pangola stunt virus Centroameéricay
Floema . .
(PSTV) Australia Chicharritas
i i "planthoppers"
Rice black streaked dwarf virus N. E. Asidtico ("p ppers")
(RBSDV)
Southern rice black streaked dwarf virus e
S. E. Asiatico
(SRBSDV)
Garlic dwarf virus Monocotiledéneas
Europa .
(GDV) (liliaceas)
. Rice ragged stunt virus S. E. Asiatico . )
Oryzavirus (RRSV) Monocotiledéneas
10 Echinochl i " ramineas
(10) chinochloa ragged stunt virus S. E. Asidtico (g )
(EGSV)

Tabla 1.2: Géneros, especies y caracteristicas bioldgicas generales de los reovirus vegetales.

El género Fijivirus

Los miembros del género Fijivirus poseen genomas compuestos por 10 segmentos de ARNdc,
viriones con doble capa proteica de simetria icosahédrica, un rango de hospedantes vegetales
que abarca exclusivamente monocotiledéneas y son transmitidos por chicharritas o

“planthoppers” de la familia Delphacidae.

Hasta el momento este género contiene 9 especies: Fiji disease virus (FDV, especie tipo), Maize
rough dwarf virus (MRDV), Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), Oat sterile dwarf virus (OSDV),
Pangola stunt virus (PaSV), Rice black streaked dwarf virus (RBSDV), Garlic dwarf virus (GDV) y
Nilaparvata lugens reovirus (NLRV). El Southern rice black streaked dwarf virus (SRBSDV) ha
sido propuesto como una nueva especie del género (ICTV, 2012). Los miembros de este género
causan enfermedades econdmicamente relevantes en cafia de azucar (FDV en Australia), arroz
(RBSDV y SRBSDV en China) y maiz (MRCV en Argentina y MRDV en Espafia, Italia, Grecia e
Israel, Achon y Alonso-Duenas, 2009; Dovas y col., 2004; Jiang y col., 2008; Lenardon, 1998;
Zhang y col., 2008b; Zhou y col., 2008). La mayoria de los fijivirus replican en células del floema

de plantas de la familia Gramineae (también llamada Poaceae; FDV, MRDV, MRCV, OSDV,
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PaSV, RBSDV y SRBSDV) ¢ Liliaceae (GDV). Estos virus producen hipertrofia en los tejidos
floematicos (que incluye expansion y multiplicaciéon celular) que da lugar a la formacién de un
sintoma caracteristico denominado enacién en la cara abaxial de las hojas. Ademas en general
producen enanismo y supresion de la floracién y de la formacién de semillas. Por otro lado, el
NLRV replica Unicamente en el insecto Nilaparvata lugens (de donde fue aislado
originalmente) produciendo una infeccidén asintomatica, aunque el virus es también capaz de
permanecer y circular por los tejidos vasculares de plantas de arroz. Estas plantas viruliferas
actian como el reservorio natural del NLRV ya que el virus se transmite a las chicharritas N.

lugens sanas que se alimentan de sus fluidos floematicos y xilematicos.

Existen diversas evidencias que han llevado a proponer que los reovirus de plantas se
originaron a partir de un virus de insectos ancestral y que luego adquirieron la capacidad de

multiplicar en plantas (Nault, 1994). Las mismas son:

1. La replicacidn viral en plantas causa sintomas severos mientras que es asintomatica en
insectos;

2. Se conocen al menos dos reovirus: NLRV (Fijivirus) y Leafhopper A virus (LAV, reovirus
no clasificado) que no pueden multiplicar en plantas pero son sin embargo
transmitidos horizontalmente desde un insecto infectado hacia otro sano que se
alimenta de una misma planta (Francki, 1985; Nakashima y Noda, 1995);

3. Para el Rice dwarf virus (RDV, Phytoreovirus) se ha demostrado que existen dos genes
virales que no se requieren para su replicacion en plantas mientras que no se
encontraron genes virales dispensables para la replicacién en insectos (Pu y col.,
2011);

4. Los fijivirus que infectan plantas poseen un ORF o marco abierto de lectura (ORF 2 del
S7 para el MRCV) que no esta presente en el NLRV que no puede multiplicar en plantas

(Attouiy col., 2011).

El genoma de los fijivirus estd compuesto por 10 segmentos de ARNdc que se denominan S1 a
$10 segun su movilidad electroforética. Actualmente los genomas del MRCV (Distéfano y col.,
2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005; Guzman y col., 2007), del FDV (Harding y
col., 2006; McQualter y col., 2004; McQualter y col., 2003; Soo y col., 1998), del RBSDV (Wang
y col., 2003; Zhang y col., 2001a; Zhang y col., 2001b), del SRBSDV (Wang, 2010; Zhang y col.,
2008b; Zhou y col., 2008) y del NLRV (Nakashima y col., 1996) estan completamente

secuenciados. Ademas, se dispone de secuencias parciales de los genomas del OSDV vy del
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MRDV (Isogai y col., 1998b; Marzachi y col., 1996; Marzachi y col., 1991). Todos los fijivirus
secuenciados comparten 3 segmentos gendmicos biscistrénicos (S5, S7 y S9 en el caso del
MRCV), con excepcién del NLRV que sélo posee dos segmentos biscistronicos. Dos de estos
segmentos (MRCV S7 y S9) poseen dos ORFs no superpuestos separados por una region
intergénica. Se desconoce el mecanismo de expresidon de los segundos ORF de estos dos
segmentos y hasta la fecha existe solo un reporte donde se detectd P7-2 en planas infectadas
por un Fijivirus (MRCV) mediante el uso de antisueros policlonales (Saavedra Pons, 2012). El
tercer segmento biscistrénico (MRCV S5) contiene un ORF principal y un segundo ORF mas
pequeio ubicado en el extremo 3’ del segmento y parcialmente solapado con el primero pero

en un marco de lectura diferente.

Las particulas virales de los fijivirus son icosahédricas y estdn compuestas por un nucleo o
“core” de 51-55 nm de didmetro y una capside externa de 65-75 nm de diametro. La capside
del “core” estd compuesta por una proteina mayoritaria y por otra minoritaria que se
encuentra en los vértices del icosahedro formando espiculas de tipo B, mientras que la cdpside
externa esta formada por una proteina mayoritaria y por una minoritaria que conforma las
espiculas de tipo A ubicadas en los vértices del viridn. Los estudios funcionales de las proteinas
de los fijivirus se han centrado principalmente en las proteinas estructurales y, dado que es
posible detectar homologia entre las proteinas codificadas por los diferentes segmentos
gendmicos de las especies de fijivirus, en muchos casos se han asignado funciones a las

proteinas compardndolas con sus homadlogas de otra especie del género.

En la Figura 1.3 se muestra un arbol filogenético para los Fijivirus construido en base a la
proteina de la capside externa P10 en donde se observa que los virus mas relacionados al
MRCV son el RBSDV seguido por el SRBSDV y el MRDV. Mas alejados filogenéticamente se
encuentran el FDV, el OSDV y el NLRV.
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SRBSDVS10 MRCV S10

RBSDV smﬁ,},‘[‘

MRDV S10

______ ——FDVS10

OsSDV S8

NLRV S8

Figura 1.3: Arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-joining a partir de las secuencias
aminoacidicas de las proteinas de capside de los fijivirus. {Fiji disease virus, FDV (S10) [AY297694]; Maize
rough dwarf virus, MRDV (S10) [L76560]; Rice black streaked dwarf virus, RBSDV (S10) [D00606]; Oat
sterile dwarf virus, OSDV (S8) [AB011025]; Nilaparvata lugens reovirus, NLRV (S8) [D26127]; Mal de Rio
Cuarto virus, MRCV (S10) [AY607586]; Southern rice black streaked dwarf virus, SRBSDV (S10)
[EU784840]}. Las secuencias se alinearon con ClustalX y el drbol se construyd con el programa MEGA4

(método de distancias de Dayhoff y 10,000 réplicas de bootstrap). Tomado de (ICTV, 2012).

El virus de Mal de Rio Cuarto

Nuestro grupo demostré que el MRCV constituye una especie independiente dentro del
género Fijivirus y que su genoma esta compuesto por 10 segmentos de ARNdc (S1 a S10) que
codifican para un total de 13 proteinas (P1, P2, P3, P4, P5-1, P5-2, P6, P7-1, P7-2, P8, P9-1, P9-2
y P10), debido a que tres de los segmentos son bicistronicos (S5, S7 y S9; Tabla 1.3, Distéfano,
2004; Distéfano y col., 2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005; Firth y Atkins, 2009;
Guzman y col., 2007).

El estudio de las proteinas que componen las particulas virales demostré que el MRCV codifica
para al menos 5 proteinas estructurales: P1, P3, P4, P8 y P10 (Distéfano, 2004). El analisis de
sus secuencias indicé que P1 es la RpRd viral (Distéfano y col., 2003), P3 es la proteina
mayoritaria de capside interna 6 “core” (Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2009), P4 seria
una proteina minoritaria de capside interna, probablemente la espicula de “tipo B” y ademas
presenta un motivo tipico de las guanilil tranferasas (Distéfano, 2004; Supyani y col., 2007), P8
podria tener funcién de helicasa (Distéfano y col., 2002) y P10 constituye la proteina

mayoritaria de capside externa (Distéfano y col., 2005). La identidad de la P3 como
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constituyente mayoritario de proteina de capside interna o “core” ha sido comprobada
experimentalmente en ensayos de inmunolocalizacién en plantas infectadas (Distéfano y col.,
2009). También en este tipo de ensayos histoquimicos se pudo identificar a P4 ubicada en los
vértices de particulas de tipo “core” de plantas de maiz infectadas (Distéfano, 2004). Mediante
ensayos de “far-Western blot” se observé que P3 es capaz de interactuar con ella misma, con

P1vy con P4 (Distéfano, 2004).

Espicula A

Espicula B
Guanilil tranferasa
P4?

Helicasa?
P8

Figura 1.4: Particula viral, genoma y proteinas estructurales del MRCV. Esquema hipotético de la
particula viral del MRCV con la distribucion tedrica de las proteinas estructurales y el genoma viral segun

lo descripto para reovirus animales. (Datos tomados de la Tesis Doctoral de Vanesa Mongelli.)

La proteina P2 ha sido inmunodetectada en extractos de plantas infectadas como una proteina
de 90 kDa (lo que indica que sufriria un clivaje postraduccional dado que su PM tedrico es
134,4 kDa) e inmunolocalizada en viroplasmas de células de plantas infectadas. Esto, sumado a
que el antisuero no reacciona contra proteinas de particulas virales, ha llevado a proponer que
P2 seria una proteina no estructural (Distéfano, 2004). Sin embargo, dado que las particulas
virales purificadas son muy inestables y normalmente pierden casi completamente la cdpside
externa, no se debe descartar la posibilidad de que P2 sea estructural y constituya la espicula

“tipo A” del viridn.

Si bien el conocimiento de la funcidn de las proteinas no estructurales del MRCV es escaso, en
los ultimos afios nuestro grupo llevéd a cabo estudios funcionales y de localizacidon de las
proteinas de MRCV en plantas e insectos y determind que las proteinas P5-1, P5-2, P6, P7-1,
P7-2, P9-1 y P9-2 son no estructurales (NSPs, Distéfano, 2004) y que su expresion es
fundamental para el ciclo viral en hospedantes vegetales y de insectos (Maroniche, 2011;

Mongelli, 2010). En estos estudios demostramos que:
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P5-1 presenta un motivo TKF en el extremo carboxilo terminal que podria funcionar como una
sefial no candnica de importacién a peroxisomas. Cuando es fusionada a GFP y expresada en
células de epidermis de cebolla se distribuye formando estructuras punteadas. La eliminacion
del TKF provoca una pérdida de este patrdn, implicando que dicho motivo es funcional y
responsable del algun tipo de direccionamiento subcelular (Mongelli, 2010). En células de
insecto, la fusion GFP:P5-1 se localiza en el citoplasma con un patrén granuloso fino que sin

embargo no colocaliza con peroxisomas (Maroniche, 2011).

P5-2 es una proteina no estructural codificada por el segundo ORF del segmento S5. El andlisis
bioinformatico de las secuencias disponibles de segmentos S5 de Fijivirus sugiere que el
segundo ORF de dicho segmento es codificante y que se inicia a 365 nucledtidos rio arriba del
final del primer ORF (Maroniche, 2011). Si bien no existen evidencias experimentales de la
expresion de P5-2 en células infectadas, se postula que el posible mecanismo de traduccién de
esta proteina estaria regulado por el motivo UCU_UUU_CG[A/U] y ocurriria mediante el
corrimiento del marco de lectura en la posicidon +1 (“+1 frameshift”; Tesis Doctoral en curso L.
de Haro; Firth y Atkins, 2009; Maroniche, 2011) que daria lugar a una proteina de fusién P5-
1/P5-2 de aproximadamente 120 kDa.

P6 es una proteina no estructural de 90 kDa codificada por el segmento S6. Mediante analisis

Ill

bioinformaticos se identificd la presencia de un extenso motivo “coiled-coil” con cierta
similitud a la cola de la miosina o al brazo de las proteinas de segregacion cromosémica (SMC,
Mongelli, 2010). Al ser expresada en células de insecto Sf9, la fusién GFP:P6 se concentra en
grandes estructuras perinucleares irregulares que no colocalizan con el aparato de Golgi, con
el reticulo endoplasmico ni con el citoesqueleto de actina, pero si colocalizan parcialmente con

tubulina (Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012).

En ensayos de expresion transitoria en células de insecto Sf9, la proteina P7-1 se encuentra
distribuida homogéneamente tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células

transfectadas (Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012).

Por su parte, la expresion de P7-2 a partir de un vector PVX recombinante da lugar a sintomas
mas severos que los producidos por el virus salvaje en N. benthamiana, y su expresion es capaz
de alterar los niveles de ARNm de transgenes expresados transitoriamente en plantas de N.
benthamiana, mediante mecanismos postranscripcionales. Estos resultados proponen a P7-2
como un determinante de sintomas (Mongelli, 2010). Ademas, considerando que esta proteina

no esta presente en NLRV, el Unico Fijivirus que no multiplica en plantas, nos condujeron a
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postular que P7-2 juega un rol importante en la multiplicacién de MRCV en plantas (Mongelli,
2010). Hasta la fecha existe un Unico reporte en donde se ha logrado inmunodetectar por
“Western blot” a la proteina P7-2 de un Fijivirus a partir de extractos proteicos crudos de hoja
y raiz de maices infectados con MRCV utilizando un anticuerpo policlonal obtenido por
inmunizacion de conejos con la proteina recombinante (Saavedra Pons, 2012). En este trabajo
se encontré que P7-2 se acumula en mayor cantidad en hojas respecto de raiz. Ademas, en
estudios de expresidn transitoria en protoplastos de trigo se encontré que P7-2 fusionada a
GFP se localiza en citoplasma y nucleo, independientemente de si la fusidon a GFP es amino o
carboxiterminal (Saavedra Pons, 2012). Estos resultados concuerdan con nuestros hallazgos
previos que indicaban que cuando P7-2 es expresada en células de insecto Sf9 fusionada a GFP,
se localiza en citoplasma y en ocasiones la fusion P7-2:GFP se encuentra en el nucleo. La
expresion de dicha fusion es dificultosa y las células que la expresan presentan un fenotipo

ligeramente alterado (Maroniche, 2011).

Estudios bioquimicos y de expresidn transitoria en células de insecto Sf9 demostraron que P9-
1 es capaz de autointeractuar, tiene actividad ATPasa y capacidad de unir a 4cidos nucleicos in
vitro y da lugar a inclusiones citoplasmaticas cuando se la expresa transitoriamente en células
de insecto. Estas caracteristicas nos condujeron a proponer que P9-1 es el componente
mayoritario del viroplasma (Maroniche y col., 2010). Su rol como componente de viroplasma
fue confirmado mediante estudios de inmunohistoquimica en trigos y chicharritas infectados
que demostraron que P9-1 se localiza en los viroplasmas de células de floema de trigo y en

células de glandulas salivales de chicharritas (Guzman y col., 2010).

P9-2 es una glicoproteina de membrana capaz de inducir la formacién de filopodios que
colocalizan con actina cuando es expresada en células de insecto, sugiriendo que esta proteina
codificada por el segundo ORF del S9 juega un rol en el transporte y/o movimiento viral de

célula a célula en el insecto (Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012).

En la Tabla 1.3 se muestra una comparacion entre los segmentos homélogos de MRCV, RBSDV,
SRBSDV, MRDV, FDV (especie tipo) y NLRV (fijivirus de insectos) y las proteinas para las que

codifican.
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MRCV RBSDV SRBSDV FDV NLRV
Segmento
Tamaﬂo cel ORFs Tama'ﬁo deia Funcién Segmento % Ident. Funcién Segmen(o % Ident.” Funcion Segmento % Ident. Funcion Seg'menm % Ident. Funcién®
inserto (pb) proteina (kDa) equivalente equivalente equivalente equivalente
MRCV S1 4501 38-4432 168,4 RpRd* RBSDV S1 779 RdRp*’ SRBSDV S1 78,6 RdRp™ FDVS1 64,2 RdRp™ NLRV S1 323 RdRP
Componente de 5 5 Mayoritaria de capside = .
{2} MRCV S2 3617 34-3549 1344 . 2 RBSDV s4 56,8 Espicula "tipo B"* SRBSDV 54 72,9 Espicula "tipo B" FDVS2 40,3 6 NLRV S2 204 Espicula "tipo 8"
viroplasma interna?
Mayoritaria de Mayoritaria de capside Mayoritaria de capside ai itari apsi
MRCV 3 3826 47-3727 1817 sl s | Resovs2 a5 v b SRBSDVS2 831 i el FOVS3 576 Espicula "tipo 8" NiRvsS22a ot ade cpide
capside interna’ interna’ interna’ interna
Espicula de "tipo B", . 7
S MRCV S4 3566 16-3453 1317 5 .| RBSDVS3 726 Guanilil transferasa™ SRBSDV S3 56,8 Guanilil transferasa FDV sS4 56 FD NLRV s4 23 FD
guanilil transferasa
NS, componente de Componente de
16-2814 107 FD 62,8 2 59,1 " e 35,7 FD 23 FD
P51 = viroplasma viroplasma’
= MRCV S5 3162 RBSDV S5 SRBSDV S5 FOV S5 NLRV S5
P52
2366-3133 288 FD 56,4 FD 50,5 FD 29,2 FD 214 FD
Supresor PTGS™, Supresor PTGS™,
[ — MRCV S6 2638 80-2446 90 FD RBSDV S6 448 P : ..| SRBSDV S6 425 componente de FDV S6 274 FD NLRV S6 ND FD
componente de viroplasma™| s 11,1213
viroplasma
1 12
411126 415 ) gy Sewns vl 617  Estructuras tubulares® 53,17 ) 236 Estrucuras tubulares?
L2 MRCV §7 2186 RBSDV §7 ME SRBSDV S7 FOV'S7 NLRV 510
e 1176-2105 36,8 D 45,2 D 423 FD 27,69 FD Este segmento no tiene 2do ORF
ihell = Represor transcripcional™,
—_— MRCV S8 1931 25-1800 683 s '“;;" UNON | pBSDVSE 53 wnién NTPY, proteina del | SRBSDVS8 554 Proteina del "core™* FOV S8 38 FD, unién NTP® NLRV §7 2 £D, unién NTP
"core"”?
Mayoritaria de Mayoritaria de Mayoritaria de s ) §
52-1065 39 3 . 64,5 820 67,1 3 ss 373 Proteina estructural ND Mayoritaria de viroplasma
PN} viroplasma viroplasma”™ viroplasma
= MRCV S9 1870 RBSDV S8 SRBSDV S9 FDV S8 NLRV S9
1130-1756 247 &MP en insectos?” 60,5 FD 616 FD 35,3 Proteina no estructural®™ 26,2 FD
Mayoritaria de Mayoritaria de capside Mayoritaria de capside Mayoritaria de capside itari apsi
MRCV 510 1870 521065 39 o . | resovsio 724 ¥ i SRBSDVSI0 71,9 e = FOVSI0 49 Y i NIRvSS, 217  Tayortariadecipside
capside externa externa®’* externa externa” externa

Tabla 1.3: Comparacidn entre los segmentos homdlogos de MRCV, RBSDV, SRBSDV, FDV (miembro tipo) y NLRV (fijivirus de insectos) y las proteinas para las que codifican. %
ident: porcentaje de identidad a nivel aminoacidico entre la proteina de MRCV y su homdéloga correspondiente; FD: falta determinar. ND: No detectado. MP: proteina de
movimiento. En amarillo se indican los segmentos que codifican para proteinas no estructurales y en verde aquellos que codifican para proteinas estructurales. 1: Distéfano y
col., 2003; 2: Distéfano, 2004; 3: Distéfano y col., 2009; 4: Mongelli, 2010; 5: Distéfano y col., 2002; 6: Maroniche y col., 2010; 7: Maroniche, 2011; 8: Distéfano y col., 2005; 9:
Wang, 2010; 10: Liu y col., 2011; 11: Mao y col., 2013; 12: Li y col., 2013; 13: Liy col., 2014; 14: Wang, 2010; 15: Isogai y col., 1998a; 16: Zhang y col., 2005; 17: Zhang y col.,
2001a; 18: Liu y col., 2007b; 19: Liu y col., 2007a; 20: Zhang y col., 2008a; 21: Wang y col., 2011; 22: Sun y col., 2013b; 23: Soo y col., 1998; 24: McQualter y col., 2003; 25:

McQualter y col., 2004; 26: Harding y col., 2006; 27: Nakashima y col., 1996; 28: Supyaniy col., 2007; y 29: Yangy col., 2014.
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Alteraciones citopaticas y fisioldgicas producidas por el MRCV en plantas

El virus se encuentra en muy bajas concentraciones en la planta ya que en estudios de
microscopia electrénica de transmisiéon de secciones de hojas de maiz, trigo y cebada
infectadas con MRCV, se observé que las particulas virales se encuentran restringidas en
células del floema y Unicamente se las encuentra en la regién aérea de la planta fuera del
floema en las enaciones de las hojas que se forman en las células de la vaina que rodean la
region vascular (Arneodo y col., 2002b). La citopatologia producida por el MRCV es similar a la
de otros fijivirus (Francki, 1985) y consiste en la presencia de viriones en el citoplasma de
células floematicas, la formacidon de viroplasmas y ocasionalmente la aparicion de arreglos
cristalinos o estructuras tubulares que contienen particulas virales (Brunt, 1996). Asimismo, se
ha demostrado que los cloroplastos son las organelas mads afectadas por la infeccién a nivel
celular (Arneodo y col., 2002b): en células de parénquima de floema, los cloroplastos
presentan alteraciones con una marcada desorganizacion del sistema de membranas de
tilacoides, mientras que en células de parénquima de la vaina y de floema de maiz, los
cloroplastos que contienen granulos de almidén son deformes y se encuentran curvados
rodeando en ocasiones porciones de citoplasma con particulas virales (Figura 1.5 C; Arneodo y

col., 2002b).

Ademas, la desorganizacion de los cloroplastos da lugar a un aumento en las especies reactivas
del oxigeno (Di Feo, 2010; Hull, 2002). Estas organelas son la fuente mas importante de
especies reactivas del oxigeno y por ende, las mds susceptibles a ellas frente a situaciones de

estrés (Casano, 1992; Di Feo, 2010; Palatnik, 2002).

El MRCV se acumula en mayor titulo en raices (Giménez Pecci y col., 1997; Truol y col., 2001),
produciendo alteraciones severas en el cilindro central, lignificacién de dicha estructura y la
endodermis y raices laterales anormales con presencia de raices abortivas (Tordable y col.,
1991). A su vez, el MRCV altera el metabolismo de giberelinas en plantas enfermas. Dado que
uno de los principales sintomas del Mal de Rio Cuarto es el acortamiento de entrenudos
(enanismo) y la reduccién del sistema radicular, el MRCV podria afectar la regulacion hormonal
durante el crecimiento, alterando la sintesis, el metabolismo y/o el transporte hormonal. El
acortamiento de entrenudos, el retraso en el crecimiento y las hojas pequenas son
caracteristicos de la falta de acido giberélico, y también son sintomas en plantas infectadas con

MRCV (Tordable y col., 1991).
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Figura 1.5: Alteraciones citopatoldgicas causadas por el MRCV en enaciones de hoja de maiz. Imagenes
de microscopia electrénica de transmisidn de cloroplastos de células de mesdfilo (A) y de células de la
vaina (B) de maiz sano. g: grana, s: granulo de almiddn. Las flechas indican areas en el cloroplasto de la
vaina que parece contener granas pequeias. C. Cloroplastos de una célula de la vaina de maiz infectado
por MRCV. Los cloroplastos estan agrandados, desorganizados y plegados, incluyendo en ocasiones
porciones citoplasmaticas con particulas virales (flechas). En esta imagen los granulos de almidén son de
color negro oscuro (Barra= 1 um, barra detalle= 500 nm). A y B: Imagenes tomadas de Smillie, 1971.

Imagen C tomada de Arneodo y col., 2002b.

Por otra parte, un trabajo del afio 2002 de Vigliocco y col., demostré que las hojas y las raices
de maices infectados por MRCV presentan mayores niveles de acido jasmadnico (JA) respecto
de las de maices sanos (60 d.pi.). En particular, el aumento de JA enddgeno coincide con la
aparicién de las enaciones en la hoja. Asimismo, al tratar exdgenamente las plantas con acido
salicilico (SA), las plantas infectadas por MRCV no desarrollaron enanismo (Vigliocco y col.,

2002).

A su vez, un trabajo del afio 2010 demostrd que las plantas de trigo infectadas presentan un
contenido de azlcares solubles superior al de plantas sanas (picadas por chicharritas no
viruliferas), y presentan un aumento en la concentracién de almiddn en tejidos foliares (Di Feo,

2010).
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El trigo como modelo experimental para el estudio del MRCV

Si bien el Mal de Rio Cuarto no causa importantes pérdidas econémicas para el cultivo del
trigo, este cereal constituye un importante eslabén en la cadena epidemiolégica de la
enfermedad (Ornaghi y col., 1993; Remes Lenicov y col., 1985), ya que ademas de servir como
reservorio del MRCV, resulta propicio para la cria, alimentacién y oviposicidon de la chicharrita
gue transmite el virus, que luego migra hacia plantas de maiz en sus primeros estadios de
crecimiento. Los sintomas en plantulas de trigo afectadas bajo condiciones de campo aparecen
a las 3-4 semanas a partir de la infeccion y son similares a los que ocurren en maiz:
acortamiento de entrenudos y apariencia achaparrada, hojas cortas, erectas, de consistencia
coridcea, nervaduras engrosadas y bordes recortados. Algunas hojas se enrollan en forma de
tirabuzdén (Di Feo, 2001). En la Figura 1.6 se muestran los sintomas del MRCV en dos plantas de

trigo a los 21 dias posinfeccidn (Tesis Doctoral en curso de Luis de Haro).

El trigo constituye en este momento el mejor modelo experimental para el estudio de la
enfermedad debido a que su tasa de transmisién experimental es mayor con respecto al maiz
(52% contra 14%; Truol y col., 2001). Ademas el virus alcanza mayores concentraciones y el
manejo en invernaculo es mas sencillo por tratarse de una especie de menor porte (Arneodo y
col., 2002a). Por otra parte, tanto el mapeo fisico como la secuenciacién del genoma de trigo
estdn avanzando con rapidez y a cargo de un consorcio internacional
(http://www.wheatgenome.org). Adicionalmente, en trigo existen herramientas como el
TILLING que permite identificar mutaciones generadas sobre la secuencia de un gen especifico
en individuos de una poblacién mutagenizada (Slade y col., 2005). También esta disponible la
técnica de VIGS (silenciamiento génico inducido por virus) que permite el estudio funcional de
genes por genética reversa (Godge y col., 2008; Scofield y col., 2005; Varallyay y col., 2012).
Finalmente, la transformacidn genética y el manejo posterior del material es mas sencillo que

en maiz (Dra. Dalia Lewi, comunicacién personal).
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Figura 1.6: Sintomas producidos por el MRCV en trigo a los 21 d.pi. Se observan plantas con marcada
disminucion del crecimiento, entrenudos acortados, hojas recortadas y enrolladas en forma de

tirabuzon. Imagenes tomadas por L. de Haro.

El ciclo replicativo de los reovirus

Los virus con genoma de ARN constituyen mas del 80% de los virus vegetales e
independientemente del grupo o familia a la que pertenezcan, todos codifican para al menos
tres proteinas que son absolutamente esenciales para el desarrollo del ciclo infectivo: una
proteina de cépside (CP) que permite el empaquetamiento del genoma viral; una RpRd viral
que interviene en la replicacion del genoma viral y la transcripcién del ARNm; y una proteina
de movimiento (MP) que permite la dispersion del virus mas alld de la célula inicialmente
infectada. En muchas especies virales las funciones de movimiento intercelular y la dispersidn
sistémica del virus en la planta son cumplidas por la accién conjunta de la MP y la CP. En
general el ciclo replicativo de los virus de genoma de ARN ocurre en el citoplasma de las
células hospedantes, en sitios subcelulares especificos y siempre en asociacién con estructuras
de origen viral que se forman en estadios tempranos de la infecciéon. La capacidad de
multiplicacidn de un virus en determinado organismo requiere de interacciones exitosas entre
el patdogeno y el hospedante e involucra una serie de eventos o etapas, que constituyen el ciclo
replicativo viral. Estas etapas pueden superponerse temporalmente y estdn altamente
reguladas. Pueden resumirse en: 1) ingreso del virus a la célula hospedante, 2)

desencapsidacion, 3) transcripcidén del ARNm viral en el caso de los virus de genomas ARNsc(-)
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o ARNdc, 4) traduccion de las proteinas virales, 5) replicacion del genoma viral, 6) ensamblado
y maduracion de las particulas virales y finalmente 7) egreso de la célula inicialmente infectada

y dispersién sistémica en la planta.

Como se menciond, en los reovirus el ciclo de replicaciéon viral ocurre en el citoplasma y
comienza con el ingreso del virus a las células hospedantes mediante mecanismos que varian
segun el género y que son especificos segun los distintos hospedantes. En plantas, los fijivirus
son inyectados directamente en el citoplasma de las células del floema durante la alimentacién
de chicharritas infectadas. En insectos, se demostré para el Rice dwarf virus (RDV,
Phytoreovirus) que la entrada a las células intestinales ocurre por endocitocis mediada por
clatrina. Una vez internalizadas, las particulas virales son secuestradas en endosomas acidicos
tempranos, en donde perderian la capside externa (sensible al bajo pH) y se liberarian al
citoplasma luego de la fusiéon de los endosomas que las contienen con vesiculas endociticas

(Weivy col., 2007).

Luego de la entrada a la célula, los componentes de la capside externa se desprenden del
virién dando lugar a “cores” transcripcionalmente activos que inmediatamente comienzan a
sintetizar los ARNm virales e incorporarles la estructura del “cap” a medida que son expulsados
a través de canales presentes en los vértices de la particula viral. Estos canales a su vez
posibilitan la entrada de nucledtidos y demds sustratos requeridos por la maquinaria
transcripcional del virus. Un trabajo reciente postula que los ARNm virales de Rotavirus son
liberados de las particulas virales transcripcionalmente activas de manera especifica a través
de los canales, es decir que por cada canal de la particula viral se expulsaria solo un transcripto

correspondiente a un segmento especifico (Periz y col., 2013).

Luego de esta etapa de transcripcidn y traduccidén primaria, las proteinas virales producidas
forman macroestructuras citoplasmaticas granulares de apariencia electrodensa, denominadas
viroplasmas o cuerpos de inclusidn virales (“viral inclusion bodies” o VIBs) que funcionan como
fabricas virales donde ocurre la replicacion gendmica y el ensamblado de nuevas particulas
virales. En la siguiente Seccidn se detallaran en profundidad las caracteristicas de los
viroplasmas ya que son relevantes para este trabajo de Tesis. La mayor parte de los trabajos
describiendo estas etapas se realizaron sobre reovirus de los géneros Rotavirus vy
Orthoreovirus. Sin embargo, estudios pioneros de microscopia electrénica sobre células de
plantas e insectos infectados con diferentes Fijivirus han demostrado que su citopatologia es
similar a la del resto de los reovirus (Arneodo, 2003; Arneodo y col., 2002b; Bassi, 1972; Favali

y col., 1974; Francki, 1972; Giannotti, 1977; Shikata, 1977; Vidano, 1970). Se ha detallado para
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el Bluetongue virus (BTV, Orbivirus) que el empaquetamiento de los segmentos gendmicos en
las nuevas particulas virales ocurre de manera ordenada y secuencial, de forma tal que cada
particula viral contiene una Unica copia de cada uno de los segmentos gendmicos (Sung y Roy,

2014).

Una vez producida la progenie viral, existen mecanismos especificos del hospedante para
permitir el movimiento de los viriones que son explotados por los virus. En el caso de
hospedantes vegetales, el virus se traslada a las células adyacentes (movimiento célula a
célula) a través de los plasmodesmos y posteriormente a toda la planta por los tubos cribosos
del sistema vascular floematico (Lucas, 2006; Scholthof, 2005). Los plasmodesmos son
estructuras especializadas en forma de canales que comunican el citoplasma y el reticulo
endoplasmatico de células contiguas, permitiendo el pasaje de moléculas de forma altamente
regulada (Matthews y col.,, 2002). Los virus vegetales utilizan dos estrategias basicas de
movimiento de célula a célula. Existen MP virales con capacidad de unidon inespecifica al
ARN/ADN viral que forman complejos nucleoproteicos que pueden atravesar los
plasmodesmos. Por otro lado, hay MPs que inducen la formacion de estructuras tubulares que
atraviesan los plasmodesmos y que son utilizadas para el pasaje de las particulas virales
completas (Waigmann y col., 2004). Estos mecanismos dependen de la interaccion de las MPs
con distintas proteinas del hospedante que auxilian el transporte intracelular de los complejos
virales (explotando el citoesqueleto de la célula) hacia los plasmodesmos, causan el aumento
del diametro de los mismos y finalmente asisten en el pasaje del virus a la célula vecina
(Nelson y col., 2010; Nelson y Citovsky, 2005; Scholthof, 2005). Si bien se han identificado MPs
en los Phytoreovirus (Li y col., 2004) y Oryzavirus (Wu y col., 2010b) y se ha descripto que P7-1
de RBSDV se localiza en plasmodesmos (Sun y col., 2013b) aun se desconocen los mecanismos

de movimiento especificos de los reovirus vegetales en las plantas.

En cuanto al movimiento viral en células animales, éste depende de otros mecanismos. Los
reovirus de animales como los miembros de los géneros Rotavirus, los Orthoreovirus y los
Orbivirus ingresan a las células del epitelio intestinal del hospedante por endocitosis luego de
la unién a un receptor de membrana y, una vez cumplido el ciclo replicativo, el egreso ocurre
por lisis celular (Guglielmi y col., 2006; Gutiérrez y col., 2010; Roy, 2008). En Rotavirus se ha
descripto ademas un mecanismo de egreso no litico de las células intestinales polarizadas que
aun no es completamente comprendido e involucra a la proteina de la espicula externa VP4
(Chwetzoff y Trugnan, 2006). En cuanto a los Orbivirus, que a diferencia de los otros dos

géneros (y tal como ocurre con los reovirus vegetales) son transmitidos por insectos, existe un
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mecanismo de egreso litico en células de mamifero y otro no litico en las células del mosquito
vector. Este Ultimo requiere la accion de la proteina viral NS3/NS3A, una glicoproteina integral
de membrana plasmatica que es capaz de interactuar especificamente con proteinas
involucradas en el trafico y direccionamiento de vesiculas en el sistema secretor, que se une a
la proteina de capside externa VP2 y facilita el transporte de los viriones hacia la membrana

plasmatica y su egreso por brotacion (Roy, 2008).

El movimiento de célula a célula en el insecto ha sido también caracterizado en el género
Phytoreovirus mediante el uso de monocapas de células de insecto vector. Se propuso que el
movimiento del RDV en el insecto, es llevado a cabo a través de estructuras tubulares que
contienen viriones maduros en su interior y que se observan durante la infeccién. La proteina
Pns10 es el componente mayoritario de dichas estructuras y es capaz de formarlas
espontdneamente al ser expresada en células de insecto no hospedante. Los tubulos se ubican
radialmente en el citoplasma y protruyen de la superficie celular asociados a filopodios de
actina que hacen contacto con células vecinas y permiten la dispersion del virus (Wei y col.,
2006a). La formacién de estas estructuras requiere de la asociacion de Pns10 al sistema de
endomembranas, mientras que su normal funcionamiento en la dispersion viral utiliza la
capacidad de elongacidn de los filamentos de actina y su movimiento a través de motores de
miosina (Wei y col., 2008). Llamativamente, la red de microtibulos no esta involucrada en
dicho proceso a pesar de que se observd que los mismos median el transporte y liberacién de
los viriones del RGDV (otro Phytoreovirus) en células de insecto (Wei y col., 2009b). Las
particulas virales de RDV son liberadas de las células del insecto vector infectadas a través de
la via de secrecidn de exosomas. Las particulas virales ensambladas en la periferia de los
viroplasmas son incorporadas en compartimientos multivesiculares que se mueven hacia la
periferia de las células donde se fusionan con la membrana plasmadtica y liberan las particulas
virales (Wei y col., 2009a). El RDV es ingerido por la cotorrita vector Nephotettix cincticeps al
alimentarse de una planta de arroz enferma e inicialmente se acumula en la cdmara de filtro y
en el intestino medio anterior y luego se dispersa hacia el sistema nervioso. Posteriormente se
expande hacia el esdfago, intestino posterior, tubos de Malpighi asi como hacia los nervios que
inervan las glandulas salivales, a las cuales finalmente también alcanza. El proceso desde la
ingestidon hasta la llegada a las glandulas salivales demora aproximadamente 12 dias (Chen y

col., 2011).

En cuanto a los Fijivirus, recientemente se demostrd que la proteina no estructural P7-1 del

SRBSDV forma estructuras tubulares con particulas virales en su interior, y que estos tubulos se
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extienden atravesando la ldmina basal desde el epitelio del instestino medio infectado
inicialmente, hacia el tejido de la musculatura visceral del intestino en el insecto vector (Jiay
col., 2014). A modo de resumen se muestra en la Figura 1.7 el esquema del ciclo de replicacion

de un reovirus animal, Bluetongue virus (BTV, Orbivirus, tomado de Mohl y Roy, 2014).
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Figura 1.7: Esquema del ciclo de replicacidon de BTV. La entrada del viridn es facilitada por la unién de la
proteina de capside externa VP2 con acido sialico previo a la endocitosis mediada por clatrina. El virion
es internalizado y transportado por endosomas donde el pH acido facilita la permeabilizacion de Ila
membrana mediada por VP5. Esto resulta en la desencapsidacién y la liberacion de los “cores”
transcripcionalmente activos en el citoplasma, los cuales sintetizan los ARNm virales que son extrudados
desde los “cores” hacia el citoplasma donde son traducidos, dando lugar a la sintesis de proteinas no
estructurales tempranas. NS1 promueve la traduccion de ARNsc de BTV y luego se forman estructuras
tubulares en el citosol. NS2 constituye los cuerpos de inclusidn virales o viroplasmas que concentran las
proteinas virales asi como los ARNsc nacientes para el ensamblado de los “cores”. Luego del egreso de
los “cores” incompletos de los viroplasmas, estos son transportados a través de vesiculas endociticas
gracias a la accién conjunta de NS3 con anexina/calpactina. La maduracién de los viriones comienza con

|u

la asociacién del “core” con VP5 para formar particulas completas. La salida del virus en etapas
tempranas de la infeccidn es no litica via interaccién de NS3 con Tsgl101 y luego ocurre por lisis celular.

Tomado de Mohl y Roy, 2014.

43



Génesis y funcion del viroplasma en el ciclo infectivo de Reovirus

En los reovirus, la replicacion y el ensamblado de nuevas particulas virales ocurren en
estructuras citoplasmaticas especificas y definidas, llamadas viroplasmas. Se postula que estas
estructuras proveen una plataforma fisica que concentra los genomas recién sintetizados vy las
proteinas involucradas en la replicacién y el ensamblado de nuevas particulas virales. La
formacidn de sitios especializados para la replicacidon requiere de una extensa reorganizaciéon
del citoesqueleto celular y de los compartimentos membranosos, hecho que podria ser
responsable del efecto citopatico en las células. Los viroplasmas son estructuras altamente
dindmicas y estan compuestas por una o dos proteinas virales no estructurales mayoritarias,
ARN viral y otras proteinas virales minoritarias (estructurales y no estructurales) que formaran
parte de la progenie (Antczak y Joklik, 1992; Brookes y col., 1993) asi como proteinas del
citoesqueleto celular (Cabral-Romero y Padilla-Noriega, 2006; Eaton y col., 1987; Parker y col.,
2002). Ademas, los virus requieren de proteinas del hospedante para facilitar la replicacién y
existen evidencias de que las proteinas celulares son activamente reclutadas hacia los

viroplasmas a través de la unién especifica a proteinas virales (Netherton y col., 2007).

Si bien las proteinas mayoritarias que componen los viroplasmas de los diferentes géneros de
reovirus animales no muestran identidad de secuencia a nivel aminoacidico, si comparten
algunas propiedades funcionales. Por ejemplo, muchas forman homomultimeros mediante
una fuerte autointeraccién, son fosforiladas, poseen la capacidad de unirse con alta afinidad a
acidos nucleicos de simple o doble cadena generalmente de forma independiente de la
secuencia nucleotidica, hidrolizan nucledsidos trifosfato (NTP), y en algunos casos también
muestran actividad de desplazamiento de hebras en acidos nucleicos de doble cadena

(Taraporewala y Patton, 2004).

Durante una infeccion por MRCV en plantas, los viroplasmas se observan como grandes
estructuras amorfas no delimitadas por membranas, en los citoplasmas de las células del
parénquima de floema en trigo y cebada, y también en las células acompafnantes de floema en
maiz. Ademas presentan areas electrodensas oscuras y areas claras (Figura 1.8 A), las Ultimas a
menudo incluidas dentro de las primeras. Los viroplasmas contienen particulas virales maduras
completas (es decir con ARNdc) e incompletas (vacias; Figura 1.8 A), y también estructuras
fibrilares de funcién y naturaleza desconocidas, que en ocasiones rodean a pequefios grupos
de particulas virales (Figura 1.8 B). Las particulas virales maduras se pueden agregar formando

estructuras cristalinas y se ubican por fuera de los viroplasmas (Arneodo y col., 2002b).
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Figura 1.8: Imagenes de microscopia electrénica de transmision de secciones ultrafinas de células de
parénquima de floema de hojas de trigo y cebada infectados por MRCV. A. Porcién de viroplasma, con
areas oscuras (D, “dark”) y claras (L, “light”) en una célula de cebada. Se observan particulas virales
completas con un centro electrodenso de ARNdc (flechas) e incompletas (cabezas de flechas). B.
Material fibrilar (F) y particulas agregadas (flechas) en un viroplasma de una célula de trigo infectada por

MRCV. Barra= 200 nm. Imagen tomada de Arneodo y col., 2002b.

En el afio 2010, luego de comenzada esta Tesis, nuestro grupo demostré que la proteina
codificada por el primer ORF del segmento bicistrénico 9 (P9-1) es la proteina mayoritaria del
viroplasma. Expresada de manera aislada en células Sf9 de insectos, P9-1 forma inclusiones
citoplasmaticas semejantes a los viroplasmas que se forman durante la infeccion de MRCV. Se
demostré ademas que P9-1 posee capacidad de autointeractuar in vitro e in vivo para formar
complejos de alto peso molecular (multimeros) y que tiene capacidad de unién a ARNsc y
actividad ATPasa. La capacidad de formacion de estructuras semejantes a VIBs fue mapeada en
el extremo carboxiterminal de la P9-1 de MRCV (Maroniche y col., 2010). Este fue el primer
trabajo en donde se reportaron las actividades de uniéon a ARN y ATPasa para una proteina
mayoritaria de viroplasma del género Fijivirus. En el mismo afio de nuestra publicacion,
Guzman y col. publicaron su trabajo en donde produjeron antisueros contra P9-1, y mediante
inmunodeteccidn en plantas de trigo y chicharritas infectadas por MRCV, determinaron que

P9-1 se localiza exclusivamente en los viroplasmas de células infectadas (Guzman y col., 2010).
45



Posteriormente, en un trabajo publicado en el afio 2012, nuestro grupo determind mediante
estudios de colocalizacién por microscopia confocal en expresiones transitorias en células de
insecto Sf9, que P6 forma cuerpos de inclusién citoplamaticos perinucleares. Los mismos son
reducidos en nimero (2 o 3 por célula) pero de gran tamafio. Estas inclusiones colocalizan con
tubulina pero no con actina. Al coexpresar P6 con P9-1, P6 se relocaliza a los cuerpos de
inclusion citoplasmaticos formados por P9-1, de menor tamafio pero mayor nimero, dispersos
en todo el citoplasma. Ademas, P6 colocaliza con la proteina de cdpside externa P10 y
parcialmente con la proteina no estructural P7-2 y con tubulina. A su vez, P10 colocaliza
completamente con tubulina y con el RE. Este trabajo propone a P6 como componente
minoritario de viroplasma, que es reclutado hacia las inclusiones formadas por P9-1, y que a su
vez podria reclutar otras proteinas virales (P7-2 y P10) y celulares (tubulina) hacia los VIBs. Por
su parte, la proteina de capside externa podria utilizar la red de microtubulos y el sistema de
membranas del reticulo endoplasmico para el movimiento de particulas virales en la célula

(Maroniche y col., 2012).

Para los reovirus vegetales, tanto los estudios sobre el ciclo de infeccion como sobre la
formacién de los viroplasmas han sido mejor descriptos para el RDV (género Phytoreovirus). En
un trabajo de Wei y col. del afio 2006, se demostrd que la proteina no estructural Pns12 es
esencial para la formacidon de los viroplasmas y de los complejos de ensamblado virales (Wei y
col., 2006b). Mediante estudios inmunohistoquimicos en células del insecto vector en cultivo
se determind la aparicidn de viroplasmas a las 6 horas posinfeccidn. Los mismos contienen las
proteinas no estructurales Pns6 (proteina de movimiento, con actividad ATPasa y capacidad de
unidon a acidos nucleicos), Pnsll (con capacidad de uniéon a acidos nucleicos) y Pns12
(fosforilable), siendo esta ultima capaz de formar estructuras tipo VIBs al ser expresada en
células sin infectar. En la regidon interna de los viroplasmas se identificaron las proteinas del
“core” P1 (RdRp), P3 (mayoritaria del “core”), P5 (posible guanilil transferasa) y P7 (con
capacidad de unién a acidos nucleicos). En contraste, en la periferia de los viroplasmas se
ubican las proteinas P2 (proteina fusogénica involucrada en la transmision entre células del
insecto vector), P8 (proteina mayoritaria de capside externa) y P9 (proteina minoritaria de
capside externa), asi como particulas virales completas. A partir de estos resultados se postuld
que las particulas virales se comienzan a producir en el interior de los viroplasmas mientras
que el ensamblado ocurre en la periferia. Ademas, los viroplasmas son los sitios de sintesis de
ARN viral, y el nimero de viroplasmas disminuye a lo largo del curso de la infeccién

aumentando su tamafio, indicando que los mismos se fusionarian. Los resultados descriptos
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para RDV estan en concordancia con el modelo de morfogénesis descripto para reovirus

animales (Wei y col., 2006b).

En cuanto a los virus pertenecientes al género Fijivirus, al comienzo de este trabajo de Tesis se
habia identificado por inmunodeteccion la presencia de la proteina P9-1 de RBSDV en los
viroplasmas de plantas e insectos (Isogai y col., 1998a). En el afio 2008 se determind que esta
proteina posee capacidad intrinseca de autointeractuar y formar homodimeros in vivo e in
vitro, y que forma inclusiones tipo VIBs en protoplastos de Arabidopsis en ausencia del resto
de las proteinas de RBSDV (Zhang y col.,, 2008a). De manera importante en el afio 2012,
durante el curso de esta Tesis, se resolvid la estructura cristalografica de P9-1 de RBSDV. En
dicho trabajo se determiné que P9-1 forma dimeros y que posee una regién carboxiterminal
tipo “brazo” (o “C-arm”) a través de la cual los dimeros se unen entre si, formando tetrameros
que dejan un poro central y que se unen con otro tetrdmero por interacciones hidrofébicas
laterales dando lugar a la formacién de octameros cilindricos (Akita y col., 2012). Se encontré
que el “C-arm” es necesario para la formacidon de inclusiones tipo viroplasmas, ya que al
expresar una version de P9-1 que carece del brazo (P9-1AC) no se detectd formacidn de dichas
estructuras. Ademas, dicha mutante de delecion es capaz de formar dimeros pero no
octameros. Los octdmeros de P9-1 de RBSDV son cilindros verticalmente elongados,
estructuralmente similares a los formados por NSP2 de rotavirus, a pesar de que no existen
similitudes en las estructuras primarias y secundarias de ambas proteinas (Akita y col., 2012).
Los estudios sobre P9-1 de RBSDV continuaron y en el afio 2013 se determiné que P9-1 tiene la
capacidad de unir preferentemente y de manera inespecifica acidos nucleicos de simple
cadena. P9-1 une ARNsc mayoritariamente cuando se encuentra en la forma octamérica, y en
menor medida, como tetrdmero y dimero. Al no formar octdmeros, la mutante P9-1AC
presenta una afinidad disminuida por acidos nucleicos. En este trabajo ademds se maped la
region responsable de la unién a ARNsc entre los aminodcidos electropositivos de ubicados
entre los residuos 25 a 44 de la secuencia aminoacidica. Esta regién se ubica en el centro del
cilindro formado por los octameros de P9-1 de RBSDV (Wu y col., 2013). Paralelamente, Wang
y col. encontraron que P6 de RBSDV es capaz de autointeractuar in vivo por doble hibrido de
levaduras (Y2H) y por complementacién bimolecular de la fluorescencia (BiFC) en células de
epidermis de Nicotiana benthamiana. Ademas, P6 es capaz de inducir la formacidn de cuerpos
de inclusidn tipo viroplasma cuando es expresada sola en epidermis de cebolla. Por otra parte,
encontraron que P6 interactda con P9-1 por Y2H. Sin embargo, en un resultado contrastante
con los observados por Zhang y col., 20083, los resultados de Wang y col. muestran que P9-1

no forma cuerpos de inclusién tipo viroplasmas cuando es expresada en epidermis de cebolla,
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mientras que en presencia de P6, P9-1 es redirigida a los cuerpos de inclusién de P6, hecho
que los llevd a proponer a P6 como proteina mayoritaria de viroplasma (Wang y col., 2011).
Posteriormente, en un trabajo de Sun y col. donde analizan las posibles interacciones de P9-1
con el resto de las proteinas no estructurales de RBSDV por coinmunoprecipitacién,
encontraron que solo P6 interactia con P9-1, y que ambas proteinas localizan en las
inclusiones tipo VIBs. A diferencia de los resultados de Wang y col., en expresiones transitorias
en células de insecto Sf9, P6 se distribuye difusamente en el citoplasma, y es relocalizada hacia
las inclusiones tipo VIBs cuando se coexpresa con P9-1, sugiriendo que P9-1 es la proteina
mayoritaria de viroplasma y que P6 es reclutada como un componente minoritario.
Finalmente, en ese trabajo encontraron que P6 interactia con P5 (sin aclarar si se trata de P5-
1 o de una posible fusién P5-1/P5-2), y se localiza en las inclusiones tipo VIBs de P9-1 solo
cuando es coexpresada con P6, sugiriendo que P5 es reclutada a los viroplasmas por P6 (Sun y

col., 2013a).

El SRBSDV fue descubierto como una nueva especie viral en el afio 2008 y su genoma se
termind de secuenciar por completo en el afo 2010; por lo tanto toda la bibliografia disponible
sobre la génesis y maduracién de los viroplasmas en este fijivirus es posterior al inicio de esta
Tesis y fue publicada principalmente por el grupo de Tayiun Wei. Este grupo publicé en el afio
2012 un trabajo realizado en infecciones en células del insecto vector en cultivo, en el cual
demostré que la proteina no estructural P9-1 es la proteina mayoritaria de los viroplasmas, ya
que es capaz de formar inclusiones tipo VIBs cuando es expresada sola en Sf9. Ademas, el
bloqueo de la expresion de P9-1 mediante ARNs pequefios interferentes inhibe la formacion
de viroplasmas y la infeccién viral por SRBSDV. En cultivos de células del insecto vector
infectados por SRBSDV, los viroplasmas contienen a P9-1, ARN viral, P10 (proteina de capside
externa) asi como particulas virales (Jia y col., 2012a). Posteriormente, se determiné mediante
microscopia confocal y electrénica que los viroplasmas de SRBSDV consisten en una regién
granular en donde se acumula ARN viral y las proteinas no estructurales P9-1 y P6, y en una
region filamentosa, en donde se acumula ARN viral, particulas virales incompletas y completas,
asi como P6 y la proteina no estructural P5 (sin aclarar si se trata de P5-1 o una proteina de
fusion P5-1/P5-2; Mao y col., 2013). En ausencia de una infeccidn, P5 forma inclusiones
filamentosas, y P9-1 forma inclusiones granulares, sugiriendo que el viroplasma filamentoso
estd compuesto principalmente por P5 mientras que el granular estd compuesto
mayoritariamente por P9-1 (Mao y col., 2013). Por su parte, P6 es capaz de autointeractuary
seria reclutada hacia la matriz del viroplasma mediante interaccién directa con P9-1y P5 (Liy

col., 2013; Liy col., 2014; Mao y col., 2013).
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Debido a la importancia de los reovirus animales en la salud humana y del ganado y a la
disponibilidad de modelos experimentales mds consolidados, el nivel de conocimiento de los
componentes y la dinamica de los viroplasmas es mayor y ha servido como base tedrica para el
avance en los estudios de otros virus de la familia. En el género Orthoreovirus, los viroplasmas
presentan una estructura electrodensa filamentosa o globular, que se debe al grado de
estabilizacién de la red de microtubulos, y que varia segin la cepa debido a un cambio
aminoacidico de una serina por una prolina en la proteina del “core” u2 (Parker y col., 2002).
En los virus que forman viroplasmas filamentosos, la red de microtubulos es mas estable que
en los globulares por acciéon de u2, y la despolimerizacion de microtubulos por accién del
inhibidor nocodazol convierte a los viroplasmas “filamentosos” en “globulares”. La proteina no
estructural UNS es capaz de inducir la formacion de estructuras tipo viroplasmas cuando es
expresada en ausencia de otras proteinas del virus, y su apariencia puede ser alterada de
globular a filamentosa cuando se coexpresa también u2 de un virus “filamentoso” (Broering y
col., 2002). Ademas, se ha observado que la mayoria de las proteinas virales localizan completa
o parcialmente con los viroplasmas. Por otra parte, en los viroplasmas también se encuentran
particulas virales, ARN viral, asi como ubiquitina y los componentes de citoesqueleto
microtubulos y vimentina asociados a estas estructuras (Becker y col., 2001; Becker y col.,
2003; Broering y col., 2004; Cashdollar, 1994; Dales y col., 1965; Miller y col., 2004; Sharpe y
col., 1982; Silverstein y Schur, 1970).

Los viroplasmas producidos por Rotavirus (RV) forman una estructura electrodensa que a
menudo se localiza en proximidad con el sistema membranoso del RE (Altenburg y col., 1980).
La expresidon conjunta de las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5 es requerida para la
formacién de viroplasmas y por lo tanto para la replicacidn viral (Fabbretti y col., 1999). A su
vez, el bloqueo en la expresidn de dichas proteinas mediante silenciamiento génico
postranscripcional (PTGS) por ARNs pequefios interferentes (siARNs), “intrabodies” o el uso de
mutantes de NSP2 o NSP5, previene completamente la formacion de los viroplasmas, la
morfogénesis de RV, y la produccidon de progenie viral infectiva (Campagna y col., 2005;
Silvestri y col., 2004; Vascotto y col., 2004). NSP2 y NSP5 coordinan el ensamblado de los
viroplasmas y reclutan proteinas virales estructurales como la proteina de “core” interno VP2 y
la polimerasa VP1. Los viroplasmas también contienen particulas virales incompletas (con dos
de las tres capas de proteina de capside, llamadas DLPs por “double-layered particles”) que se
ubican en la periferia (Altenburg y col., 1980), mientras que se encuentran particulas virales
completas (con las tres capsides, TLPs por “triple-layered particles”) en las membranas del RE

asociadas (Petrie y col., 1984). Durante el curso de una infeccion, los viroplasmas aumentan en
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tamafio y disminuyen en nimero mediante la fusidon entre viroplasmas cercanos (Eichwald y
col., 2004). Ademas, los viroplasmas parecen tener una estructura interna (Altenburg y col.,
1980), ya que en el centro se ubica NSP2 y ocasionalmente se observa mas claro que la
periferia, donde se ubican NSP5 y la proteina de capside media VP6 (Eichwald y col., 2004;
Gonzalez y col., 2000). Esta localizacién diferencial en el viroplasma podria tener relevancia
funcional ya que VP6 se une a la proteina no estructural NSP4, que localiza en el RE y que estd
implicada en la brotacidon de las DLPs a las membranas del RE asociadas a los viroplasmas
(Silvestriy col., 2005). Por lo tanto, la ubicacién de VP6 en el exterior de los viroplasmas podria
reflejar una organizacién en la maduracién del virus desde el interior de los viroplasmas hacia
el exterior. Sin embargo, esto aln no se ha dilucidado por completo ya que VP6 también forma
complejos con ARN viral y NSP2, que como se menciond antes, se ubican en el centro de los
viroplasmas (Aponte y col., 1996). NSP2 forma octdmeros y tiene actividades de nucledsido
trifosfatasa (NTPasa), helicasa, y quinasa de nucledsidos difosfato (liang y col., 2006;
Taraporewala y col., 1999; Taraporewala y Patton, 2001, 2004). Dentro de los canales que
forman los octdmeros de NSP2, se encuentran sitios de unién por los cuales compiten NSP5 y
ARNsc, regulando posiblemente el balance entre la traduccién y la replicacion de ARN (Jiang y
col., 2006). NSP5 es una proteina que forma oligdmeros (Torres-Vega y col., 2000) y tendria un
rol central en el ensamblado estructural de los viroplasmas asi como en el reclutamiento de las

proteinas de viroplasma (Contin y col., 2010).

Interacciéon hospedante-virus

Debido a que los virus son parasitos obligados, el establecimiento de una infeccidn exitosa
implica necesariamente la utilizacion y la interaccion con factores y recursos de la célula
hospedante. Los virus desarrollaron la capacidad de utilizar la maquinaria de expresién génica
de la célula hospedante para producir sus propios acidos nucleicos y proteinas. Estas
interacciones son las que determinan el desarrollo sintomdatico. Cualquier molécula viral tiene
la capacidad potencial de interactuar con algin factor del hospedante y de esta manera
interferir con su normal funcién y por lo tanto producir modificaciones que resulten en el

desarrollo sintomatico.

En lo que respecta al establecimiento y desarrollo de la infeccidn en plantas, pueden ocurrir
dos posibles situaciones en las interacciones entre las plantas y el patégeno viral: en un
extremo puede suceder que la planta sea completamente susceptible; en el otro que la planta

sea completamente resistente, la acumulacidn viral es indetectable y no es posible observar
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ningun tipo de respuesta en el sitio de infecciéon (Moffett, 2008). Sin embargo, en la mayoria
de los casos en que se establece la infeccidn, la situacién es intermedia. En esta situacion
intermedia generalmente se desencadena una respuesta de defensa en la célula que no es
suficiente como para detener la replicacién del virus y el consecuente establecimiento de la
infeccion. El desenlace de la interaccidon depende de diversos factores como por ejemplo la
eficiencia en el reconocimiento del sistema de defensa vegetal de la molécula viral que
desencadena la respuesta, la efectividad de la sefial que generalmente se produce en
consecuencia y la capacidad replicativa y de dispersion del virus (Moffett, 2008). Entonces,
durante el desarrollo de las infecciones virales se establecen diversas interacciones entre el
patdgeno y el hospedante que inciden positiva o negativamente en el establecimiento de la

enfermedad.

Para un virus que es capaz de ingresar, replicar, y moverse de célula a célula en dos
hospedantes tan disimiles como las plantas y los insectos, es necesario que su estructura y
genoma compactos sean versatiles y multifuncionales para poder adaptarse a cada
hospedador. A su vez, cada etapa del ciclo infectivo se encuentra altamente regulada para
maximizar la eficiencia del ciclo replicativo. A continuacion se detallaran ejemplos especificos
de la interaccién entre proteinas de reovirus y diversos componentes celulares del hospedante

gue son necesarios y/o que contribuyen al establecimiento de la infeccidn.

Interaccidn con el citoesqueleto celular y el sistema de endomembranas

Si bien es posible que el movimiento intracelular de los virus pueda ocurrir mediante difusién
controlada a través del citoplasma, las investigaciones sobre el movimiento de virus animales y
de plantas se han enfocado en el sistema de membranas y el citoesqueleto del hospedante, ya
que estos componentes celulares juegan roles clave en el transporte de vesiculas, organelas y
macromoléculas dentro de las células. El citoesqueleto del hospedante representa un
importante blanco para el éxito de una infeccién, ya que provee al patégeno de los medios
para moverse dentro de la célula, y adaptarse a la morfologia, funcionamiento y dinamica
celular (Gardet y col., 2006). En el caso de los virus animales, estd ampliamente demostrado
que tanto la red de microtubulos como el citoesqueleto de actina estan involucrados en el
transporte activo durante varias etapas del ciclo infectivo, incluyendo el reconocimiento de los
viriones a los receptores para la entrada, la internalizacién, el movimiento hacia el nicleo, la
replicacion del genoma viral, el ensamblado de nuevas particulas virales y la salida de la célula

(Greber y Way, 2006; Pollard y Cooper, 2009; Radtke y col., 2006). Por su parte, la asociacion
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entre los virus animales y el sistema de endomembranas esta vinculada con la replicacion viral
y en los ultimos afios se ha descubierto que esta asociacidon también estd involucrada con el
movimiento intracelular (Burckhardt y Greber, 2009; Pierini y col., 2009). Ademas, existe un
numero creciente de evidencias del uso de los componentes de citoesqueleto y membranas

por parte de virus vegetales (Harries y col., 2010).

Respecto de los reovirus, se encontrd que en el curso de una infeccidn por Rotavirus, los
viroplasmas aumentan en tamafio y van disminuyendo en nimero, condensandose en la zona
perinuclear de la célula. Este proceso involucra a la proteina VP2 para el movimiento y NSP2
para la fusidon entre los viroplasmas. Por su parte, la dinamica de movimiento de los
viroplasmas requiere de la red de microtubulos estabilizados por acetilacion y de un motor de
kinesina, que modula la dindmica y la funcidon de los microtubulos (Eichwald y col., 2012).
Ademas, se ha demostrado que en una infeccidn por RV, NSP2 induce la despolimerizacién de
la red de microtubulos en la zona perinuclear, se produce la aparicién de granulos de tubulina
que colocalizan con los viroplasmas mediante interaccidén directa con NSP2 pero no con NSP5.
Es posible que la despolimerizacién de los microtibulos cause el redireccionamiento de la
magquinaria celular inhibiendo el transporte y las funciones potencialmente involucradas en la

defensa celular (Martin y col., 2010).

En los reovirus vegetales, se determind que la red de microtibulos es necesaria para el
transporte y la liberacion de particulas virales del RGDV (Phytoreovirus) hacia el exterior de la
célula del insecto vector (Wei y col., 2009b). Por su parte, y como se menciond anteriormente,
la proteina Pns10 del RDV forma estructuras tubulares que contienen particulas virales e
interactua con la actina celular de las microvellosidades del intestino, formando protrusiones
hacia las células vecinas y posiblemente permitiendo el movimiento de célula a célula en el
insecto (Chen y col., 2014; Wei y col., 2006a). Como se menciond previamente, el fijivirus
SRBSDV atraviesa la ldmina basal del epitelio intestinal hacia los tejidos de musculatura visceral
utilizando tubulos compuestos por la proteina no estructural P7-1. Estos tubulos se extienden
a lo largo de la musculatura visceral mediante la interaccién directa entre P7-1 y actina (Jiay

col., 2014).

Interaccidn con la maquinaria de sintesis proteica

Los virus dependen enteramente de la maquinaria de sintesis proteica celular, y reclutan los

ribosomas del hospedante para traducir ARNm virales, de modo que utilizan proteinas virales
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que controlan los factores de traduccidn y las vias de sefializacién que regulan la actividad de
los mismos. Esto no solo asegura la producciéon de proteinas virales sino que a menudo
bloquea la respuesta de defensa del hospedante. Practicamente cada etapa del proceso de
traduccién puede ser blanco de proteinas virales (Walsh y Mohr, 2011). A modo de ejemplo,
un estudio de transcriptémica de delfacidos infectados por el fijivirus SRBSDV mostré que la
infeccidn provoca la inhibicion de la sintesis proteica y del metabolismo de aminoacidos (Xu y

col., 2012).

Existen numerosos reportes de virus vegetales y animales que utilizan el factor de elongacién
de la traduccidn 1 alfa (eEF1A) del hospedante, una de las proteinas mas abundantes en los
eucariotas (Mateyak y Kinzy, 2010). Sin embargo, no se conoce el rol exacto que cumple eEF1A
en la replicacion viral ya que puede variar dependiendo del virus. En un trabajo reciente se
demostré que una proteina de arroz homdéloga al factor de elongacién eucaridtico 1a (OseEF-
1A) es capaz de interactuar con las proteinas no estructurales Pns6 y Pns10 del Rice ragged
stunt virus (RRSV, Oryzavirus), mediante las técnicas de Y2H y BiFC (Songbai y col., 2013). Pns6
tendria dos posibles funciones: proteina de movimiento (Wu y col., 2010b) y supresora del
silenciamiento génico postranscripcional (PTGS; Wu y col., 2010a). Por su parte, Pns10 seria el
componente mayoritario de viroplasma, y cuando se la coexpresa con Pns6 en Sf9, Pns10
recluta a Pns6 hacia las estructuras tipo viroplasma, de manera que Pns6 seria un componente
minoritario de viroplasma (Jia y col., 2012b). En el trabajo de Songbai y col. se demostrd
ademads que OseEF-1A interactua con la proteina de viroplasma de SRBSDV P6, y que si bien no
presenta interaccién directa con P9-1, en presencia de P6, OseEF-1A colocaliza con P9-1. A
pesar de que se desconoce la funcion bioldgica precisa del eEFla en el ciclo infectivo de RRSV y
SRBSDV, resulta claro que en ambos reovirus el eEFla es reclutado hacia los viroplasmas

donde posiblemente intervenga en la traduccién de proteinas virales.

Interaccidn con el sistema ubiquitina-proteasoma

La degradacién de proteinas juega un importante rol en el mantenimiento de la homeostasis
celular y determina la vida media y la estabilidad de las proteinas. En este proceso, las
proteinas son hidrolizadas y los aminodcidos resultantes son reutilizados para sintetizar nuevas
proteinas. Existen diversos mecanismos de degradacion de proteinas que se encuentran
finamente regulados y cuyos blancos son altamente especificos (Lecker y col., 2006). El
mecanismo mas ampliamente utilizado es la degradacidon por el sistema de ubiquitina-

proteasoma (UPS, por sus siglas en inglés). La via del UPS consiste en acciones concertadas de
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enzimas que unen covalentemente cadenas de ubiquitina (Ub) a proteinas, marcandolas para
su degradacién (Glickman y Ciechanover, 2002; Pickart, 2004). Este proceso de “etiquetado”
hace que las proteinas sean reconocidas por el proteasoma 26S, un gran complejo
multicatalitico que corta las proteinas poliubiquitinadas en pequefios péptidos (Baumeister y
col., 1998). Ub es una proteina de 76 aminoacidos que se encuentra altamente conservada en
eucariotas. El proceso de unidon covalente de Ub a una proteina, conocido como
ubiquitinacién, esta involucrado en la degradacidn de proteinas y también en muchas otras
vias de sefializacion importantes para la homeostasis celular (Glickman y Ciechanover, 2002).
Este proceso esta controlado por tres clases de enzimas que regulan los tres pasos principales
(Figura 1.9): 1) activacién de Ub a través de la enzima E1, donde Ub es transferida a E1; 2)
tranferencia de Ub desde la enzima E1 a la enzima E2 que conjuga Ub; y 3) transferencia de Ub
desde la enzima E2 hacia la proteina sustrato, proceso en el cual participa el complejo E3
ligasa, que coordina la ubiquitinacidn actuando como plataforma para las E2 y sus sustratos
especificos. El tipo de unién covalente en la cadena de poliubiquitina determina el destino de
la proteina sustrato. Las E3 ligasas forman una gran familia de proteinas, y su diversidad es
clave ya que determina la especificidad de sustrato para la ubiquitinacién. Por lo tanto,

constituyen un blanco importante para los patdgenos virales (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012).

Existen numerosos tipos de E3 ligasas, segun la composicion de sus subunidades y su modo de
accién (Lechner y col., 2006). Las E3 ligasas se pueden clasificar en dos grupos segun el tipo de
dominio, HECT o RING, y cada uno utiliza distintos mecanismos para transferir la Ub a su
sustrato. En particular, las E3 de dominio RING transfieren la Ub directamente a su sutrato
desde la E2 (Cardozo y Pagano, 2004). Uno de los complejos mejor caracterizados entre las E3
ligasas tipo RING, es el SCF (SKP1-CUL1-FBP). Esta ligasa posee una subunidad de culina-1
(“cullin-1" en inglés, CUL1), que actia como una plataforma que interactia simultdneamente
por su extremo amino con el adaptador SKP1 (proteina quinasa 1 asociada a la fase S, o “S-
phase-kinase-associated protein-1”) y por su extremo carboxilo con la proteina de RING-finger
(RBX1). RBX1 es la subunidad que reconoce a la enzima E2 conjugada con Ub, mientras que
SKP1 se une a las proteinas F-box, quienes confieren la especificidad de sustrato a través de un
dominio adicional para la interaccién con el mismo (Figura 1.9; Gagne y col., 2002; Lechner y
col., 2006). El potencial de diversificacion de los sustratos blanco de ubiquitinacion queda
demostrado en el hecho de que el genoma de Arabidopsis thaliana codifica para cerca de 700
proteinas F-box (Devoto y col., 2003; Gagne y col.,, 2002), mientras que en arroz se han

identificado unas 680 potenciales proteinas F-box (Jain y col., 2007).
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Las proteinas F-box se definen como tales por la presencia de un motivo F-box de unos 40-50
aminodacidos en la regién amino terminal, a través del cual interactian con el adaptador SKP1
del complejo SCF (Cardozo y Pagano, 2004). La regidn carboxiterminal de las proteinas F-box
usualmente presenta dominios de unidn al sustrato de diversos tipos, como las repeticiones de
Trp-Asp (WD) vy las repeticiones de residuos ricos en leucina (LRR) que se unen a sustratos

fosforilados (Ho y col., 2006).

>
®

Ub

Figura 1.9: Esquema de la ubiquitinacién de una proteina sustrato. A. La enzima E1 activa la Ub y la
transfiere a E2. B. La Ub activada es transferida a la proteina sustrato mediante unién a través del
complejo E3 ligasa, en este caso SCF, compuesto por una Rbx1l que une a la enzima E2 con la Ub
activada, culina, SKP y la proteina F-box que se une con SKP a través de su motivo F-box y con la

proteina sustrato.

Muchos virus de plantas explotan el UPS utilizando diversos mecanismos, muy probablemente
en su propio beneficio. Se ha reportado que los virus tienen la capacidad de inducir, inhibir, o
modificar la especificidad de las enzimas relacionadas con la Ub, en particular las E3 ligasas.
Adicionalmente, muchos virus codifican para proteinas que imitan la funcién de las enzimas de
la via del UPS. Como resultado, se produciria un entorno celular mas favorable a la infeccion

viral o bien se inhibiria la respuesta de defensa del hospedante (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012).

Un caso particular del uso de la maquinaria del UPS por un Polerovirus es la proteina PO. Esta
proteina es un supresor del silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) y es ademas una
proteina F-box ya que tiene la capacidad de interactuar con SKP1 a través de un pequefio
motivo F-box. Al anular este motivo, no solo se bloquea la interaccion P0O-SKP1 sino que
también se reduce la patogenicidad del virus, y se inhibe la actividad supresora del PTGS de PO.
El silenciamiento génico inducido por VIGS de SKP1 en Nicotiana benthamiana confiere

resistencia al virus (Pazhouhandeh y col., 2006).
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Recientemente se demostré que la proteina no estructural P7-2 de RBSDV es capaz de
interactuar con SKP1 de maiz por Y2H. Asimismo encontraron que esta proteina viral
interactla con las SKP1 de Arabidopsis thaliana, N. benthamiana, Oryza sativa y Saccharum
sinense (cafia; Wang y col., 2013). Este trabajo determind ademas que la regidn a-hélice (H)
carboxiterminal de 24 residuos en RBSDV P7-2 es necesaria para la interacciéon con SKP1. Se

desconocen las implicancias bioldgicas de dicha interaccién.

Un estudio de transcriptdmica de chicharritas infectadas con SRBSDV mostré que la expresion
de los genes que intervienen en la via del UPS se encuentra disminuida ante la infeccion (Xu y
col., 2012). De forma complementaria en un estudio reciente de los perfiles de microARNs en
plantas de arroz infectadas por SRBSDV se observé el aumento de un microARN que tiene
como blanco a un ARNm que codifica para la subunidad alfa tipo 1 del proteasoma. El aumento
de este microARN no ocurre en tiempos tempranos de infeccién (3, 9, y 15 d.pi.), pero si a los

20 d.pi. (Xu y col., 2014).

Es interesante destacar también que se ha demostrado que la proteina de viroplasma u2 de los
Orthoreovirus se encuentra ubiquitinada, y que el grado de ubiquitinacion es mayor en los
virus que forman viroplasmas globulares respecto de los filamentosos (Miller y col., 2004). Sin
embargo, en este trabajo no se determind el tipo de ubiquitinacion, de manera que se
desconoce si la ubiquitinacion de la proteina de viroplasma actia como sefial para la
degradaciéon via proteasoma o estd involucrada en otro mecanismo. Por otra parte, se ha
reportado en los ultimos afios que el proteasoma es esencial para la formacion de viroplasmas
y la replicacién de rotavirus y reovirus aviar. El tratamiento con el inhibidor de proteasoma
MG132 en células infectadas con estos virus afecta la sintesis de proteinas virales, la formacion
de viroplasmas y la replicacion del genoma viral. El efecto de inhibicidn del proteasoma es mas
marcado en tiempos tempranos de infeccion, posteriores a la entrada del virus y a la pérdida

de la capside externa (Contin y col., 2011; Cheny col., 2008; Lépez y col., 2011).

Se han identificado diversos motivos peptidicos que actian como sefiales para la degradacién
de proteinas. Entre ellos se encuentran los motivos PEST (Rechsteiner y Rogers, 1996). Estos
motivos son secuencias lineales de una proteina ricas en residuos prolina (P), acido glutamico
(E), serina (S) y treonina (T). La existencia de estos motivos, que estan presentes en muchas
proteinas celulares con una vida media corta, fue reportada por primera vez en el afio 1986
(Rogers y col., 1986). Desde entonces se ha demostrado que las proteinas que contienen
motivos PEST son de alguna forma reconocidas para ser ubiquitinadas y degradadas via

proteasoma (Rechsteiner y Rogers, 1996). Algunos motivos PEST son constitutivos, aunque
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muchos de ellos son sefiales condicionales cuya activacion se encuentra regulada por diversos
factores como la exposicidn a luz, la unién a ligandos especificos como el AMP ciclico, o bien
por fosforilacién de las serinas y treoninas dentro del motivo, cambios que pueden modificar la
estructura de la proteina exponiendo al motivo PEST para que sea reconocido (Rechsteiner y

Rogers, 1996).

Los virus no solo manipulan la maquinaria de degradacién celular para degradar proteinas
celulares, sino que en ocasiones son las propias proteinas virales las que se degradan via
proteasoma. La capacidad de adaptacién a su hospedante por parte de los virus es tan versatil
qgue incluso ciertas proteinas virales que se degradan via el UPS pueden ser reguladas por la
presencia de los motivos PEST. Se ha demostrado que la proteina E2 del papilomavirus,
componente clave que regula la transcripcion viral, la replicaciéon y el mantenimiento de su
genoma episomal, posee una sefial PEST regulable mediante la fosforilacion de dos serinas
dentro del motivo (Penrose y McBride, 2000). En ese trabajo se demostré que E2 es
ubiquitinada y degradada por el proteasoma. Adicionalmente, mutaciones en los sitios de
fosforilacién previenen la degradacidon y provocan un marcado aumento en el nimero de
copias del genoma viral. Se ha propuesto que la activacion del motivo PEST ocurre no por
reconocimiento de los residuos fosforilados sino por un cambio en la estructura de la proteina
debido a la fosforilacidn de las serinas dentro del PEST que causa la exposicién del mismo

(Garcia-Alai y col., 2006).

La presencia de motivos PEST en proteinas de virus de plantas fue reportada para los virus
Turnip yellow mosaic virus (TYMV), Cauliflower mosaic virus (CaMV) y Potato virus X (PVX;
Héricourt y col., 2000; Karsies y col., 2001; Binaghi, 2012). La polimerasa 66K del TYMV se
acumula transitoriamente en células infectadas, y en tiempos tardios de infeccién es
ubiquitinada y degradada por el UPS, a través de la presencia de un motivo PEST activable por
fosforilacién (Drugeon y Jupin, 2002; Héricourt y col., 2000). La degradacion de esta polimerasa
seria un factor limitante durante la infeccion, y es posible que tanto su ubiquitinacion como su
degradacion por el proteasoma sean importantes para regular la replicacidn viral (Camborde y

col., 2010).

Hasta la fecha, no hay publicaciones disponibles que reporten la presencia de motivos PEST en

proteinas de los virus de la familia Reoviridae.
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La técnica de doble hibrido de levaduras como herramienta para la deteccion de

interacciones proteina-proteina

El doble hibrido de levaduras (Y2H) ha sido ampliamente utilizado para la deteccién de
interacciones entre proteinas virales y ha permitido la identificacion de interacciones
relevantes para el ciclo de infeccién (Brickner y col., 2009; Fields y Song, 1989; MacFarlane y
Uhrig, 2008), posibilitando por ejemplo la identificacidon de interacciones entre proteinas que
intervienen en la replicacidn viral y resultan criticas para la formacién de complejos de
replicacion (Goregaoker y col., 2001; Nagy, 2008; Rajendran y Nagy, 2004; Van Der Heijden y
col., 2001). Ademas, esta técnica ha permitido la identificacién de autointeraccion de proteinas
virales que ayudaron a comprender sus funciones bioldgicas, tales como facilitar la transmisiéon
mediada por un afido vector (Urcuqui-Inchima y col., 1999), la capacidad de formar las
estructuras de los viroplasmas (Li y col., 2014; Maroniche y col., 2010; Wang y col., 2011) o las
capsides virales (Liu y col.,, 2007), o la habilidad de formar tudbulos involucrados en el
movimiento célula a célula (Liu y col., 2011; Wei y col., 2006a; Wei y col., 2008), entre algunos

ejemplos.

La técnica de Y2H ha sido también muy utilizada para la identificacion de interacciones entre
proteinas virales y del hospedante (MacFarlane y Uhrig, 2008). Por ejemplo, mediante Y2H y
coinmunoprecipitacion se demostrd que la proteina de capside externa P2 del RDV interactua
con la proteina de arroz ent-Kaurene oxidasa lo que da lugar a una reduccién en la biosintesis
de giberelinas que a su vez da lugar a los sintomas de enanismo tipicos producidos por este
virus (Zhu y col., 2005). Otros ejemplos son las interacciones ya mencionadas entre proteinas
de viroplasma de SRBSDV y EF1A (Songbai y col., 2013), o entre RBSDV P7-2 y SKP1 (Wang y
col., 2013).

58



HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Hipétesis general

El estudio de las interacciones entre las proteinas del virus de Mal de Rio Cuarto entre si y con
proteinas de sus hospedantes, asi como la caracterizacién de los componentes de los
viroplasmas, nos permitird identificar interacciones relevantes para el desarrollo de una
infeccion por MRCV, y diseiar en el futuro estrategias biotecnoldgicas para el control de la

enfermedad.

Objetivo general

Avanzar en la comprension de las bases moleculares del Mal de Rio Cuarto, en particular de las
interacciones de las proteinas del MRCV entre si y con proteinas del hospedante que puedan
conducir al establecimiento de la infeccidn, al desarrollo de la enfermedad y/o a la aparicidn

de sintomas.

Objetivos particulares

1. Analizar las interacciones de las proteinas de MRCV entre si y determinar las regiones
involucradas.

2. Identificar proteinas virales con capacidad de interactuar con proteinas candidato de
plantas e insectos.

3. Identificar proteinas de trigo con capacidad de interactuar con las proteinas virales
componentes del viroplasma P6 y P9-1.

4. Analizar la estabilidad de P6 y P9-1 en plantas e insectos.
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MATERIALES Y METODOS






Técnicas clasicas de biologia molecular

Las técnicas de extraccion de ADN plasmidico, digestién con enzimas de restriccidn, ligacién de
ADN, obtencion de células Escherichia coli o Agrobacterium tumefaciens quimicamente
competentes o electrocompetentes y su transformacion, electroforesis de ADN en geles de
agarosa y de PCR se realizaron segun protocolos clasicos (Ausubel, 1999; Sambrook y Russell,
2001). Todas las enzimas de restriccion y modificantes fueron obtenidas de New England
Biolabs (Estados Unidos) a menos que se indique lo contrario, y se utilizaron segun las
especificaciones del fabricante. Los reactivos y enzimas para PCR fueron obtenidos en
Invitrogen (Estados Unidos). La purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se
realizd con el kit QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen, Alemania) y las purificaciones de ADN
plasmidico de alta calidad para secuenciacién o transfeccién se realizaron con columnas del kit

QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Alemania).

Para el clonado de vectores por métodos tradicionales se emplearon las cepas de E. coli DH5a
guimicamente competentes o XLI blue electrocompetentes, segln el caso. Todos los cultivos
bacterianos fueron realizados en medio “lysogeny broth” (LB) liquido (Bertani, 1951)
adicionado con el antibiético de seleccién adecuado (ampicilina 100 mg/It, cloranfenicol 25
mg/It, kanamicina 50 mg/lt é espectinomicina 100 mg/It). El medio LB sélido se prepard

agregando agar (1,5 g/100 ml).

Previo a la obtencién de cada una las construcciones (vectores de entrada, recombinaciones,
mutantes, etc.) y plasmidos utilizados en esta Tesis, los mismos fueron construidos in silico con
el software Vector NTI 11 Advance (Invitrogen) para comprobar que los productos a obtener y

sus marcos de lectura resultantes fueran los deseados.

Analisis bioinformatico de proteinas

Ill

Las predicciones de las regiones “coiled-coil” y potencialmente desordenadas fueron
realizadas con el paquete de herramientas computacionales ELM, el cual comprende los
servidores GlobProt e IUPRED (desorden), y el servidor SMART/PFAM (dominios; Dinkel y col.,
2012). El desorden predicho dentro de P6 de MRCV también fue analizado con los servidores
PSIPRED y DisEMBL (Buchan y col., 2010; Linding y col., 2003a). La prediccion de sitios de union

a ARN en una secuencia aminoacidica se realizd con el servidor BindN (http://bioinfo.ggc.org/).

Las predicciones de localizacion subcelular de las proteinas fueron realizadas con el servidor
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TargetP 1.1 (Emanuelsson y col., 2000) y ChloroP 1.1 (Emanuelsson y col., 1999). La prediccion
de sitios de puentes disulfuro potenciales se llevd a cabo con el servidor DIANNA (Ferre y
Clote, 2005). El analisis de las secuencias de las PMRCVs para la prediccidon de los motivos PEST
fue realizada utilizando el servidor Pestfind
(http://www.es.embnet.org/Services/EMBnetAT/htdoc/pestfind/). La prediccion de residuos
lisina que pueden ser potencialmente ubiquitinados de las proteinas P6 y P9-1 se llevé a cabo
con el servidor “UbPred: predictor of protein ubiquitination sites” (Radivojac y col., 2010). El
analisis bioinformatico para la deteccién de residuos serina y treonina potencialmente
fosforilables dentro de los motivos PEST se realizd con el servidor NetPhos 2.0 (Blom y col.,

1999).

Modelado bioinformatico por homologia de estructuras de proteinas

El modelado por homologia para la prediccion de la estructura tridimensional de proteinas se
realizé utilizando el servidor Phyre®: Protein Homology/analogY Recognition Engine (Kelley y

Sternberg, 2009).

Construccion de mutantes de MRCV P6, P7-2 y P9-1

Los vectores de entrada que contienen las secuencias codificantes para las versiones mutantes
de P6, P7-2 y P9-1 sin ATG o sin STOP fueron obtenidos por PCR utilizando las versiones
salvajes o “wild type” (“wt”) respectivas como templado y oligonucledtidos especificos como
iniciadores. Los productos de amplificacién fueron purificados y clonados en pCR8/GW/TOPO.
Las construcciones mutantes obtenidas de P6, P7-2 y P9-1 y los oligonucledtidos utilizados
para las PCRs respectivas se muestran en la Tabla 2.1. Todos los insertos fueron secuenciados y
chequeados antes de ser utilizados. La mutante P7-2AH fue realizada por Luis de Haro (Tesis

Doctoral en curso).
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Mutante de Nombre Secuenciadeiniciadores (de5’a3’) Tamano Conservalosresiduos

FW: 5" TCCACCAATTTGACCAACATC 3’
PERD sin ATG 315pb 13105
RV: 5’ TAAGTTTGAATAGCTGACAG 3’

FW: 5’ TCCACCAATTTGACCAACATC 3’
PEADR sin ATG 2051 pb 1063788
RV: 5’ CTAAGTTTGAATAGCTGACAG 3’

FW: 5’ GATGTAGAAGATAATTCTCTT 37
P& C-term sin ATG 1014 pb 450a788
RV: 5’ TTAGTACGCTTATTCAAGGC 3’

FW: 5’ TCCACCAATTTGACCAACATC 3’
PEACCsin ATG 1350 pb 13450
RV: 5’ CTATACATTTTCAAAAGCATC 3’

FW: 5’ CCAACTCCGATGAAACGTTTT 3’
PBAPEST sin ATG 2220pb 50a788
RV: 5’ TTAGTACGCTTATTCAAGGC 3’

FW: 5’ ATGCCAACTCCGATGAAACGT 3’
PEAPEST sin STOP 2220pb 502788
RV: 5’ TTCAAGGCTTAAACTCCAGAA 3’

FW: 5 GATAGTGAGCGCCACTATGAA 3’
P7-2**2 5in ATG 453 pb 13152
RV: 5’ AACATCGTCTGCAGCTTGAAA 3’

) FW: 5’ AATATTACTAATTATTGGCGT 3’
MRCV P7-2 | P7-2****% 5in ATG 474 pb 1533309
RV: 5’ TCAGAAATTCAGTACTGATTT 3’

FW: 5’ GATAGTGAGCGCCACTATGAA 3’
P7-24H sin ATG 855 pb 13287
RV: 5'TACATTATACCAGAAATCGAC 3'

FW: 5 GCAGACCTAGAACGGAGAAC 3’
MRCV P3-1 | P9-1ACarm sin ATG 936 pb 13313
RV: 5’ TITGCGATATCTTTTCAAATT 3’

MRCV P&

Tabla 2.1: Mutantes de P6, P7-2 y P9-1 construidos en este trabajo de Tesis. Se indican la regién de
aminodcidos que conserva la proteina mutante asi como caracteristicas de los oligonucledtidos
empleados (FW: “forward” y RV: “reverse”) para su amplificacion y tamafio del amplicén esperado. RD:
region desordenada. C-term: regién carboxiterminal. CC: dominio “coiled-coil”. Carm: “brazo” C-

terminal.

Obtencién de mutantes de delecién mediante la técnica de “PCR splicing”

Para la obtencién de la mutante P9-1APEST sin ATG que carece de los aminoacidos 142 a 153
de P9-1 se utilizé la técnica de “PCR splicing” (Heckman y Pease, 2007). Esta técnica permite
mutagenizar de manera especifica de sitio mediante la extensién de segmentos génicos
solapados por PCR. En un paso inicial de PCR se producen dos productos de amplificacion
solapados de una secuencia (A y B, Figura 2.1), los cuales se usan mezclados como templado
para un nuevo paso de PCR. El esquema de trabajo se indica en la Figura 2.1. En un paso inicial
se obtuvieron dos productos de amplificacién utilizando los iniciadores “Forward A” (5’
GCAGACCTAGAACGGAGAAC 3’) y “Reverse A” (5" TAGTTCACGAACGATGTTTTCTTCTTGTTC 3’)
por un lado, y por otro “Forward B” (5" GAACAAGAAGAAAACATCGTTCGTGAACTA 3’) junto con
“Reverse B” (5" TTAAAGGATTTAATGTCAGC 3’). P9-1APEST sin STOP se obtuvo utilizando P9-
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1APEST sin ATG como templado pero con los iniciadores “Forward A con ATG” (5

AATGGCAGACCTAGAACGGA 3’) y “Reverse B sin STOP” (5" AACGTCTAATTTCAAAGAAGA 3’).

Extremo A Secuencia a eliminar

l Extremo B
FwA FwB

Primera
amplificacién I . [
< €«
RvA RVB
Fw A l
—>
TS B
Segunda oy
amplificacion .I Producto B
&
RvB

!

Figura 2.1: Esquema de la técnica “PCR Splicing”. Se disefian oligonucledtidos especificos en base a las
secuencias que estan en los extremos de la region a eliminar (extremos A y B). En una primera ronda de
amplificacién, se realizan dos PCR independientes, una con los oligonucledtidos “Forward A” (Fw A) y
“Reverse A” (Rv A), y otra con Fw B y Rv B, para obtener los productos de amplificacion A y B. En una
segunda ronda de amplificacion, se mezclan cantidades equimolares de A y B con los oligonucledétidos

Fw Ay Rv B, para obtener el producto final que carece de la region que se deseaba eliminar.

Materiales utilizados

Las moscas Drosophila melanogaster fueron gentilmente cedidas por la Dra. Fernanda Ceriani,

(Fundacion Instituto Leloir, Buenos Aires).

Las hojas de cebada fueron provistas por el grupo dirigido por el Ing. Alberto Prina (Instituto de
Genética "Ewald A. Favret" (IGEAF), CICVyA, INTA-Castelar, Buenos Aires). Las hojas de trigo de
la variedad Buck poncho fueron provistas por el grupo dirigido por el Ing. Antonio Diaz Paleo

(IGEAF, CICVyA, INTA-Castelar, Buenos Aires).
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Para los ensayos de agroinfiltracidn se utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana de unas 4
semanas de edad, que fueron mantenidas en condiciones estandar de invernadero a 24-26 °C,

con un ciclo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad.

Extraccion de ARN

La extracciéon de ARN total se realizd con el reactivo Trizol (Invitrogen), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, utilizando como material de partida 100 mg de tejido molido con
N,. El ARN purificado fue resuspendido en 50 ul de agua libre de ARNasas y sometido a un paso
extra de purificacién, mediante precipitacién con 150 ul de una solucién de cloruro de litio en
una proporcion 1:3. La concentracion y pureza del ARN fue examinada con un
espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies, Estados Unidos) y su integridad fue

controlada por electroforesis en gel de agarosa 1,5%.

Sintesis de ADNc

Se partié de 1 ug de ARN que fue tratado con DNAsa | para eliminar contaminantes de ADN y
utilizados para sintetizar ADNc usando la enzima Superscript Il y oligodT, de acuerdo a las

especificaciones del fabricante (Invitrogen).

PCR cuantitativa en tiempo real y analisis de datos

Las reacciones de RT-gqPCR fueron realizadas usando el kit comercial QuantiTec SYBR Green
PCR kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y corridas en un sistema ABI7500
Real Time PCR System (Applied Biosystems, Estados Unidos) con un programa de temperaturas
estandar (1 min. de elongaciéon a 60 °C). Para cuantificar el ARNm de P6 de MRCV se
emplearon los oligonucledtidos “P6 gPCR Fw” (5" TGGAACAGACGCGAACTTTGGT 3’) y “P6 gPCR
Rv” (5" TGGGCAACACAAACCATAAGCG 3’) a una concentracion de 200 nM y una dilucién 1:20
del ADNc como templado en un volumen final de reaccion de 25 pl. A las reacciones del
control negativo no se le agregd templado. Como gen de referencia o “housekeeping” para
utilizacion como control interno se utilizé actina y para cuantificar su ARNm se utilizaron los
oligonucledtidos ACT Fw (5° ACGCCAGTGGCCGTACAACA 3') y ACT Rv (5
ATCGCGGACAATTTCCCGTTC 3’). Los resultados fueron exportados como datos crudos e
introducidos en el software LinReg (Ruijter y col., 2009) para realizar una correccién de linea

de base y calcular la eficiencia de amplificacion para cada par de oligonucledtidos. La
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significancia estadistica de las diferencias de Ct entre tratamientos fue calculada usando el test

T de Mann-Whitney incluido en el software Graphpad Prism 5.

Amplificacion por PCR de las secuencias codificantes de genes de plantas e insectos

Para la obtencidn de las secuencias codificantes completas para las proteinas de trigo, cebada
y D. melanogaster candidatas a interactuar con proteinas del MRCV, se disefiaron
oligonucledtidos especificos a partir de las secuencias depositadas en GenBank, y se
amplificaron por PCR a partir de ADNc de hoja de hojas de trigo, cebada, y de mosca completa
de D. melanogaster. En la Tabla 2.2 se muestran los oligonucledtidos utilizados y los nimeros
de acceso GenBank para cada gen. En todos los casos se obtuvieron las secuencias sin ATG y

con STOP.

Nombre Especie Abreviatura GenBank Secuencia deiniciadores ([de 5’ a 3’) Tamarno

FW: 5’ GGTAAGGAGAAGACTCACATC 3’
Factor de elongacion 1« T. gestivum EFla WHTTEF1X 1341 pb
RV: 5’ TCATTTCTTCTTGATGGCAGC 3’

FW: TCGACCACAGAAGCCCAGAGC
Aciltransferasa 3 T. gestivum acT3 AM745044.1 1305 pb
RV*: TCATGGCAGGTCCTCCTTCAT

FW: GCGTCGTCGAGCTTCAAGGTG
Aciltransferasa 4 T. gestivum acT4 AM745045.1 1260 pb
RV*:TCATGGCAGGTCCTCCTTCAT

FW: GCGGCTTCCTGCACGCTCACC
Aldosa 1-epimerasa T. gestivum AEP AK331158 954 pb
RV: TCAGATAAGTTCAATTTTCTG

FW: 5’ GCGGCCGCTGGAGACGCCGGC 3!

Posible proteina del cinetocoro H. vulgare SKP1 AJ277096 528 pb
RV: 5’ CTACTCAAAGGCCCACTGGT 3’
Prote! FW: 5’ CCCAGCATCAAGTTGCAATC 3’
inaAnsaciada s [a cuiinasa) |30 S s N sxpa ([ no1ose729.3 436 pb
defaseS, variante H RV: 5’ TTACTTCTCCTCGCACCACT 3°

Tabla 2.2. Genes de plantas e insectos seleccionados, caracteristicas de los oligonucleétidos “forward”

(FW) y “reverse” (RV) empleados para su amplificacion y tamafio esperado del producto amplificado.

Construccidn de vectores utilizando el sistema de clonado Gateway

El sistema de clonado que utiliza la tecnologia Gateway (Invitrogen) se basa en la
recombinacion sitio especifica LR del bacteriéfago lambda (A) tal como se indica en la Figura

2.2.
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Figura 2.2: Esquema de clonado utilizando la tecnologia Gateway. Tomado de Maroniche, 2011.

En este sistema, attL y attR son sitios de recombinacién, CmR es un gen de resistencia a
cloranfenicol, ccdB es el gen que codifica para la proteina CcdB que inhibe el crecimiento de E.
coli por interferencia con la ADN girasa, AmpR es un gen de resistencia a ampicilina y SpecR es
un gen de resistencia a espectinomicina (estas Ultimas dos resistencias varian dependiendo del
par de vectores de Entrada/Destino que se usen). Mediante este procedimiento, cualquier
segmento de ADN clonado en un vector de entrada puede ser transferido de forma rapida y
sencilla a uno o mas vectores de destino mediante recombinacién homodloga entre los sitios
attL y attR por accidon de las enzimas integrasa (Int), factor de Integracién del hospedante (IHF)
y escisionasa (Xis), provistas en el kit “LR Clonase Il enzyme mix” (Invitrogen). Luego de la
reaccion, se transforman células de E. coli DH5a (o equivalentes) y se seleccionan las bacterias
resistentes al antibidtico cuyo gen de resistencia se encuentra en el vector de destino (en el
caso del esquema es ampicilina). De esta manera, se obtienen clones que llevan el vector de
expresion con el fragmento de interés integrado de manera precisa en el esqueleto del vector
de destino (las bacterias transformadas con el vector de destino original no crecen debido a la
presencia del gen ccdB; las transformadas con el vector de entrada no crecen debido a la falta
de resistencia al antibiético empleado y las transformadas con el producto residual de la
recombinacidn no crecen por los dos motivos anteriores). Dado que el proceso de
recombinacidon es sumamente preciso, es posible utilizar este sistema para construir fusiones
de proteinas siempre que se tenga en cuenta el marco de lectura resultante luego de la

recombinacion.

Todas las secuencias de genes de interés de plantas e insectos, asi como las versiones
mutantes de las proteinas del MRCV obtenidas en esta Tesis fueron clonadas en el vector de
entrada Gateway pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante, y
su correcta orientacion fue verificada mediante cortes con enzimas de restricciéon. Los clones

seleccionados fueron secuenciados y analizados.
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Al inicio de este trabajo de Tesis, el laboratorio contaba con una coleccidon de vectores de
entrada pCR8/GW/TOPO que llevan como inserto de interés los marcos abiertos de lectura que
codifican para las proteinas no estructurales de MRCV P5-1, P5-2, P6, P7-1, P7-2, P9-1, P9-2 y
las estructurales P4, P8 y P10 (Mongelli, 2010). Los mismos fueron desarrollados con codén de
iniciacion (ATG) y sin codén de terminacién (STOP), o sin ATG y con STOP, para ser

recombinados de acuerdo al vector de destino utilizado en cada caso.

Para emplear este sistema de clonado, los vectores de destino fueron propagados en bacterias
E. coli de la cepa DB3.1, las cuales son resistentes a los efectos de la proteina CcdB, y los
vectores de entrada fueron construidos amplificando el fragmento de interés por PCR y
clonandolo entre los sitios attLl y attL2 del vector pCR8/TOPO/GW que lleva el gen de

resistencia a espectinomicina.

Luego, se llevaron a cabo las reacciones de recombinacién mezclando 5-10 ng del vector de
destino, 20-50 ng del vector de entrada de interés, 1 pl del reactivo LR Clonase Il y
completando con buffer TE (TRIS-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5) hasta un volumen final de 6
pl. Luego de incubar a 25 °C por 5-12 horas, se transformaron bacterias E. coli de la cepa DH5a

con 1 ul de la reaccion de recombinacion.

Técnica de doble hibrido en levaduras

El ensayo de doble hibrido de levaduras (Y2H, por las siglas en inglés para “Yeast Two Hybrid”)
es una técnica de biologia molecular ampliamente utilizada para detectar interacciones
proteina-proteina. Estd basada en la activacion de uno o varios genes reporteros que
dependen de la reconstitucién del factor de transcripcidon de levaduras GAL4. En este sistema,
el dominio de activacién de la transcripcién (AD, por las siglas en inglés de “Activation
Domain”) y el dominio de unién al ADN (BD, por las siglas en inglés de “Binding Domain”) de
GAL4 se expresan por separado como fusidn a las dos proteinas de interés, que se denominan
presa (o “prey”) si esta fusionada al AD, o carnada (o “bait”) si esta fusionada al BD. Si las
proteinas de interés son capaces de interactuar, los dos dominios de GAL4 se aproximan
fisicamente permitiendo la reconstitucion del factor de transcripcién, el cual a su vez activa la
expresion de los genes reporteros. En la Figura 2.3 se muestra un esquema del sistema de
doble hibrido “Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System” (Clontech, Estados Unidos)

empleado en este trabajo de Tesis Doctoral.
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Cepas de levaduras utilizadas

El sistema de Y2H Matchmaker permite la coexpresién de las proteinas de interés mediante el
apareamiento de dos cepas de Saccharomyces cerevisiae haploides y compatibles: la cepa
Y187, con el tipo sexual MATa y la cepa Y2HGold, de tipo MATa. Ambas cepas crecen en medio
rico YPDA (por sus siglas en inglés para “yeast, peptone, dextrose y adenine”; extracto de
bactolevadura 10 g/L, bactopeptona 20 g/L, sacarosa 20 g/L, hemisulfato de adenina 120
ug/ml, pH 6).

<—GAL4 AD
|

) B 3

<— GAL4 DNA-BD

ARNpol Il

ARNm

Figura 2.3: Esquema del sistema de doble hibrido de levaduras. Se expresan dos proteinas, una
fusionada al dominio BD de unién al ADN del factor de transcripcién Gal4 (carnada o “bait”) y la otra
fusionada al dominio de activacidn de la transcripcidon de Gal4 AD (presa o “prey”). La activacién de los
genes reporteros ocurre Unicamente si las dos proteinas interactian y acercan fisicamente los dominios
AD y BD de manera que se restituye la actividad de Gal4. Tomado de Matchmaker™ Gold Yeast Two-

Hybrid System User Manual (Clontech, 2010).

El sistema consta de cuatro genes reporteros independientes: AUR1-C, ADE2, HIS3, y MEL1,
todos regulados por promotores de respuesta a GAL4 (Figura 2.4). El gen reportero AUR1-C es
una versién mutada dominante del gen AUR1 que codifica para la enzima inositol fosforil
ceramida sintasa. Este gen se expresa en la cepa de levaduras Y2HGold en respuesta a las
interacciones proteina-proteina que aproximan fisicamente a los dominios AD y BD de GAL4.
En S. cerevisiae, su expresion confiere resistencia a Aureobasidina A (AbA o A), droga que de
otra forma resulta altamente tdxica para levaduras. La ventaja de un reportero con resistencia
a antibidticos con respecto a un reportero nutricional es que presenta menos actividad basal,
facilitando la seleccion de interacciones positivas. El gen HIS3 permite a la cepa Y2HGold
crecer en un medio sin histidina (His o H) ya que la misma no sintetiza este aminoacido

esencial. Cuando carnada y presa interacttan, se activa la expresién del gen His3 en respuesta
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a GAL4, permitiendo a la cepa crecer en medio minimo -His. Y2HGold tampoco tiene la
capacidad de crecer en medio minimo sin adenina (Ade o A). De la misma forma que con HIS3,
cuando dos proteinas interactuan, se activa la expresién del reportero ADE2 y la cepa puede
crecer en medio minimo -Ade. MEL-1 codifica para una a-galactosidasa, comun en muchas
cepas de levaduras. Como resultado de las interacciones de Y2H, esta enzima es expresada y
secretada al medio, lo que permite la deteccidn de colonias que expresan Mell ya que en

presencia de un sustrato cromogénico como X-a-Gal las mismas se tornan azules.

Contrucciones reporteras de la cepa Y2HGold

HIS3

| GzPromoter | ADEz |
[Conpomer ] |
[ mipromoter | MELT |
Contrucciones reporteras de la cepa Y187

o] |
[ M1Promoter | MELT |

Figura 2.4: Construcciones de los genes reporteros utilizados en las cepas del sistema Matchmaker. En la
cepa Y2HGold, lo genes reporteros HIS3, ADE2 y MEL1/AUR1-C se encuentran bajo el control de tres
elementos promotores de respuesta a Gal4 distintos: G1, G2 y M1, respectivamente. En la cepa Y187 los
genes lacZ y MEL1 estan bajo el control de los promotores G1 y M1, respectivamente. Los sitios de unién
de Gal4 en los promotores difieren entre ellos. Tomado de Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid

System User Manual (Clontech, 2010).

Vectores de expresion en levaduras para Y2H

Las cepas mencionadas fueron transformadas con vectores de destino compatibles con Ila
tecnologia Gateway, construidos por el grupo de Richard Michelmore (Universidad de
California, Davis, Estados Unidos) a partir de los vectores pGBKT7 y pGADT7. Los vectores
fueron amablemente cedidos por el Dr. Jorge Dubcovsky (Universidad de California, Davis,

Estados Unidos). Los mismos son:

pLAW11 (AD, para la cepa Y187): Expresa la proteina de interés (presa) fusionada al extremo
carboxiterminal del dominio de activacién de la transcripcion de GAL4 (AD), resultando la

construccion AD:presa. El plasmido posee resistencia a ampicilina (AmpR) para el clonado y
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seleccidn en E. coli, y el gen LEU2 de la via de sintesis de leucina (Leu), complementando la
auxotrofia de las levaduras por este aminodcido y permitiendo su seleccién en medio minimo

sin Leu.

pLAW10 (BD, para la cepa Y2HGold): Expresa la proteina de interés (carnada) fusionada al
extremo carboxiterminal del dominio de unién al ADN de GAL4 (BD), obteniéndose asi la
construccion BD:carnada. El plasmido posee resistencia a kanamicina (KanR) para el clonado y
seleccién en E. coli, y el gen TRP1 de la via de sintesis de triptéfano (Trp), complementando la
auxotrofia de las levaduras por este aminodcido y permitiendo su seleccién en medio minimo
sin Trp. La coexpresién de los plasmidos se obtiene por apareamiento de las dos cepas

haploides, dando como resultado células diploides seleccionables en medio minimo -Leu-Trp.

Cultivo de levaduras

El manejo de levaduras fue llevado a cabo en condiciones de esterilidad dentro de una cabina
de flujo laminar vertical. Los cultivos liquidos de levaduras se incubaron a 28-30 °C con 200
r.p.m. de agitacién por 16-20 hs. Los cultivos en placa se incubaron a 28-30 °C por 3 a 5 dias, o
hasta 13 dias para la deteccidén de interacciones. Los medios sintéticamente definidos (SD) son
comerciales (Clontech) y la preparacién de los mismos se realizé de acuerdo a las indicaciones

del fabricante.

Preparacion de células de levaduras competentes y transformacion

Para transformar las levaduras con los plasmidos arriba mencionados, se utilizé el método a
pegueiia escala de polietilenglicol/acetato de litio (PEG/AcLi), con modificaciones. Una colonia
fresca de levaduras (2-3 mm de didmetro) se inoculé en 1 ml de medio YPDA y se incubé entre
16y 20 horas a 30 °C y 200 r.p.m. de agitacion. Luego, se agregd al cultivo 4 ml de medio YPDA

fresco y se continud con la incubacidn por aproximadamente 4 horas mas.

Las levaduras competentes obtenidas en el paso anterior se centrifugaron a temperatura
ambiente y 3000 r.p.m. por 4 min, se descartd el sobrenadante, se lavo el pellet con 4 ml de
agua estéril, se resuspendid el mismo en no mas de 700 pl de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM, pH 7,5) con AcLi 1X (AcLi 0,1 M) y se incubd por 20 min a 30 °C. Por cada transformacion
se utilizaron 100 ul de la suspension de células, que fueron alicuotadas en Eppendorfs de 1,5
ml. Se bajaron las células y se resuspendieron en 180 pl de solucién PEG/AcLi (PEG 3350 40%,
LiAc 1X, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmdn como “carrier”, y 400 ng de plasmido). La
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suspension se vortexed y se incubd a 42 °C por 40 min. Al cabo de ese tiempo, se centrifugaron
las células, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron en 100 pl de buffer TE para
plaguear. La cepa Y187 transformada con AD:presa se plagueé en medio SD -Leu-Trp
suplementado con triptéfano, mientras que la cepa Y2HGold (BD:carnada) se plaqued en
medio SD suplementado con leucina. El medio contiene fuentes de carbono y nitrégeno y
todos los aminoacidos esenciales excepto Leu y Trp, que deben ser suplementados de acuerdo
a la cepa que se esté seleccionando. También se lo denomina DDO por sus siglas en inglés para

“double drop out”. Las levaduras se incubaron a 28 °C.

Ensayo de autoactivacion de la transcripcion en Y2H

Para descartar falsos positivos, las levaduras de la cepa Y2HGold que expresan las PMRCVs

fusionadas al BD fueron plaqueadas e incubadas por 3-5 dias a 28 °C en los siguientes medios:

- SD-Trp + X-a-Gal 40 pg/ml
- SD-Trp + X-a-Gal 40 pg/ml + AbA 125 ng/ml

Obtencion de cotransformantes y deteccion de interacciones positivas

La obtencion de levaduras diploides que expresan los plasmidos AD:presa y BD:carnada se
logré por apareamiento de las cepas haploides que portaban cada plasmido. Para ello, se
coinoculé (utilizando un tip estéril) en un Eppendorf de 1,5 ml con 500 pl de medio rico YPDA
2X una colonia de Y187 y una de Y2H Gold, expresando las fusiones de interés. Se vortexed
levemente, y se incubo durante aproximadamente 16 hs (“overnight” u O.N.) a 30 °Cy con leve
agitacion (30-50 r.p.m.). Luego se centrifugaron 4 min a 3000 r.p.m., se descartd el
sobrenadante y se resuspendieron en 500 pl agua estéril o buffer TE. Las levaduras diploides

resultantes fueron plaqueadas en forma de gotas de 5 ul y seleccionadas en medio SD-Leu-Trp.

Para seleccionar interacciones positivas, las levaduras diploides obtenidas fueron plaqueadas
(también en forma de gotas de 5 pl) en medio SD -Leu-Trp-His-Ade y su crecimiento fue
evaluado al cabo de 3-7 dias de incubacion a 28-30 °C. Este medio minimo utilizado posee
todos los aminoacidos esenciales excepto leucina, triptéfano, histidina y adenina (-LWHA). Se
utiliza para seleccionar interacciones proteicas positivas ya que permite detectar la expresion
de los genes reporteros del sistema Y2H. Para regular el nivel de astringencia de la seleccién y

detectar expresion de solo alguno de los reporteros, se puede suplementar con His o Ade, o
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bien aumentar la astringencia agregando Aureobasidina A (60 6 125 ng/ml) o X-a-Gal (X, 40
ug/ml). Este medio también es denominado QDO por sus siglas en inglés para “quadruple drop

”

out

Controles utilizados en los ensayos de Y2H

Se utilizé el control positivo del kit: pGADT7-T (AD:SV40 T, que expresa el antigeno grande T
del Simian virus 40) y pGBKT7-53 (BD:p53), mientras que para el control negativo se utilizé el
vector AD:T junto con pLAW10 vacio (BD). Ademas, por cada par de interaccion se usé como

control negativo los pares AD:presa/BD vacio y AD vacio/BD:carnada.

Relevamiento de una biblioteca de ADNc de hoja de trigo en Y2H con proteinas de

MRCV

Biblioteca de ADNc de hoja de trigo en levaduras

La biblioteca de ADNc fue construida y amablemente cedida por el grupo del Dr. Jorge
Dubcovsky. La misma se realizé a partir de ARN extraido de hojas de trigo tetraploide Triticum
turgidum L. ssp. durum cv. Langdon. El ADNc fue obtenido por sintesis con oligo dT, y clonado

en el vector pGADT7-Rec, que se utilizd para transformar levaduras de la cepa Y187.

Proteinas carnada para los relevamientos de la biblioteca

La obtencién y posterior relevamiento por Y2H de la biblioteca de ADNc utilizando como
carnadas BD:P9-1 o BD:P6 se llevd a cabo de acuerdo a las indicaciones del fabricante del
sistema Matchmaker. Se utilizaron las cepas de Y2H Gold (MATa) que expresan las fusiones
BD:P6 y BD:P9-1 previamente obtenidas en la seccidn Resultados del Capitulo |, utilizando el

protocolo ya descripto.

Apareamiento entre la cepa que expresa la biblioteca y la cepa que expresa la

carnada

Se procedid con la preparacién de un cultivo concentrado de la cepa carnada Y2HGold (BD:P9-
1 o BD:P6). Para ello, se inoculd una colonia fresca y grande (2-3 mm) de BD:carnada en 50 ml
SD +Leu-Trp, se incubd con agitacién (250-270 r.p.m.) a 30 °C hasta alcanzar una OD*® = 0,8
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(16-20hs). Las células fueron centrifugadas a 1000 g por 5 min, se descartd el sobrenadante, y
se resuspendieron a una concentracion final >10° céls/ml en SD +Leu -Trp (4-5 ml). Nota: OD*®

= 1 equivale aproximadamente a 3x10’ céls de levaduras.

A continuacién, se combind la cepa “biblioteca” con la cepa “carnada”. Para ello, se
descongeld 1 ml de la cepa “biblioteca” en un bafio a temperatura ambiente. Se colocaron 45
ml de medio YPDA 2X + 50 pg/ml kanamicina en un frasco Erlenmeyer de 2 L estéril y se
agregaron los 4-5 ml de la cepa “carnada”. La alicuota de la biblioteca fue centrifugada a 1000
g por 5 min, se lavé dos veces con 1 ml de YPDA 2X y se agregd al Erlenmeyer de 2 L. Luego se
procediod a incubar a 30 °C por 20-24 hs, agitando suavemente (30-50 r.p.m.), y al cabo de 20
hs se observaron las células al microscopio 6ptico para buscar aquellas que se hubieran

apareado (cigotas), de apariencia trilobulada.

Las levaduras se pasaron a dos Falcons de 50 ml y se centrifugaron por 10 min a 1000 g,
mientras que para recuperar las células que hubieran quedado en la pared del frasco de 2 L, se
lavd dos veces con 50 ml de YPDA 0,5 X/Kana y se uso ese medio para resuspender el pellet de

los Falcons.

Las células se centrifugaron a 1000 g por 10 min, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron en 10 ml de YPDA 0,5 X/Kana. El cultivo fue plaqueado de a 200 pl por cada
placa de 150 mm (un total de 55-60 placas) en medio selectivo: para el relevamiento con
BD:P9-1 como carnada se plaqued en medio SD -Leu -Trp + 40 pg/ml X-a-Gal + 125 ng/ml AbA
(SD-LW/X/125 ng/ml AbA), mientras que para el caso de BD:P6, el cultivo se plaqued en medio
SD -Leu -Trp -His + 60 ng/ml Aureobasidin A (SD-LWH/60 ng/ml AbA). La Figura 2.5 resume el

esquema de trabajo para llevado a cabo para relevar una biblioteca de ADNc por Y2H.
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Figura 2.5: Relevamiento de una biblioteca por Y2H. La cepa Y2HGold expresa la fusiéon BD:carnada,
mientras que la cepa Y187 expresa las fusiones AD:ADNc de la biblioteca. Cuando ambas cepas se
incuban de manera conjunta, se aparean dando como resultado levaduras diploides que contienen
cuatro genes reporteros: HIS3, ADE2, MEL1, y AUR1-C, los cuales son activados en respuesta a las
interacciones de doble hibrido. Tomado de Matchmaker™Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual,

Clontech.

Confirmacidn de las interacciones positivas en los relevamientos

Para detectar la mayor cantidad de interacciones positivas posible, primero se plaqued la
biblioteca en un medio de menor astringencia y posteriormente las colonias que crecieron
fueron repicadas en otro de mayor astringencia. Para el relevamiento con BD:P9-1 se plaqued
inicialmente en SD-LW/40 pg/ml X-a-Gal/125 ng/ml AbA, y al cabo de 5 dias de incubacién se
repicaron las colonias azules medio SD —LWHA/X/125 ng/ml AbA. Para el relevamiento con
BD:P6 se plaqued primero en SD-LWH/60 ng/ml AbA y se picaron colonias en medio SD —
LWHA/60 ng/ml AbA alos4,6,7,11,12y 13 dias.

Extraccion de ADN de levaduras y amplificacion de los insertos por PCR

Se partid de levaduras que fueron estriadas en forma de césped, tomadas con un tip estéril de
una superficie de aproximadamente 0,5 cm” (no mas de 10 mg de células) y resuspendidas

cada una en 100 pl de buffer TE/NaOH 0,02 N, hervidas durante 10 minutos y reservadas en
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hielo para la reaccién de PCR. Por cada reaccion se utilizaron 5 pl de muestra en un volumen

final de 50 pl con el programa de ciclado detallado a continuacion:

94 °C 10 min

94°C 1min

50°C 1min x 35 ciclos

72°C 1 min

72°C 10 min

Los oligonucledtidos utilizados en la reaccion son los indicados por el fabricante:

Matchmaker 5" AD LD-Insert Screening Amplimer: 5° CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACC 3’
Matchmaker 3' AD LD-insert Screening Amplimer: 5" GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGATT 3’

Eliminacion de clones redundantes

Del volumen total de la reaccién de PCR, 5 ul se utilizaron para chequear la presencia y tamafo
de banda de cada amplicon en geles de agarosa 0,8%, 15 pl se utilizaron posteriormente en las
reacciones de restriccidn con Alul. Los clones fueron clasificados de acuerdo al patrén de
restriccion y se descartaron clones de los patrones que estuvieran muy representados,
conservando algunos clones de cada patrén. De aquellos clones que fueron seleccionados para
secuenciacion, el volumen restante de la reaccién de PCR (30 pl) fue purificado usando QIAEX
Il Gel Extraction Kit y secuenciado automaticamente utilizando el iniciador T7 (5
TAATACGACTCACTATAGGGC 3’) que anilla sobre el promotor T7 ubicado rio arriba del inserto
dentro de la region amplificada, por el Servicio de Secuenciacion de ADN por Electroforesis

Capilar de la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia del CICVyA del INTA-Castelar.

Anadlisis de las secuencias de los clones relevados en la biblioteca de trigo

Las secuencias nucleotidicas fueron analizadas utilizando la base de datos publica del NCBI
(ncbi.nlm.nih.gov), con la herramienta BLASTN mientras que las secuencias aminoacidicas
deducidas de las nucleotidicas se analizaron por BLASTP
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias también fueron analizadas por BLASTN
de la base de datos de EnsemblPlants (http://plants.ensembl.org/) contra el genoma de trigo

hexaploide Triticum aestivum.
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Los alineamientos multiples de secuencias y construcciones de arboles filogenéticos fueron
realizados con los programas AlignX y ContigExpress del paquete VectorNTI de Invitrogen, y

con el programa MEGAG6 (Tamura y col., 2013).

Aislamiento de los plasmidos que expresan clones de interés y confirmacion del

doble hibrido

Para la extraccién de ADN plasmidico de levaduras se utilizé el protocolo de lisis alcalina que se
utiliza para la extracciéon a partir de E. coli, con modificaciones. Se partié de < 10 mg de
levaduras (aproximadamente 0,5 cm? de células en placa), se hizo un lavado en 100 pl de agua,
y se resuspendio en 200 pl de Buffer Liticasa o Zimoliasa (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, liticasa
60 U/ml, pH 7,5). Se incubd a 30 °C con agitacién suave durante 1 hora, y luego se procedié
con la lisis alcalina tal como se utiliza para la extraccién de ADN plasmidico a partir de E. coli.
Los pldasmidos aislados fueron utilizados para transformar E. coli, se extrajo ADN plasmidico de
las bacterias y éstos fueron utilizados para reintroducirlos por transformacion en la cepa Y187.
Luego se evalud la capacidad de autoactivacién de los clones en medio SD -Leu + X-a-Gal 40
pg/ml y SD -Leu + X-a-Gal 40 pg/ml + AbA 125 ng/ml, y se evaluaron las interacciones con
BD:P9-1 o BD:P6.

Cepa de Agrobacterium tumafaciens utilizada

Se utilizé la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens, que posee resistencia gendmica a

rifampicina (100 pg/ml) y a gentamicina (100 pg/ml) conferida por el plasmido pTiC58.

Construccion de vectores de expresion en Nicotiana benthamiana

Para los ensayos de expresiéon por agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana, se
recombinaron los vectores de entrada pCR8/GW/TOPO conteniendo P6, P9-1 y sus versiones
mutadas P6APEST, P9-1APEST asi como TaAEP2C con el vector de destino binario
pEarleyGate203, dando como resultado las proteinas de interés fusionadas al epitope
comercial cMyc en el extremo aminoterminal (cMyc:X, Earley y col., 2006). Las construcciones
fueron utilizadas para transformar agrobacterias de la cepa GV3101. El vector pEarleyGate203

confiere resistencia a kanamicina (50 pg/ml) para la seleccién de transformantes.
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Agroinfiltracion de hojas de Nicotiana benthamiana

Los cultivos se realizaron en medio LB suplementado con los antibiéticos antes mencionados
mas el correspondiente para cada plasmido utilizado en las transformaciones. Una colonia
fresca (incubada en placa por 48 hs) de GV3101 transformada con las diferentes
construcciones fue inoculada en 3 ml de medio LB suplementado con los antibidticos
correspondientes e incubada a 28 °C por (16-20 hs), luego se tomaron 10 ul del cultivo, se
inocularon en 10 ml de medio fresco y se incubd por unas 20 horas mas. Al cabo de ese
tiempo, las células se centrifugaron por 15 min a 4000 r.p.m. y 4 °C, y el pellet se

. 600
resuspendid a una OD° "

de 0,8 en solucion MES (MgCl, 10 mM; MES 10 mM vy
acetosiringona 100 puM). Las agrobacterias fueron incubadas a temperatura ambiente por al
menos 2 horas previo a la infiltracion de la cara abaxial de las hojas de N. benthamiana, que se

realizé utilizando una jeringa sin aguja.

En los casos de coagroinfiltracion, se utilizaron mezclas con partes iguales de los distintos

600nm

cultivos, de manera que si el cultivo tenia una OD inicial de 0,8, luego de la mezcla la

600 . . g .z .
OD*™" final fue de 0,4. Para los casos de agroinfiltracién con construcciones que expresan

P19, los cultivos se resuspendieron en MES a una OD®®"™= 0,4, de manera que luego de las

600nm
D

mezclasla O resultante fue 0,2.

Cultivo celular y transfeccion de lineas celulares de insecto Sf9

Se sembraron células Sf9 de Spodoptera frugiperda (IPLBSF21-AE aislamiento clonal 9) en
placas de 6 pocillos (MatTek Corporation, Estados Unidos) usando medio Excell (Sigma-Aldrich,
Alemania) suplementado con suero fetal bovino al 2% (GIBCO, Estados Unidos) y los
antibidticos estreptomicina (10000 pg/ml), penicilina (10000 U/ml) y anfotericina B (25 pg/ml),
e incubadas a 27 °C hasta una confluencia del 60-70%. Las células fueron entonces
transfectadas con 1 ug de plasmido purificado con el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen)
usando los reactivos de transfeccion Cellfectina Il (Invitrogen) o X-tremeGENE HP (Roche) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez transfectadas, las células fueron incubadas

a 27 °C hasta su utilizacion.
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Construccidn de vectores de expresion en la linea celular de insectos Sf9

Para expresar proteinas transitoriamente en la linea celular Sf9, las secuencias codificantes
para P6 y P9-1 asi como para sus mutantes APEST se clonaron en el vector de destino plB-
V5/His-DEST (Invitrogen). Las construcciones resultantes expresan las proteinas de interés

fusionadas al epitope comercial V5/6xHis en el extremo carboxiterminal (X:V5/6xHis).

Analisis de proteinas

Extraccion de proteinas a partir de tejidos vegetales

La extraccion de proteinas se realizd en base al protocolo de Isogai y col., 1998a. Para ello, se
molieron 100 mg de cada de las muestras de tejido de N. benthamiana con N, en mortero,
hasta obtener un fino polvo, y se los resuspendié en 200 ul de buffer de extraccion (KCl 10
mM; MgCl, 5 mM; sacarosa 400 mM; Tris-HCl| 100 mM pH 8; glicerol 10%; 3-Mercaptoetanol
10 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo o PMSF 2 mM). La mezcla se incubé en hielo durante 10
a 30 minutos y se centrifugd 12000 r.p.m. durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante

obtenido se transfirié a un tubo limpio y se conservé a -80 °C hasta su utilizacion.

La cuantificacién de proteinas se realizd utilizando el reactivo de Bradford (Biorad, Estados

Unidos), de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Extraccion de proteinas de Sf9

Al momento de cosechar las células Sf9 transfectadas, se retiré el medio de cultivo que cubre
la monocapa, y la misma fue levantada suavemente por pipeteo con 1 ml de buffer PBS (NaCl
140 mM, KCI 2,68 mM, NaHPO, 16,56 mM, KH,PO, 1,76 mM, pH 6,2). Se centrifugd durante 10
minutos a 10 r.p.m. y 4 °C, se descarto el sobrenadante, y el pellet de células fue resuspendido
directamente en 30 ul de buffer de carga SDS-PAGE 2X, hervido durante 5 minutos y

conservado en hielo para su siembra en geles de SDS-PAGE 10%.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

Para detectar la expresién de las proteinas recombinantes, las muestras previamente

obtenidas se sembraron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (acrilamida 10%) y
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separaron por electroforesis. Luego las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa Hybond N (Ge Healthcare, Reino Unido) para su deteccidn por “Western blot”. La
correcta transferencia de las proteinas a las membranas fue corroborada mediante tinciéon con

rojo Ponceau (Rojo Ponceau 650 mM, acido acético 1%).

Deteccidn de proteinas por “Western blot”

Las membranas con proteinas fueron incubadas con solucién de bloqueo TBS-leche (Tris 25
mM, NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, pH 7,5, leche descremada 5%) por 1 hora a temperatura
ambiente, y luego incubadas por 16-20 hs con el anticuerpo primario diluido en TBS-leche,
luego de tres lavados de 10 min con TBS-Tween20 0,05% (TBST) se incubaron por 2 hs a
temperatura ambiente con una dilucidn en TBS-leche del anticuerpo secundario conjugado a
fosfatasa alcalina. Luego de 3 lavados de 10 min con TBS se equilibré la membrana en buffer
fosfatasa (Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM) y para el revelado se incubd
con los sustratos BCIP y NBT (Promega, Estados Unidos) en buffer fosfatasa a una

concentracion final de 0,56 mM y 0,45 mM, respectivamente.

Anticuerpos utilizados

A continuacidn se detallan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados con las diluciones

de uso:

- 1gG monoclonal de ratdn anti-cMyc (Invitrogen). Dilucién de uso 1/500.

- 1gG monoclonal de ratén anti-V5 (Invitrogen). Dilucion de uso 1/500.

- 1gG monoclonal de ratdn anti-Xpress (Invitrogen). Dilucion de uso 1/3000.

- Anti-IgG de ratdn acoplado a fosfatasa alcalina (AP). Dilucién de uso 1/5000.

- Anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (AP). Dilucion de uso 1/5000.

Ensayos de coinmunoprecipitacion a partir de material vegetal

El tejido muestreado fue molido en N, y se extrajeron proteinas totales en buffer de extraccion
colP [Tris-HCI 25 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, glicerol 10%, ditiotreitol (DTT) 5 mM,
céctel de inhibidores de proteasas para plantas 1 ml stock/ 100 ml final; Sigma-Aldrich),
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2%] en la proporcién de 2 g de tejido cada 5 ml de buffer. El

extracto se incubd por 10 minutos en hielo y luego se centrifugd por 20 min a 12000 r.p.m. y 4
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°C. Se colecté el sobrenadante filtrandolo con gasa. Se cuantificaron proteinas totales por
Bradford. El volumen total de la extraccion de proteinas (3,5 ml aproximadamente) fue
suplementado con Nonidet P-40 0,15%, se agregaron 50 ul de anti-lgG de conejo conjugado
con agarosa (Sigma-Aldrich) previamente equilibrada con 3 lavados de buffer fosfato salino
(PBS, pH 7,5) y se incubd a 4 °C por 30 min en un agitador orbital. Luego se centrifugd por 15
min a 3000 r.p.m. y 4 °C, y el sobrenadante fue incubado con 50 pl de de IgG de conejo anti-
cMyc conjugado con agarosa (Sigma-Aldrich), previamente equilibrado con 3 lavados de PBS y
un lavado con buffer de extraccion. Al cabo de 30 min de incubacién se agregé al extracto 50
ng de proteina His/Xpress:P9-1 purificada de E. coli (Maroniche y col., 2010) y se continud la
incubacién por 3 hs. Concluido el tiempo de incubacién se centrifugd la muestra por 15 min a
3000 r.p.m. y 4 °C, se lavd la agarosa 3 veces con PBS, se resuspendié en 150 pl de buffer de

carga SDS-PAGE 2X y se calenté durante 3 min a 100 °C.

Ensayos de expresidon en N. benthamiana con inhibidores del proteosoma

El inhibidor de proteasoma MG132 (Sigma) fue disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) vy
coinfiltrado junto con agrobacterias de la cepa GV3101 trasnformadas con las distintas
construcciones a una concentracién final de 100 uM. Como control se coinfiltr6 con DMSO

0,1%.

Cuantificacion por imagen de los “Western blot” y analisis estadistico

Las membranas reveladas fueron escaneadas y su imagen digital fue analizada con el programa
Image) del NIH (http://imagej.nih.gov/ij/index.html). Para la deteccion de diferencias
significativas con el paquete estadistico Infostat, se utilizé la prueba de estadistica no
paramétrica Kruskal-Wallis con comparacion de a pares y se consideraron diferencias

significativas cuando el valor p fuera menor a 0,05.
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Analisis de las interacciones de las proteinas de MRCV por doble hibrido de levaduras

Con el fin de profundizar en la caracterizacidén funcional de las proteinas virales e identificar
posibles interacciones proteicas que puedan ser relevantes durante el ciclo de replicacidn viral,
se evaluaron las posibles interacciones entre diez de las trece proteinas codificadas por el

MRCV (PMRCVs), utilizando el sistema de doble hibrido de levaduras (Y2H).

Para obtener las fusiones de las PMRCVs a los dominios de activacién (AD) o de unién al ADN
(BD) del factor de transcripcion Gal4, se recombinaron vectores de entrada Gateway
pCR8/GW/TOPO, que contienen las secuencias codificantes de las proteinas no estructurales
(NSPs) P5-1, P5-2, P6, P7-1, P7-2, P9-1 y P9-2 de MRCV vy las proteinas estructurales (SPs) P4,
P8 y P10 sin ATG disponibles en el laboratorio, con el vector pLAW11 para obtener las fusiones
al AD y con el vector pLAW10 para lograr las fusiones al BD. Las construcciones obtenidas se
denominaron AD:X o BD:Y siendo X e Y las distintas proteinas de MRCV en estudio. Se excluyd
del estudio a las proteinas P1, P2 y P3 debido a que el laboratorio no dispone de los ORFs

respectivos clonados (Mongelli, 2010).

Con las construcciones AD:X y BD:Y obtenidas se transformaron levaduras de la cepa Y187 (con
las construcciones AD:X) y Y2HGold (con las construcciones BD:Y), y las transformantes fueron

seleccionadas en medio SD -Trp y SD -Leu respectivamente, e incubadas por 3 dias a 28 °C.

Con el fin de descartar posibles falsos positivos, es importante evaluar si las proteinas en
estudio son capaces de activar la transcripcién de los genes reporteros del sistema Y2H en
ausencia de su par de interaccion, es decir si por si mismas se comportan como dominio de
activacion de la transcripcién cuando estan fusionadas al BD. Si este fuese el caso, las proteinas
deben ser descartadas para los ensayos de Y2H. Cuando una proteina de interés no presenta
autoactivacidn, las levaduras crecen en medio SD -Trp + 40 pug/ml X-a-Gal (SD-W/X) sin dar
coloracion azul, mientras que no son capaces de crecer en medio SD -Trp + 40 pg/ml X-o-Gal +
125ng/ml AbA (SD-W/X/A). En cambio, si la fusion al BD activa genes reporteros por si misma
las levaduras crecen también en medio SD-W/X/A, dando coloracién azul en ambas
condiciones. Se evalud entonces si las fusiones de las PMRCVs al BD eran capaces de conferir
activacion de la transcripcién de los genes reporteros por si solas. Para esto, se plaquearon las
levaduras Y2HGold que expresan las PRMCVs fusionadas al BD y se incubaron a 28 °C por 3-5
dias en medio SD-W/X y SD-W/X/A. Se encontrd que las levaduras transformadas con las
construcciones BD:P4, BD:P5-1, BD:P5-2, BD:P6, BD:P7-1, BD:P8, BD:P9-1, BD:P9-2 y BD:P10
crecieron en medio SD-W/X sin dar coloracion azul y fueron incapaces de crecer en SD-W/X/A,
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indicando que no tienen capacidad de autoactivacion y que pueden por lo tanto ser utilizadas
para el estudio de las interacciones proteina-proteina por Y2H. Por el contrario, las levaduras
transformadas con la construccidn BD:P7-2 presentaron autoactivacion ya que fueron capaces
de crecer en el medio SD-W/X/A con una fuerte coloracidon azul. Por lo tanto, esta fusion debid

ser descartada de los analisis posteriores de Y2H.

A continuacidn se propuso determinar qué regién de P7-2 contiene la capacidad de conferir

autoactivacién. Para ello se construyeron dos versiones mutantes de P7-2 conteniendo los

1-152 153-309

primeros 152 residuos (P7-277°) o los ultimos 157 residuos (P7-2 ), v se las evalud para

autoactivacién. Como se muestra en la Figura 3.1, se determind que la region responsable de
activar la transcripcidn de los genes reporteros en el sistema Y2H se encuentra en los primeros
152 residuos de P7-2. Por esta razon, los analisis posteriores de interaccién entre P7-2 y el

resto de las proteinas virales se realizaron utilizando la fusién AD:P7-2 y BD:P7-2">%3%,

SD -Trp + X-a-Gal SD -Trp +X-a-Gal + AbA

BD:P7-2 11152

BD:P7-21153-309)

Flgura 3.1: Andlisis de la autoactivacion de MRCV P7-2 en Y2H. La mitad aminoterminal de P7-2 es
responsable de la autoactivacion. Las cepas de Y2HGold que expresan las fusiones a BD de las mutantes
de P7-2""? 0 P7-2"*** fueron evaluadas en medio SD -Trp con X-a-Gal y en presencia o ausencia del
antibidtico aureobasidina (125 ng/ml AbA), para detectar la activacién de los genes reporteros AUR1-Cy

MEL1 en ausencia del par de interaccién fusionado al AD.

El hecho de que P7-2 mostrara capacidad de autoactivacion al estar fusionada al BD por su
extremo N-terminal, sugiere que P7-2 por si misma actda como un dominio de activacién de la
transcripcién en el contexto de la infeccidn viral. Esta hipdtesis es también apoyada por los
resultados de nuestro grupo que indican que P7-2 se localiza ocasionalmente en el nucleo de
células de insecto Sf9 cuando es expresada con el extremo N-terminal libre (P7-2:GFP,
Maroniche, 2011; Maroniche y col.,, 2012). En concordancia con estos resultados,

recientemente se demostré que tanto GFP:P7-2 como P7-2:GFP se localizan en nucleo y

92



citoplasma de protoplastos de trigo, y en ocasiones la localizacion es exclusivamente nuclear

(Saavedra Pons, 2012).

Muchos virus codifican para proteinas de localizacién nuclear que regulan la transcripcién y
que juegan roles importantes en el ciclo infectivo. Casi todas estas proteinas poseen actividad
intrinseca como activadores o represores transcripcionales y estan involucradas en la
regulacion de la expresion del genoma viral y/o de genes celulares lo que resulta en la
facilitacién de la replicacion viral y/o en un impedimento total o parcial de la respuesta celular
antiviral. Para los retrovirus y varios virus de ADN tal como los herpesvirus y adenovirus, se
han identificado proteinas nucleares que actian como reguladores de la transcripcion virales;
algunos no solo regulan la expresidon temporal del genoma viral sino que también pueden
modificar y/o dirigir la maquinaria transcripcional de la célula en beneficio del virus (Cann,
2005; Webster y col., 1988; Weissman y col., 1998). Por otra parte, muchos virus de ARN cuya
replicacion ocurre en el citoplasma de la célula también codifican para proteinas nucleares
reguladoras de la transcripcion y que pueden interferir con la transcripcidon celular (Hiscox,

Ill

2003). En el caso del fijivirus RBSDV, se ha demostrado que la proteina minoritaria del “core”
P8 es un represor transcripcional y forma homodimeros, como muchos factores de

transcripcién (Liu y col., 2007a).

De manera complementaria a los ensayos de localizacién celular en Sf9, nuestro grupo
demostré que la expresién de P7-2 a partir de un vector viral recombinante provoca un
aumento de sintomas en plantas de N. benthamiana. Este aumento en la patogenicidad no se
debe a un aumento en el titulo viral ya que en la infeccion por el vector viral recombinante con
P7-2 el titulo viral fue menor respecto del vector vacio (Mongelli, 2010). Los determinantes de
patogenicidad son aquellas moléculas de un patdgeno involucradas directamente en el
establecimiento y/o desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Es posible especular
entonces que el rol de P7-2 como determinante de patogenicidad podria residir en su
capacidad de actuar como dominio de activacién de la transcripcién, alterando la normal
regulacion de genes celulares o reprimiendo la respuesta de genes de defensa de la planta.
Serd necesario continuar con los estudios sobre P7-2, su posible funcién en el nucleo celular asi
como determinar si tiene actividad reguladora de la transcripcién en sistemas vegetales o de

insectos para poder confirmar esta hipdtesis.

Se prosiguid luego a analizar la interaccidn de las distintas proteinas virales entre si y consigo
mismas por Y2H, evaluando todas las posibles combinaciones de pares de las proteinas de

MRCV seleccionadas por Y2H. Para ello, se aparearon las distintas cepas haploides Y187
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transformadas con AD:X con las cepas haploides Y2HGold transformadas con BD:Y y se
seleccionaron levaduras diploides que coexpresan las distintas combinaciones en medio SD -
Leu-Trp. En paralelo se evaluaron las interacciones creciendo las levaduras diploides en el
medio selectivo de interaccién SD -Leu-Trp-His. Los cultivos fueron incubados a 28 °C por 5 a
10 dias para la deteccion de interacciones. Como control positivo de interaccidn se utilizé el
par AD:T/BD:p53, mientras que como controles negativos se utilizd el par AD:T/BD asi como
cada proteina de MRCV fusionada al AD o BD sin su correspondiente par de interaccion

(AD:X/BD o AD/BD:Y).

Tal como se indica en la Figura 3.2, de las cien combinaciones posibles, solo se encontrd
interaccion evidenciada por el crecimiento de las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His para las
combinaciones P6/P6, P6/P9-1, P9-1/P9-1 y P9-2/P9-2. No se observd crecimiento en AD:T/BD
ni en los casos con AD o BD vacios. Todos los ensayos de Y2H fueron repetidos al menos tres
veces, y para todos los casos (exceptuando el control positivo) siempre se observé mayor
crecimiento de las levaduras que expresan el par AD:P9-1/BD:P9-1, sugiriendo que la unién de
P9-1 consigo misma es mas estable o mas fuerte que el resto de las interacciones detectadas, o

bien que las fusiones de P9-1 al AD o BD se expresan mas abundantemente.

Estos resultados de Y2H demostraron que P9-1 interactla consigo misma in vivo, y forman
parte de un trabajo de nuestro grupo publicado en el afio 2010 en donde se demostré que P9-

1 es la proteina mayoritaria del viroplasma (Maroniche y col., 2010).

Por su parte, las interacciones encontradas por Y2H entre P6 consigo misma y con P9-1 estdn
en concordancia con resultados de nuestro grupo que mostraron que cuando se expresa P6
fusionada a GFP en células de insecto Sf9 forma inclusiones perinucleares (para las que se
requeriria autointeraccién) y es redirigida hacia los cuerpos de inclusion formados por la
proteina mayoritaria de viroplasma P9-1 (para lo cual se requeriria de la interaccién P6/P9-1), y
sugieren que dichas colocalizaciones son resultado de interacciones directas proteina-proteina.
En conjunto, estos resultados nos permitieron postular que P6 es un componente minoritario
de los viroplasmas de MRCV que reclutaria otras proteinas virales y del hospedante a los sitios

de replicacion y ensamblado viral (Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2010).
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Figura 3.2: Interacciones positivas detectadas entre las PMRCVs evaluadas. Las levaduras doble
transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas creciendo a
las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 5 a 10 dias. Como control negativo se utilizd cada
proteina fusionada al AD o BD sin su correspondiente par de interaccidn. P6 interactia consigo misma
(A) y con P9-1 (B). P9-1 (C) y P9-2 (D) interactian consigo mismas. E. Control positivo. F. control

negativo.

La capacidad de P9-1 de autointeractuar in vitro e in vivo y de formar dimeros ya habia sido
reportada para la contraparte del RBSDV (Zhang y col., 2008a). Posteriormente, en el afio 2012
se publicé la estructura tridimensional de P9-1 de RBSDV obtenida por cristalografia, y se
determind que esta proteina forma dimeros que se ensamblan con otros dimeros formando
estructuras octaméricas (Akita y col., 2012). Durante el curso de este trabajo de Tesis y en
concordancia con nuestros resultados se demostré ademas que la proteina P9-1 del SRBSDV es
el constituyente mayoritario de los viroplasmas ya que forma estructuras citoplasmaticas tipo
viroplasmas en ausencia de otras proteinas virales, y que su expresion es necesaria para el
establecimiento de una infeccion (Jia y col., 2012a). En el afio 2014 fue demostrada su

capacidad de autointeractuar in vivo por Y2H (Liy col., 2014).

Respecto de las interacciones P6/P6 y P6/P9-1, al momento de realizados los ensayos para este
trabajo de Tesis, no existian publicaciones de nuestro conocimiento que reportaran dichas
interacciones en otros fijivirus. Sin embargo, posteriormente fue reportado para los virus
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RBSDV y SRBSDV que sus P6 también son capaces de interactuar consigo mismas y formar
cumulos citoplasmaticos cuando son expresadas solas, asi como también se mostré que P6 es
un componente minoritario de los viroplasmas ya que interactiia con P9-1 y en su presencia es
relocalizada hacia las inclusiones tipo viroplasma de P9-1 (Mao y col., 2013; Sun y col., 20133;

Wangy col., 2011).

Finalmente, los resultados de Y2H muestran que P9-2 es capaz de interactuar consigo misma in
vivo. El estudio de esta proteina fue continuado y nuestro grupo demostré que P9-2 es una
proteina de membrana N-glicosilada y que cuando es expresada de forma transitoria en células
de insecto altera la morfologia de la membrana plasmatica, causando la aparicién de
numerosas extensiones membranosas que colocalizan con actina, sugiriendo que podria estar
involucrada en el movimiento célula a célula en el insecto vector (Maroniche y col., 2012). El
trabajo de esta Tesis constituye el primer reporte de nuestro conocimiento en donde la
proteina codificada por el segundo ORF del S9 de un Fijivirus es capaz de interactuar consigo

misma.

Como se mencioné en la Introduccién, los viroplasmas son los sitios de replicacion y
ensamblado de nuevas particulas virales, y en ellos se encuentran proteinas virales
estructurales y no estructurales, ademas de ARN viral y componentes celulares del
hospedante. Por eso, al evaluar los resultados obtenidos por Y2H de las interacciones de las
proteinas estructurales P4, P8 y P10 asi como de las proteinas no estructurales P5-1, P5-2, P6,
P7-1, P7-2, P9-1y P9-2, se esperaba detectar mas interacciones. Por ejemplo, antecedentes de
nuestro grupo muestran que P6 colocaliza con la proteina de cdpside externa P10 y con la
proteina no estructural P7-2 (ademas de hacerlo con P9-1 como ya se menciond) en células Sf9
(Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012). Sin embargo, no se encontraron interacciones
entre P6 y P10 o P7-2 utilizando la técnica de Y2H. Esto podria deberse a que la colocalizaciéon
depende de proteinas del hospedante, a que los niveles de expresién de P10 o P7-2 en
levaduras no fueron suficientes para evidenciar la interaccién, a que se trata de una
interaccion débil que no pudo ser detectada por medio de esta técnica, o a que efectivamente
estas proteinas no interactian por Y2H a pesar de que colocalizan in vivo. En SRBSDV, la
proteina de capside externa P10 colocaliza con el viroplasma fibrilar formado por P5-1, que a
su vez colocaliza con P6 (Mao y col., 2013). En concordancia con los resultados obtenidos en
este trabajo de Tesis, en el caso de RBSDV no se encontrd interaccion entre P6 y P10 mediante
ensayos de BiFC en Sf9 (Sun y col., 2013a). Por otra parte, en los ultimos afios se demostré que

la proteina no estructural P5-1 de RBSDV y SRBSDV (en ocasiones llamada también P5) es un
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componente de los viroplasmas, y es capaz de interactuar con P6 por Y2H y BiFC en N.
benthamiana y Sf9 (Li y col., 2013; Mao y col., 2013; Sun y col., 2013a). Si bien es factible que
P5-1 de MRCV interactle con P6 durante una infeccién, esto alin no ha podido ser demostrado
ya que no se encontrd interaccidon entre P5-1 y P6 utilizando la técnica de Y2H en este trabajo
de Tesis. Cabe sefalar que las diferencias en cuanto a la interaccién de P5-1 con P6 por Y2H
(que es positiva para SRBSDV y RBSDV y negativa para MRCV) podrian deberse a diferencias en
la estructura y actividad de P6 que es la proteina mas variable del genoma viral. Como se
menciondé en la Introduccidn (Tabla 1.3) la identidad entre P6 de MRCV y RBSDV, el fijivirus
mas cercano evolutivamente, es de tan solo 44,8%. Por su parte la identidad entre P5-1 de

MRCV y RBSDV es de 62,8%.

Otra interaccion que se hubiera esperado encontrar es la de P7-1 consigo misma ya que esta
proteina forma estructuras tubulares en el citoplasma de células de insecto infectadas por
RBSDV o SRBSDV. Dichas estructuras contienen particulas virales completas y estarian
involucradas en la dispersion del virus en el insecto (Isogai y col., 1998a; Jia y col., 2014). Para
el caso de SRBSDV se encontrd por Y2H que los tubulos se forman por interaccién directa de
P7-1 consigo misma (Liu y col., 2011). Si bien se desconoce la composicidon de las estructuras
tubulares observadas en infecciones por MRCV (Arneodo, 2003), no se puede descartar que
estén formadas por autointeraccién de P7-1, proteina que presenta un 61,3% y 61,7% de

identidad con sus contrapartes de RBSDV y SRBSDV, respectivamente.

En el presente trabajo también se esperaba encontrar autointeracciones de proteinas
estructurales como la cdpside externa P10 o la proteina minoritaria del “core” P8. Si bien se
desconoce el mecanismo por el cual las particulas virales del MRCV ensamblan la cépside
externa, es esperable que P10 que tenga la capacidad de multimerizar, siendo ademas que
para el RBSDV se ha reportado que la proteina homdloga es capaz de interactuar consigo
misma por Y2H y de formar trimeros in vitro (Liu y col., 2007b) y se trata de una proteina
relativamente conservada: la identidad entre P10 de MRCV y RBSDV es del 72,4%. Respecto de
P8, es una proteina estructural que posee motivos de unién a nucledsidos trifosfato, y que al
ser expresada como fusién P8:GFP en Sf9 localiza tanto en citoplasma como en el nucleo
celular, mientras que no se ha podido detectar la expresion de la fusién GFP:P8 (Maroniche,
2011). Es interesante notar que P8 posee una sefial monopartita débil de localizacidn nuclear
presente entre los aminoacidos 34 y 42 (NKLKKQKIT) que podria ser responsable de la
localizacién en Sf9, y es posible que en la fusién GFP:P8 dicha sefial pueda encontrarse

bloqueada. Por su parte la proteina homdloga del RBSDV P8 también tiene localizacion
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nuclear, y actia como un represor transcripcional, para lo cual es capaz de formar dimeros (Liu
y col., 2007a). De acuerdo con esto, en el mismo trabajo se reporté que el dominio
responsable de la localizacidn nuclear de P8 de RBSDV también se encuentra en los primeros
40 aminodcidos de la proteina, donde se encuentra una sefial de localizacidn nuclear similar a
la de una nuceloplasmina. Si bien P8 de MRCV solo comparte un 53% de identidad a nivel de
secuencia aminoacidica con su contraparte de RBSDV, no se puede descartar que también
posea la capacidad de autointeractuar y de formar dimeros a pesar de que no hayamos

detectado dicha autointeraccién por Y2H.

Es importante considerar que la ausencia de interaccién detectable por Y2H no indica
necesariamente que no ocurre interaccién. El doble hibrido de levaduras, asi como cualquier
otro sistema heterdlogo de expresion, posee diversas limitaciones a la hora de identificar
interacciones positivas: 1) a nivel fisicoquimico, el entorno celular dado por la levadura quizas
no es el apropiado para detectar la interaccién, 2) presenta baja sensibilidad por lo tanto
tiende a detectar solo interacciones de mayor afinidad, 3) se encuentra restringido para
estudiar interacciones con proteinas de membrana o con reguladores de la transcripcion
(como P7-2). En este punto es interesante notar que a pesar de que P9-2 es una proteina de
membrana, se pudo detectar interaccién consigo misma. 4) El Y2H implica la translocaciéon de
la fusion AD:X o BD:Y al nucleo donde queda restringida la interaccion; 5) algunas interacciones
pueden depender de modificaciones postraduccionales que quiza no ocurren en levaduras; 6)
puede haber interacciones que estén mediadas por componentes celulares especificos
ausentes en levaduras; 7) el uso de una fusion al AD o BD puede resultar en una proteina
truncada o con un plegamiento alterado (Briickner y col., 2009). Por estos motivos resulta

necesario complementar los resultados obtenidos en este trabajo con otras metodologias.

A continuacioén se propuso analizar en profundidad las regiones de las proteinas P6 y P9-1 del

MRCV involucradas en las interacciones encontradas en esta Seccién.

Identificacion de las regiones de P6 involucradas en la interaccion P6/P6 y P6/P9-1

P6 es una proteina de 90 kDa de 788 residuos aminoacidicos (Distéfano y col., 2003) con un
extenso dominio “coiled-coil” predicho entre los residuos 450 a 650 (Mongelli, 2010). Con el
objetivo de profundizar en la caracterizacién de P6 y detectar regiones que puedan ser
relevantes para su interaccion consigo misma y con P9-1, se realizaron analisis de prediccion

de motivos conservados a partir de la secuencia aminoacidica de esta proteina utilizando los
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predictores GlobPlot y IUPRED (busqueda de regiones desordenadas), y el servidor
SMART/PFAM (busqueda de dominios), todos del paquete de herramientas bioinformaticas
ELM. Las predicciones indicaron que P6 contiene una posible regidon desordenada (RD) en el
extremo N-terminal que abarca los residuos 1 a 105. Las regiones desordenadas en una
proteina se caracterizan por no adoptar una conformacién estable en el espacio y a menudo

pueden contener motivos lineales funcionales (Linding y col., 2003b).

Para determinar qué regiones de P6 participan en las interacciones entre P6/P6 y P6/P9-1, se
obtuvo una serie de versiones mutadas de P6, y se analizé su capacidad de interactuar con P6y
con P9-1 por Y2H. Como se esquematiza en la Figura 3.3, la mutante P6RD (“Regidn
Desordenada”) solo contiene la posible region desordenada (aminoacidos 1 a 105) de P6;
P6ARD (“A (delta) Regién Desordenada”) carece de la region desordenada y conserva los

residuos 106 a 788; P6C-term conserva la porcién C-terminal de P6 con los residuos 450 a 788

dentro de la cual se encuentra el dominio “coiled-coil” predicho y P6ACC (“A (delta) Coiled-

| “ III

Coil”) carece de la regién C-terminal que incluye el “coiled-coil” predicho y contiene los

residuos 1 a 449 de P6.

Regidn desordenada (RD) “Coiled-coil”

/_H
MRCV P6
(788 aa; 90 kDa)

105aa 45022 650aa 788aa
MRCV P6RD
(1a105)

MRCV P6ARD
(106 a 788)

| |

MRCV P6C-term
(450 a 788)

MRCV P6ACC
(1a449)

Figura 3.3: Esquema de la proteina MRCV P6 y las versiones mutantes construidas.

Los resultados de Y2H indicaron que la interaccion de P6 consigo misma y con P9-1 no
depende de la regién desordenada ya que la mutante P6RD no fue capaz de interactuar ni con
P6 ni con ninguna de sus versiones mutadas, asi como tampoco con P9-1 (Figura 3.4 A). Por su

parte, P6ARD interactud consigo misma, con P6C-term, con P6 completa y con P9-1 (Figura 3.4
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B). De igual manera, P6C-term también fue capaz de interactuar con P9-1, P6, P6ARD y consigo

misma (Figura 3.4 C).

A o B

c Dilcién  1:1 120 11 1:20
Dilucién

AD:P6ARD/BD:P6 m AD:P6 C-term/BD:P6 ‘
AD:P6 C-term/BD:P6RD ﬂ

AD:PGARD/BD:PERD

AD:PGRD/BD:P6

AD:PERD/BD:P6RD

AD:PERD/BD:PEARD AD:P6ARD/BD:PEARD AD:P6 C-term/BD:P6ARD

AD:P6 C-term/BD: PG C-term

- #096 Cterm/aops1

AD:P6 C-term/BD

AD:PERD/BD:P6 C-term AD:PGARD/BD:P6 C-term

AD:P6RD/BD:P9-1 AD:P6ARD/BD:P9-1

AD:PERD/BD AD:PGARD/BD

SO -Leu-Trp SD -Leu -Trp -His i -
SD:AeurTep. $D -Leu-Trp-His SD-Leu-Trp SD -Leu -Trp -His

Figura 3.4: Andlisis de la interaccidon de P6 y sus mutantes de delecidn entre si y con P9-1 por Y2H. A.
P6RD no interactia con P6 ni sus mutantes y tampoco con P9-1. B. P6ARD interactia con P6 y sus
mutantes excepto P6RD, y con P9-1. C. P6C-term interactla con P6 y sus mutantes excepto P6RD, y con
P9-1. Las levaduras doble transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las interacciones
fueron evaluadas creciendo a las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 5 a 10 dias. Se
plaquearon dos diluciones (1:1 y 1:20). Como control negativo se utilizdé cada proteina fusionada al AD

con BD vacio.

De manera complementaria, se propuso evaluar la capacidad de P6 para interactuar consigo
misma y con P9-1 utilizando la mutante P6ACC. Se evalué entonces su capacidad de
interaccion consigo misma, con P6 o con P9-1 por Y2H. Se encontré que la mutante P6ACC no
es capaz de interactuar con P6, con P9-1 ni consigo misma (Figura 3.5). Estos resultados

I”

apoyan la hipétesis de que el dominio “coiled-coil” de P6 es responsable de la capacidad de P6

de autointeractuar y de interactuar con P9-1.

AD:P6/BD:P6
AD:P6/BD:P9-1
AD:P6ACC/BD:P6
AD:P6ACC/BD:P9-1
AD:P6ACC/BD:P6ACC

AD:P6ACC/BD

AD/BD:P6ACC

SD -Leu -Trp SD -Leu -Trp -His

Figura 3.5: Andlisis de interacciéon de P6ACC con P6, P9-1 y consigo misma. P6 completa es capaz de
interactuar consigo misma y con P9-1 pero la mutante P6ACC no presenta interaccion con P6, P9-1 ni
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comsigo misma. Las levaduras doble transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las
interacciones fueron evaluadas creciendo a las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 6 dias.

Como control negativo se utilizé P6ACC fusionada al AD o BD sin su correspondiente par de interaccion.

En conjunto estos resultados sugieren que la porcidon C-terminal de P6 que posee los residuos
450 a 788 es necesaria y suficiente para que ocurra interaccion entre P6/P6 y P6/P9-1,

IM

probablemente mediada por el dominio “coiled-coil” predicho. De manera complementaria, la
ausencia de dicha regién anula por completo la interaccidon con P6 y con P9-1. Por otra parte,
la regién predicha como desordenada (RD) no parece ser necesaria para la interaccion de P6
consigo misma ni con P9-1, ni parece alterar la estructura general de P6 ya que su ausencia no
impide las interacciones, mientras que la mutante que solo posee la RD no es capaz de

interactuar ni con P6 ni con ninguna de las otras versiones mutadas.

La proteina P6 del RBSDV también posee capacidad de interactuar consigo misma y con P9-1, y
en un trabajo publicado en el afilo 2011 se mapearon las regiones involucradas en dichas
interacciones (Wang y col., 2011). En dicho trabajo se demostrd que la regidn central de P6
comprendida entre los aminoacidos 395 a 659 es necesaria para la interaccién consigo misma
Yy que abarca una regidn entre los residuos 400 a 675 con baja similitud al dominio ATPasa del
mantenimiento estructural de proteinas cromosomales (SMCs). Se decidid analizar la
secuencia de la P6 de RBSDV utilizada en ese trabajo con el predictor de dominios SMART
(Letunic y col., 2015) y se encontrd, de manera analoga a lo encontrado para MRCV, que la
region 549-669 de P6 de RBSDV tiene predicho un dominio “coiled-coil”. Por lo tanto es posible
que tanto P6 de MRCV como de RBSDV interactien entre si y con P9-1 a través de sus motivos
“coiled-coil”. A pesar de que solo comparten un 44,8% de identidad aminoacidica, estos
resultados avalan la hipdtesis de que las estructuras y funciones de las proteinas homdlogas

entre estos dos fijivirus se encuentran conservadas.

Los dominios “coiled-coil” constituyen uno de los principales motivos de oligomerizacién de
proteinas y su caracteristica distintiva es la presencia de un patrén de repeticiones de
héptadas de residuos no polares que constituyen la interfase de unién con otras proteinas
(Burkhard y col, 2001). Los virus también utilizan estos dominios para mediar
homooligomerizaciones asi como interacciones con otras proteinas. Por ejemplo, la proteina
asociada al virion VAP del Cauliflower mosaic virus (CaMV) interactia con la proteina de

III

movimiento de este virus a través de su “coiled-coil” (Stavolone y col., 2005) y la proteina yb
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del Barley stripe mosaic virus (BSMV), que es un determinante de patogenicidad viral,

autointeractla a través de su “coiled-coil” (Bragg y Jackson, 2004).

Luego de identificada la region de P6 necesaria para las interacciones encontradas, se realizo

un analisis similar con la proteina P9-1.

Modelado de la estructura tridimensional de MRCV P9-1 por homologia

Como se menciond en la Introduccion, en un trabajo publicado en el afio 2012 se obtuvo la
estructura de la proteina P9-1 de RBSDV por analisis cristalografico. Se determiné que, al igual
gue MRCV P9-1, esta proteina forma dimeros y que ademas posee una region carboxiterminal
de 24 aminoacidos tipo “brazo” (“C-arm”, residuos 345 a 368) que se extiende hacia el dimero
vecino, permitiendo la unién de grupos de cuatro dimeros mediante interacciones hidrofdbicas
laterales que resultan en la formacidn de octameros cilindricos con un poro central. De manera
interesante, la delecién de este “C-arm” resulta en la ausencia de inclusiones tipo viroplasma

(Akita y col., 2012).

Nuestro grupo habia mapeado la regién de P9-1 necesaria para la formacion de los cuerpos de
inclusién tipo viroplasmas (“VIB-like”) en la mitad carboxiterminal de la proteina (residuos 155
a 337; Maroniche y col., 2010). Para refinar este resultado y determinar si MRCV P9-1 también
posee un “C-arm” equivalente en su funciéon al de RBSDV, se comenzd por realizar un
modelado por homologia de MRCV P9-1 utilizando el servidor Phyre®. A partir de la secuencia
aminoacidica de MRCV P9-1 (nimero de acceso GenBank ADD71691) se obtuvo un modelo
completo tridimensional basado en la homologia con RBSDV P9-1 [NUmero de acceso a la Base
de Datos de proteinas (PDB): c3vjjA], que se muestra en la Figura 3.6. El 85% de los residuos de
la secuencia de MRCV P9-1 pudieron ser modelados con un grado de confianza mayor al 90%,
incluyendo la region “C-arm” que se puede observar claramente separada del resto de la

proteina. Cabe recordar que la identidad entre ambas proteinas es del 64,5%.

Los octameros de P9-1 de RBSDV son capaces de unir ARN en mayor medida que los dimeros y
los residuos que intervienen en la unidn a ARN se sitlan en la superficie del poro central del
cilindro del octamero. Al prevenir la formacién de octameros, la delecién del “C-arm” da lugar
a una menor afinidad de unién a ARNsc. A su vez, los residuos 25 a 44 de P9-1 presentan un
motivo de unién a ARN, que se ubica en la regién interior central de los cilindros formados por
los octdmeros. Mutaciones en los aminoacidos 25 a 44 anulan por completo la capacidad de

union a ARN (Wu y col., 2013). Utilizando el servidor BindN que predice sitios de unién a ARN
102



en una secuencia aminoacidica, se encontré que P9-1 de MRCV también presenta motivos de
union a ARN entre los residuos 25 a 32 y 41 a 44. Es posible entonces que la capacidad de P9-1
de unir 4cidos nucleicos descripta originalmente por nuestro grupo (Maroniche y col., 2010)

resida en dicha regidn.

1 NN R 200
201 DRRER TR

Confidence Key

High(9) || 1l Low (0)

Figura 3.6: Modelado por homologia de MRCV P9-1 son el servidor Phyre’. En el panel izquierdo
superior se muestra la estructura predicha de P9-1 de MRCV con los colores del arco iris indicando el
extremo N-terminal en color azul y el C-terminal en rojo. En el panel superior derecho se muestra la
estructura con el color rojo indicando el grado maximo de confianza de prediccidn y en azul los residuos
cuya estructura no fue predicha con confianza. La estructura del “C-arm” fue predicha con el nivel
maximo de confianza. En el panel inferior se esquematiza el nivel de confianza para cada residuo de la

secuencia lineal.

Rol del brazo C-terminal de MRCV P9-1 en la interaccion con P9-1y P6

Para determinar si el brazo ubicado en el extremo carboxilo de MRCV P9-1 interviene en la
formacién de dimeros, se construyd la mutante P9-1AC-arm (residuos 1 a 313) que carece de
los udltimos 24 aminodacidos que conforman el brazo C-terminal, y se evalué por Y2H su
interaccion con P9-1, con P6 y con sus versiones mutantes. Los resultados mostraron que P9-
1AC-arm fue capaz de interactuar con P6 y con las mutantes P6ARD y P6C-term, pero no con

P6RD (Figura 3.7 A), indicando una vez mas que la interaccion entre P9-1 y P6 ocurre siempre

| “coiled-coil”

que la porcién C-terminal de P6 con e esta presente, y que el brazo C-terminal de

P9-1 no interviene en la interaccion P6-P9-1.
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Por otra parte, se detectd interaccion entre P9-1AC-arm y P9-1, pero no entre P9-1AC-arm
consigo misma, lo que sugiere que para que se formen dimeros de MRCV P9-1 al menos uno

de los dos mondmeros debe contener un “C-arm” (Figura 3.7 B).

A B

1:1 1:20 1 1:20
- I AD:P9-1AC arm/BD:P9-1AC arm
& . AD/BD:P9-1AC arm
9 ﬁ AD:P9-1AC arm/BD

SD -Leu-Trp SD -Leu-Trp-His SD -Leu-Trp SD -Leu-Trp-His

AD:P9-1AC arm/BD:P6
AD:P9-1AC arm/BD:P9-1

AD:P9-1AC arm/BD:P6RD

AD:P9-1AC arm/BD:P6ARD

AD:P9-1AC arm/BD: P6 C-term

Figura 3.7: Analisis de la rol del brazo C-terminal de P9-1 en la interaccion con P6 y con P9-1. A. El brazo

C-terminal de P9-1 no interviene en la interaccidon con P6. La mutante P9-1AC-arm interactua con P6 y

|n

con las mutantes de P6 que poseen el dominio “coiled-coil”. B. Para la interaccién de P9-1 consigo

misma, al menos una de las dos moléculas interactuantes debe contener un brazo C-terminal. P9-1AC-

arm interactua con P9-1 pero no consigo misma.

Los resultados de Y2H obtenidos en este trabajo de Tesis indican que P9-1AC-arm es capaz de
interactuar con P6 asi como con las mutantes de P6 que conservan el “coiled-coil”, indicando
que el “C-arm” no esta involucrado en la interaccion con P6. Por otra parte, si bien P9-1AC-arm
no pierde la capacidad de interactuar con P9-1 in vivo, para que la formacién de dimeros

|II

ocurra al menos uno de los mondmeros debe tener el “C-arm”. Estos resultados coinciden
parcialmente con los reportados para RBSDV por Akita y col. 2012, ya que estos autores
encontraron que RBSDV P9-1AC es capaz de formar dimeros pero no octdmeros in vitro
utilizando proteina recombinante purificada y analizada en solucién por cromatografia de
filtracién en gel (Akita y col., 2012). De acuerdo con ese trabajo, los dimeros de RBSDV P9-1 se

ubican de manera que cada mondmero “rodea” al otro con su “C-arm”, como se esquematiza

en la Figura 3.8, tomada de su publicacion.

Dada la similitud estructural entre P9-1 de RBSDV y MRCV, P9-1 de MRCV podria establecer la
formacién de dimeros mediante interacciones hidrofébicas como se muestra en la Figura 3.8,
pero ademas el “C-arm” de un mondmero podria rodear al otro mondmero estabilizando la
interaccion, de manera que la presencia de un solo brazo sea suficiente para establecer la
interaccion, mientras que la eliminacion de los brazos de los dos mondmeros anule la

interaccion. Por otra parte, si bien el rol del “C-arm” no ha sido evaluado en la interaccion con
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P6 en RBSDV, se ha reportado que la versién completa de P9-1 es necesaria para unir a P6

(Wangy col., 2011).

Figura 3.8: Estructura general de un dimero de RBSDV P9-1. La representaciéon muestra la cadena de
polipéptidos de RBSDV P9-1 con los colores del arco iris, comenzando en azul desde el extremo N-
terminal (N), hasta rojo en el extremo C-terminal (C). El recuadro en negro marca la regién donde se
establecen las interacciones hidrofébicas que determinan la formacion de dimeros de P9-1. Tomado de

Akita y col. 2012.

Respecto del SRBSDV, en un trabajo donde analizan las interacciones in vivo por Y2H entre
P6/P6, P6/P9-1 y P9-1/P9-1, demuestran que se necesita la proteina P6 completa para la
interaccion consigo misma, mientras que para la interaccion con P9-1 no es necesaria la region
entre las posiciones 400 y 675 de P6 que contiene el motivo SMC también predicho para
SRBSDV (Li y col., 2014). Al igual que para P6 de RBSDV, hemos detectado que P6 de SRBSDV

I”

contiene predicho un motivo “coiled-coil” entre los residuos 581 a 663. Sin embargo, a
diferencia de los resultados encontrados en este trabajo de Tesis que indican que la region
predicha como “coiled-coil” de MRCV P6 es necesaria para la interaccion P6/P6 y P6/P9-1, el

III

“coiled-coil” de SRBSDV P6 no seria necesario para la interaccién con P9-1. Por otra parte, la
autointeraccién de P9-1 de SRBSDV depende de que P9-1 esté completa, mientras que
deleciones en los extremos amino o carboxilo (que incluyen el “C-arm”) anulan la capacidad de
P9-1 de interactuar con P6 (Liy col., 2014). A su vez, y de manera relevante, la mutante P9-1AC
de SRBSDV pierde por completo la capacidad de formar inclusiones tipo viroplasmas en Sf9 (Jia

y col., 2012a).

La capacidad de multimerizar de las proteinas mayoritarias de los viroplasmas como P9-1 es

sumamente importante para el ciclo infectivo de un reovirus ya que la formacién del
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viroplasma es un evento temprano crucial y necesario para el establecimiento de una infeccién
exitosa. Las estructuras octaméricas de las proteinas mayoritarias de viroplasmas se
encuentran conservadas en miembros de la familia Reoviridae a pesar de que no existe
similitud de secuencia o de estructura secundaria evidente. Esta conservacion sugiere que la
formacién de octameros es clave para el funcionamiento del viroplasma muy posiblemente
facilitando la morfogénesis viral (Akita y col., 2012). Ademas de P9-1 de RBSDV, la capacidad
de formar octdmeros se encuentra conservada en la proteina NSP2 de virus pertenecientes al

género Rotavirus (Jayaramy col., 2002), y en P9-1 del Phytoreovirus RGDV (Akita y col., 2011).

De manera interesante, las estrategias biotecnoldgicas dirigidas a impedir o inhibir etapas
tempranas del ciclo infectivo previas a la multiplicacidn viral como las que impiden la expresién
de las proteinas mayoritarias de viroplasma, son particularmente efectivas para lograr
inmunidad. Por ejemplo en Rotavirus, el silenciamiento mediante ARN de interferencia (ARNi)
de NSP5 impide la formacion de viroplasmas, con consecuencias en el ciclo replicativo:
disminucién de la sintesis de otras proteinas estructurales y no estructurales del virus, de la
sintesis de ARNdc gendmico viral y de la produccidn de nuevas particulas virales (Campagna y
col., 2005). Asimismo se ha demostrado que en cultivos de células de insecto infectadas con el
fijivirus SRBSDV, el silenciamiento de P9-1 por ARNi inhibe significativamente la formacién de
viroplasmas vy la infeccién viral (Jia y col., 2012a). En la misma linea, se ha demostrado que las
estrategias destinadas a lograr inmunidad en plantas transgénicas son mas efectivas cuando se
silencian proteinas virales que intervienen tempranamente en el ciclo infectivo como las
proteinas mayoritarias del viroplasma, y han logrado conferir resistencia frente a virus de los
géneros Fijivirus y Phytoreovirus (Shimizu y col., 2011a; Shimizu y col., 2012; Shimizu y col.,

2011b; Shimizu y col., 2009).

Finalmente, luego de los resultados obtenidos por Y2H se intentd confirmar las interacciones
encontradas utilizando el sistema de expresiéon en plantas de agroinfiltracion de hojas de
Nicotiana benthamiana, técnica que ha sido ampliamente utilizada para expresar proteinas en
plantas (Kapila y col.,, 1997). En este sistema, se infiltran agrobacterias que contienen
pldsmidos capaces de expresar las proteinas de interés en plantas utilizando un promotor
constitutivo y fuerte como el 35S del CaMV. Nuestro grupo ha intentado expresar las proteinas
del MRCV en la especie modelo N. benthamiana, ya sea de manera transitoria (solas, junto con
otras proteinas del MRCV o junto con proteinas supresoras del silenciamiento génico) o
estable en plantas transgénicas, y los resultados han sido variables pero en general poco

satisfactorios: la mayoria de las proteinas codificadas por el MRCV se expresan en niveles muy
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bajos o indetectables. En este trabajo de Tesis se ha intentado realizar estos ensayos utilizando
distintos vectores Gateway para expresion en N. benthamiana de fusiones a lo epitopes cMyc,
AcV5 o HA (Earley y col., 2006), a proteinas fluorescentes, y para analizar interacciones
proteicas por BiFC (Gehl y col., 2009). Esto ha impedido andlisis posteriores, como el estudio
de localizacién subcelular en plantas, la deteccidn de interacciones proteina-proteina, ya sea
mediante la técnica BiFC seguida por microscopia confocal, o por coinmunoprecipitacion (colP)
seguida por “Western Blot” (resultados no mostrados). Es importante destacar que a
diferencia de las dificultades encontradas en este trabajo de Tesis, P6 y P9-1 del SRBSDV
pueden ser expresadas en niveles detectables mediante agroinfiltraciones en N. benthamiana,
de manera que tanto su localizacidon subcelular como las interacciones P6/P6 y P6/P9-1
pudieron ser estudiadas por esta metodologia (Li y col.,, 2014; Songbai y col., 2013). Sin
embargo resulta llamativo que en el caso de RBSDV, al analizar las interacciones P6/P6 y
P6/P9-1 Wang y col. solo pudieron expresar mediante agroinfiltraciéon de hojas de N.
benthamiana las versiones mutadas de P6 fusionadas a DsRed, pero no la fusién DsRed:P6

(Wangy col., 2011).

La dificultad para expresar las proteinas del MRCV en N. benthamiana se podria deber a que se
trata de una especie dicotiledénea, mientras que el MRCV replica exclusivamente en
monocotileddneas. Esta hipbtesis estd ademas respaldada por el hecho de que recientemente
se ha logrado expresar exitosamente P7-1y P7-2 de MRCV en protoplastos de trigo (Saavedra
Pons, 2012). Sin embargo, el RBSDV y el SRBSDV también replican exclusivamente en
monocotileddéneas y esto no ha impedido su correcta expresion en N. benthamiana. Cabe
aclarar que las diferencias de expresidn de proteinas virales en monocotiledéneas y
dicotiledéneas no parecen deberse a un uso diferencial de los codones de uso frecuente entre
especies hospedantes (Mongelli, 2010; Wang y Roossinck, 2006). Para continuar con los
analisis funcionales de las proteinas codificadas por el MRCV resulta necesario entonces poner
a punto un sistema modelo apropiado que permita en el futuro confirmar las interacciones

encontradas en este trabajo de Tesis.
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Analisis de la interaccion de proteinas del
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Analisis de la interaccidon de proteinas del MRCV con proteinas candidato de plantas

e insectos

En este Capitulo se propuso evaluar posibles interacciones entre proteinas codificadas por el
MRCV vy proteinas celulares que son candidatas a cumplir importantes roles en la replicacion
viral, la dindmica de la formacidn de viroplasmas y el movimiento dentro de la célula, asi como
proteinas celulares implicadas en la via de degradacién del proteasoma. La relevancia de estos
componentes celulares se debe a las funciones que cumplen en infecciones por otros virus
vegetales y/o de la familia Reoviridae y fue detallada previamente en la Introduccion. Se
desconocen las proteinas celulares implicadas en el establecimiento de una infeccién por
MRCV. Por lo tanto, se espera que las interacciones proteicas virus-hospedante que se puedan
encontrar a lo largo del trabajo presentado en esta Tesis y en este Capitulo en particular,
contribuyan a una mejor comprensién de las bases moleculares de la enfermedad de Mal de
Rio Cuarto, y permitan explorar nuevas lineas de investigacién que puedan conducir al

desarrollo de herramientas biotecnoldgicas para su control.

Analisis de la interaccion de proteinas de MRCV con componentes del citoesqueleto

de insectos

El estudio de localizaciones subcelulares de las proteinas P6, P9-1, P9-2 y P10 fusionadas a GFP
en células de insectos (linea celular Sf9 de Spodoptera frugiperda) realizado durante la Tesis
del Dr. Maroniche (Maroniche, 2011), nos condujo a proponer que dichas proteinas eran
candidatas a interactuar con componentes del citoesqueleto. Para comenzar a evaluar esta
hipdtesis, se decidié analizar la interaccidon de estas proteinas virales con componentes del
citoesqueleto de insectos por Y2H. Para ello, se recombinaron los vectores de entrada
pCR8/GW/TOPO con las secuencias codificantes de actina (ACT, HQ008727) y a-1-tubulina
(TUB, HQO08728) de Spodoptera frugiperda sin el ATG, disponibles en nuestro laboratorio
(Maroniche y col., 2011; Maroniche y col., 2012), con el vector de destino de expresion en
levaduras pLAW11, para obtener las fusiones al AD de actina (AD:ACT) y tubulina (AD:TUB).
Con estas construcciones se transformaron levaduras de la cepa Y187 y las transformantes
fueron seleccionadas en SD -Trp luego de incubar a 28 °C por 3 dias. Para la obtencién de doble
transformantes, se aparearon las levaduras Y187 con levaduras Y2HGold transformadas con las
construcciones BD:P6, BD:P9-1, BD:P9-2 o BD:P10, que fueron obtenidas previamente en el
Capitulo | de este trabajo de Tesis. Las levaduras diploides resultantes del apareamiento

fueron seleccionadas en medio SD -Leu-Trp. Las interacciones se evaluaron en medio SD -Leu-
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Trp-His luego de 5 a 10 dias de incubacién a 28 °C. Como se muestra en la Figura 4.1, no se
detectaron interacciones entre P6, P9-1, P9-2 y P10 con actina y tubulina de S. frugiperda por

medio de esta técnica.

Dilucién Dilucién
AD:ACT/BD:P9-1 AD/BD:P9-1
AD:ACT/BD:P9-2 AD/BD:P9-2

AD/BD:P10
AD:ACT/BD:P10
AD:TUB/BD:P6
AD:TUB/BD:P9-1
AD:TUB/BD:9-2 AD:T/BD:p53
AD:TUB/BD:P10 AD:T/BD

SD -Leu -Trp SD -Leu -Trp -His SD -Leu -Trp SD -Leu -Trp -His

Figura 4.1: Analisis de interaccién entre actina (ACT) y a-1-tubulina (TUB) de S. frugiperda con las
proteinas del MRCV P6, P9-1, P9-2 y P10. Las levaduras doble transformantes se seleccionaron en medio
SD -Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas creciendo a las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a
28 °C por 5 a 10 dias, y con dos diluciones (1:1 y 1:20). Control positivo: AD:T/BD:p53. Como control
negativo se utilizé AD:T/BD asi como cada proteina fusionada al AD o BD sin su correspondiente par de

interaccion.

A pesar de que estos resultados no fueron los esperados, es posible que las colocalizaciones
observadas entre P10 y tubulina, y P9-2 con actina en expresiones transitorias en células de Sf9
(Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012), no sean producto de interacciones directas y que

requieran de otros factores aun no identificados.

Por otra parte, los resultados negativos obtenidos se podrian deber a que la interaccién de las
proteinas virales con la actina ocurre especificamente con la actina del hospedante y no con
actina de otras especies de insectos, aun cuando se trate de una proteina conservada. La
actina de S. frugiperda comparte un 91% de identidad con una secuencia parcial de actina de

D. kuscheli,y 91% y 90% de identidad con actina de Nilaparvata lugens y Laodelphax striatellus
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gue son las chicharritas vectoras del NLRV y RBSDV, respectivamente. En ese sentido, para el
caso del Phytoreovirus RDV, se ha demostrado que la proteina Pns10 forma estructuras
tubulares e interactda con la actina celular de las microvellosidades del intestino del insecto
vector, formando protrusiones hacia las células vecinas y posiblemente permitiendo el
movimiento célula a célula en el insecto (Chen y col., 2014; Wei y col., 2006a). En particular,
esta interaccion entre Pns10 con actina es altamente especifica: en un trabajo del afio 2014 se
demostré que Pnsl0 interactia con la actina citoplasmatica de Nephotettix cincticeps, el
insecto transmisor del RDV y sin embargo no interactia con actina de Recilia dorsalis, una
chicharrita cercanamente relacionada que no transmite el virus. De manera interesante, estos
resultados condujeron a los autores a postular que la interaccidon Pns10 de RDV con la actina
citoplasmatica puede ser responsable de la especificidad de insecto hospedante (Chen vy col.,
2014). Dado que los ensayos de Y2H realizados en este trabajo fueron llevados a cabo
utilizando la actina y tubulina de un insecto no hospedante del MRCV, es factible que en la
interaccion virus-insecto las proteinas del MRCV solo interactien con los componentes del
citoesqueleto celular de Delphacodes kuscheli, y que si bien colocalizan con actina y tubulina

de S. frugiperda en las células Sf9, no interactuen directamente.

Anadlisis de la interaccion de las proteinas del viroplasma P6 y P9-1 con el factor de

elongacion de la traduccion 1 alfa de trigo

En base a los antecedentes detallados en la Introduccion, se propuso analizar la posible
interaccion entre el factor de elongacidon de la traduccidon 1 alfa de trigo (TEF1) con las
proteinas de viroplasma P6 y P9-1 de MRCV. Para ello, se amplificé la secuencia codificante de
TEF1 de trigo (WHTTEF1X) por RT-PCR a partir de ADNc de T. aestivum Buck Poncho. La misma
se cloné en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO, y se analiz6 su secuencia. Se determiné que
el producto de amplificacién clonado codifica para una proteina con un 96% de identidad con
OseEF-1A (0s03g0177400, BAF11059.1), indicando que estas proteinas son muy conservadas
en la familia Poaceae. Luego se obtuvo la fusién AD:TEF1 por recombinacién y se evalué su
capacidad de interaccidn con las proteinas de viroplasma P6 y P9-1 fusionadas al BD por Y2H.
Los resultados indicaron que TEF1 y P6 o P9-1 no interactian directamente por Y2H (Figura
4.2). Por su parte, el control negativo con levaduras cotransformadas con AD:TEF1/BD
presentd un leve crecimiento en medio SD -Trp-Leu-His, hecho que se podria deber a algun
tipo de crecimiento inespecifico o a un escape a la seleccién. Sin embargo esto no fue

observado en los casos AD:TEF1/BD:P6 ni AD:TEF1/BD:P9-1.
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AD:TEF1/BD:P6 &

AD:TEF1/BD:P9-1
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Figura 4.2: Andlisis de la interaccion entre TEF1 de trigo con las proteinas del viroplasma de MRCV P6 y
P9-1 por Y2H. Las levaduras doble transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las
interacciones fueron evaluadas creciendo a las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 6 dias.
Control positivo: AD:T/BD:p53. Como control negativo se utilizé AD:T/BD asi como TEF1 fusionado al AD

sin su correspondiente par de interaccion.

Los resultados negativos obtenidos se podrian deber al bajo porcentaje de identidad entre P6
de MRCV y sus contrapartes de otros Fijivirus. Como fue mencionado anteriormente, P6 es la
proteina mas variable de MRCV, y posee un 42,5% de identidad con P6 de SRBSDV (Tabla 3.1),
mientras que P6 y P9-1 de MRCV no presentan identidad detectable con ninguna proteina de
RRSV. Sin embargo, como también se menciond, si bien muchas de las proteinas mayoritarias
gue componen los viroplasmas de los diferentes géneros de reovirus animales no muestran
identidad de secuencia a nivel aminoacidico, si comparten propiedades funcionales
(Maroniche y col., 2010). Sera necesario continuar estudiando el rol del EF1A en infecciones
por MRCV ya que llamativamente la expresion de este gen se ve significativamente aumentada

en chicharritas infectadas (Maroniche, 2011).

Analisis de la interaccion de P7-2 con SKP1, componente del complejo E3 ligasa tipo

SCF

Teniendo en cuenta el rol del sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS) en etapas tempranas de
la infeccién con rotavirus (Contin y col., 2011; Lépez y col., 2011) y reovirus aviar (Chen y col.,
2008), y que la proteina P7-2 de RBSDV es capaz de interactuar con SKP1 de arabidopsis, N.
benthamiana, arroz y cafa de aztcar (Wang y col., 2013), ambos aspectos desarrollados en la
Introduccidn, se propuso analizar si MRCV P7-2 tiene capacidad de interactuar con la proteina

SKP1 componente del complejo E3 ligasa SCF. Para ello se amplificaron las regiones
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codificantes de SKP1 de Hordeum vulgare (AJ277096.1) y de SKPA de Drosophila melanogaster
(NM_001038729.3) por RT-PCR a partir de ADNc de hoja de cebada y de moscas enteras. Las
secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO vy analizadas

por secuenciacion.

Se analizaron las secuencias de las SKPs de cebada y mosca, asi como también de la SKP1 de
maiz utilizada en el trabajo de Wang y col. 2013 y se determinaron los porcentajes de
identidad obtenidos utilizando la herramienta BLASTP del NCBI (Figura 4.3 A). El grafico de
similitud se realizé a partir de un alineamiento multiple de secuencia por ClustalW con el
programa AlignX (Figura 4.3 B). La regidén carboxilo terminal de las SKPs parece estar mas

conservada, ya que el grado de similitud es mayor que en la region aminoterminal (Figura 4.3

B).
A
% ldent. HVSKP1 ZmSKP1 DmSKPA
HvSKP1 86,5 52,5
ZmSKP1 52,5
DmSKPA
B Similitud

1 80 160 Posicién
aminoacidica

Figura 4.3: Andlisis de las secuencias aminoacidicas de las SKP de H. vulgare (CAB85491.1), Z. mays
(ACG31014.1) y D. melanogaster (NP_001033818.1). A. Tabla comparativa con los porcentajes de
identidad aminoacidica entre las tres SKPs analizadas por BLASTP. % ident.: porcentaje de identidad

aminoacidica. B. Grafico de similitud entre las secuencias aminoacidicas.

A continuacioén, las secuencias codificantes de las SKPs fueron subclonadas en los vectores
pLAW10 para obtener las fusiones al dominio BD de levaduras y utilizadas para transformar
levaduras de la cepa Y2HGold. Por apareamiento con la cepa Y187 que expresa la fusion
AD:P7-2 (obtenida en el Capitulo 1), se obtuvieron levaduras diploides que coexpresan cada
fusidn BD:SKP junto con AD:P7-2. Las interacciones fueron evaluadas en medio SD -Leu-Trp
luego de 5 a 10 dias de incubacién a 28 °C. Cabe recordar que P7-2 solo se pudo utilizar
fusionada al AD ya que, como se mostré en el Capitulo I, la fusion BD:P7-2 es capaz de activar
la transcripcidn de los genes reporteros en ausencia de su par de interaccion. En la Figura 4.4
se presentan los resultados del Y2H, que muestran que P7-2 fue capaz de interactuar in vivo
tanto con SKP1 de H. vulgare como con SKPA de D. melanogaster.

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/7378764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/195618368

AD:P7-2/BD:DmSKPA
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Figura 4.4: Anilisis de interaccién entre SKP1 de H. vulgare y SKPA D. melanogaster con MRCV P7-2 por
Y2H. Las levaduras que expresan las fusiones AD:P7-2 y BD:SKP1/SKPA de las distintas especies fueron
plagueadas en medio SD -Leu-Trp para su seleccién y control de viabilidad, mientras que las
interacciones fueron evaluadas en medio SD -Leu-Trp-His e incubadas a 28° C por 5 dias. Control

positivo: AD:T/BD:p53 y control negativo: AD:T/BD.

Estos resultados muestran que la capacidad de MRCV P7-2 de interactuar con SKP es amplia y
que involucra no solo proteinas de plantas -como ya habia sido demostrado para P7-2 de
RBSDV (Wang y col., 2013)-, sino que también es capaz de interactuar con una proteina
ortdloga de un insecto no hospedante. Esto es particularmente significativo considerando que
P7-2 es la segunda proteina mas variable del MRCV luego de P6, con un 45,2% de identidad

respecto de su contraparte de RBSDV (Tabla 1.3 de la Introduccion).

Como ya se menciond, estos ensayos de Y2H debieron realizarse con la fusién AD:P7-2 ya que
BD:P7-2 de MRCV presenta autoactivacidn. Sin embargo en el trabajo de Wang y col. 2013, la
fusién BD:P7-2 de RBSDV no presentd toxicidad ni autoactivacion y pudo ser utilizada como
carnada para el relevamiento de la biblioteca de ADNc de maiz en donde identificaron la

interaccion con SKP1 (Wang y col., 2013).

Analisis de las regiones de MRCV P7-2 que intervienen en la interacciéon con SKP1

A continuacion se propuso determinar cudl es la region de MRCV P7-2 que interviene en la

interaccion con SKP1. Para ello se utilizaron las mutantes de P7-2 obtenidas en el Capitulo | de
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este trabajo de Tesis que contienen la mitad N-terminal (P7-2""?) o C-terminal (P7-2"%3%) y se
evalud su capacidad de interactuar con SKP1 de cebada por Y2H. Como se muestra en la Figura
4.5 A, la mutante que carece de la mitad C-terminal no presentd interaccion con HvSKP1

153-309

mientras que si lo hizo la mutante P7-2 , indicando que la capacidad de unir a SKP1 de

cebada reside en la mitad C-terminal de P7-2. Por otra parte es interesante notar que la

1-152

mutante P7-2 incluso fusionada al AD, confiere una leve autoactivacion ya que se observa

crecimiento de algunas colonias aisladas en el control AD: P7-2"2/BD.

En el trabajo de Wang y col. 2013 se determind ademads que la region C-terminal de RBSDV P7-
2 tiene una posible region de a-hélice entre los residuos 283 a 307 facilita la interaccidn con
SKP1 de maiz, ya que una mutante que carece de los uUltimos 20 aminodcidos que componen
dicha regidn a-hélice no presenta interacciéon (Wang y col., 2013). Analizando la secuencia de
MRCV P7-2 bioinformaticamente, se identificd que también posee una posible a-hélice de 23
residuos en el extremo C-terminal. Por lo tanto se obtuvo una mutante sin estos 23
aminodcidos, que se denomind P7-2AH (Tesis Doctoral en curso de L. de Haro) y se evaluaron
sus interacciones con HvSKP1 y DmSKPA por Y2H. Se encontrd que, de manera analoga a lo
que ocurre en P7-2 de RBSDV, la mutante P7-2AH no es capaz de interactuar con SKP1 de
cebada ni con SKPA de D. melanogaster (Figura 4.5 B), indicando que la regidon con una
probable a-hélice carboxiterminal en P7-2 de MRCV es necesaria para la interaccion ya que su

ausencia impide por completo la interaccidn con SKP1.
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Figura 4.5: Andlisis de las regiones de MRCV P7-2 involucradas en la interaccion con SKP. A. La mitad C-

terminal de P7-2 (P7-2'%%

1-152
)

) es necesaria para la interaccion con HvSKP1 mientras que la mitad N-

terminal (P7-2 no presenta interaccidn con HvSKP1. B. La mutante P7-2AH que carece de los ultimos

23 aminodcidos de P7-2 no presenta interacciéon con HvSKP1 ni DmSKPA. Las levaduras doble
transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas creciendo a
las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 5 a 10 dias. Como control positivo se plaqued
AD:T/BD:p53 y como control negativo se utilizd AD:T/BD asi como las mutantes de P7-2 fusionadas al AD

sin su correspondiente par de interaccion.

El hecho de que P7-2 del MRCV tiene capacidad de interactuar con SKP tanto de plantas como
de insectos por Y2H, sugiere que esta proteina viral actia como una proteina de tipo F-box. Al
analizar la secuencia aminoacidica de P7-2 se encontré que posee el motivo minimo
caracteristico LPXXI/L de proteinas de tipo F-box (Pazhouhandeh y col., 2006) entre los
residuos 129 y 134. Se propuso entonces determinar si el motivo F-box de P7-2 de MRCV
también se encuentra conservado en las proteinas homdlogas de otros Fijivirus. Para ello, se
analizaron las secuencias de MRCV P7-2 (YP_956852.1), MRDV P6-2 (CAA39228.1), RBSDV P7-2
(AF397894 utilizada en Wang y col., 2013), y SRBSDV P7-2 (CBH31259.1). No se observé la
presencia del motivo LPXXI/L en ninguna de las contrapartes de MRCV P7-2 analizadas. En la

Figura 4.6 se muestra un fragmento del alineamiento de las secuencias y el motivo F-box de
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MRCV P7-2 recuadrado en rojo. En las posiciones 130 y 133 se encuentran los Unicos residuos
conservados del motivo (prolina y leucina, respectivamente), pero las contrapartes de P7-2 de
MRCV carecen de la leucina inicial del motivo. De manera interesante, dado que en el motivo
LPXXI/L, los residuos L y P son los mas conservados, Wang y col. identificaron una posible
secuencia F-box (LPFAELL, residuos 79-85), que se recuadro en violeta en la Figura 4.6 (Wangy
col., 2013). La misma también esta presente en MRDV pero no se encuentra en MRCV ni en
SRBSDV. Sin embargo la secuencia LPFAELL no seria un motivo F-box ya que sustituciones en
los residuos L y P conservados por alaninas no afectaron la capacidad de P7-2 de RBSDV de
interactuar con SKP1 de maiz (Wangy col., 2013).

(60) 60 70 80 90 100 110 120 140

)

MRCV P7-2(60) REXKNAPB¥TTEI FEKIDRIENEVYL FETET IDNWNDYDLFADLRUTBTSOEFYTES SMETE HMQSEET
SRBSDV P7-2(60) RIKNFPEDTFEMFESL.DAHBPTASLEN SEMSDEWCDIDN FLDIRMVNDE SQFEFVY SHINSRLLT TLN:
)
)

RBSDV P7-2(60) RIKNAPEYTAEIFDSEDVHLPFAELLDQEIGEEWCDTSNFMDLRIVEDENDFEFVS SHITRHLLIVLN
MRDV P6-2 (60 1l

RIKNSPEDTAEI FDSE DIHLPFAELLDQEIGDEWCEI HN FADLRIVE NENEFEFVS SHITRHLLIVLN

Figura 4.6: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de P7-2 de MRCV (YP_956852.1) y sus
contrapartes de otros fijivirus: RBSDV P7-2 (AF397894 utilizada por Wang y col., 2013), SRBSDV P7-2
(CBH31259.1) y MRDV P6-2 (CAA39228.1). El alineamiento fue realizado con el programa AlignX. En rojo
se recuadra el motivo F-box presente en P7-2 de MRCV y ausente en el resto, y en violeta se recuadra el

posible motivo F-box identificado para RBSDV y presente también en P6-2 de MRDV.

También es interesante notar que en el caso de P7-2 de MRCV, el motivo LPXXL encontrado
tampoco pareceria ser imprescindible para la interaccion con SKP1 de cebada y SKPA de

153-309

mosca, ya que en los ensayos de Y2H la mutante P7-2 carece del motivo (que se

encuentra en la posicion 129-134) y sin embargo interactia con HvSKP1. Por su parte la

mutante P7-2'%?

contiene el motivo pero no presenta interacciéon. Especificamente, los
resultados aqui obtenidos indican que la Unica region de P7-2 de MRCV necesaria para la
interaccion con SKP serian los ultimos 23 residuos de la proteina que adquieren una posible
confirmacién de a-hélice. Ademas, los resultados para P7-2 de MRCV son similares a los de su
contraparte de RBSDV en cuanto a las regiones de P7-2 involucradas en la interaccién con SKP.
Si bien como ya se menciond, P7-2 es una de las proteinas menos conservadas a nivel de

secuencia aminoacidica, la regién carboxiterminal de estas proteinas (que contiene el posible

dominio a-hélice) es mas conservada que la regién aminoterminal (Figura 4.7).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312260872
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Similitud

P7-2 1s3.309

P7-2 1152

Figura 4.7: Gréfico de similitud de secuencia entre P7-2 de MRCV y RBSDV. El alineamiento fue realizado
con el programa AlignX. En amarillo se marcan el motivo F-box de MRCV P7-2 (entre la posiciéon 120-

160) y el posible dominio a-hélice (en el carboxiterminal). Las barras verdes indican las regiones

1-152

contenidas en las mutantes P7-2 y P7-2"°°% de MRCV.

Es importante destacar finalmente que es factible que P7-2 interactie con el componente
SKP1 del complejo E3 ligasa formando el complejo SCF”"? de una forma no candnica, en una
estrategia de mimica molecular en la cual el virus “secuestra” proteinas de la via de
degradacion del proteasoma. Si bien en este trabajo no se determiné la implicancia biolégica
de la interaccion MRCV P7-2/SKP1, la misma podria modular la via de degradacién del UPS
permitiendo el establecimiento de una infeccién o bien como un mecanismo de contradefensa

por parte del virus. La interaccion P7-2/SKP1 podria:

- bloquear el complejo SCF impidiendo la degradacién de proteinas celulares que
regulen negativamente la respuesta de defensa celular, o que sean necesarias para el
ciclo infectivo;

- bloquear el complejo SCF impidiendo la degradacidn de proteinas virales que puedan
ser blanco de degradacién por parte de la defensa del hospedante;

- modificar el sustrato de poliubiquitinacién del complejo SCF para degradar proteinas
virales cuya abundancia debe ser regulada durante el ciclo infectivo;

- modificar el sustrato de poliubiquitinacién del complejo SCF para degradar proteinas
celulares que no suelen ser hidrolizadas via el UPS y que puedan estar involucradas en

la defensa celular.

Sin duda, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis sirven como punto de partida para

nuevas lineas de trabajo que permitan explorar el rol de sistema de ubiquitina-proteasoma y

P7-2

caracterizar la funcién el complejo SCF" " en la infeccién por MRCV en plantas e insectos.
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CAPITULO Il

Identificacion de proteinas de trigo con
capacidad de interaccidn con las proteinas
mayoritaria y minoritaria del viroplasma de

MRCV
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Identificacion de proteinas de trigo con capacidad de interaccion con las proteinas

mayoritaria y minoritaria del viroplasma de MRCV

Como se desarrollé en la Introduccién, la formacidn de los viroplasmas es un paso crucial en el
ciclo de vida de los Fijivirus ya que es alli donde el virus replica y se ensambla. Resultados
previos de nuestro grupo junto con los obtenidos en el Capitulo | demostraron que las
proteinas virales P9-1 y P6 constituyen las proteinas mayoritarias y minoritarias de los
viroplasmas (Maroniche y col., 2012; Maroniche y col.,, 2010). Sin embargo, adn resta
comprender cdmo se forman secuencialmente los viroplasmas, cual es su dindmica durante las
distintas etapas del ciclo infectivo y qué componentes celulares intervienen en estos procesos.
La identificacién de proteinas del hospedante involucradas nos proveerd ademas de blancos
adicionales para el disefio de estrategias de control de la enfermedad. En el Capitulo anterior,
se empled un enfoque directo en donde era conocida la identidad de las proteinas candidato a
interactuar con proteinas del MRCV. En este Capitulo en cambio, se decidid utilizar un enfoque
a gran escala en el que no se conoce a priori la identidad de las proteinas que puedan

interactuar con las PMRCVs.

Con el fin de identificar componentes celulares que puedan interactuar con las proteinas
virales mayoritaria y minoritaria del viroplasma, se realizaron dos relevamientos por Y2H de
una biblioteca de ADNCc realizada con oligo dT a partir de ARN de hoja de trigo tetraploide
Triticum turgidum L. ssp. durum cv. Langdon, utilizando como carnada a las fusiones BD:P9-1y
BD:P6. Tal como se mostrd en el Capitulo | de este trabajo de Tesis, la realizacién de estos
relevamientos fue posible ya que ninguna de las dos fusiones confirieron autoactivacion o

evidenciaron toxicidad en el sistema Y2H.

Identificacion de proteinas de trigo con capacidad de interactuar con MRCV P9-1 por

Y2H

El primer relevamiento se realizé utilizando BD:P9-1 como carnada y la obtencién de levaduras
diploides se logré mediante el apareamiento de una alicuota de la biblioteca en la cepa Y187
con un titulo de 108 ufc/ml, con la cepa Y2HGold transformada con BD:P9-1. La ocurrencia de
apareamiento entre las cepas fue monitoreada por observacion de la presencia de levaduras
trilobuladas al microscopio dptico (Figura 5.2, marcadas con flechas). Las levaduras resultantes
del apareamiento fueron plaqueadas en medio SD -Leu -Trp + X-a-Gal 40 pg/ml + AbA 125
ng/ml (SD-LW/X/125 ng/ml AbA) e incubadas a 28 °C.
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Al cabo de 5 dias de incubacidn, se obtuvieron 420 colonias azules, y para confirmar las
interacciones positivas, las mismas fueron picadas y estriadas en un medio de mayor
astringencia: SD -Leu -Trp -His -Ade +X-a-Gal 40 pug/ml +AbA 125 ng/ml (SD-LWHA/X/AbA 125
ng/ml). Se realizaron tres pasajes en ese medio astringente para favorecer la segregacion ya
qgue las levaduras pueden incorporar mds de un plasmido durante la transformacién.
Finalmente se obtuvieron 270 clones positivos, a los que se les extrajo ADN que fue utilizado
como templado para amplificar los insertos de los plasmidos por PCR. Para ello se pusieron a
punto en el laboratorio las técnicas de extraccion de ADN de levaduras en cantidad y calidad
suficiente para la realizacién de una PCR posterior. Si bien dichas técnicas son ampliamente
utilizadas en levaduras, la pared celular de quitina a menudo dificulta la disrupcidn de las
células y la posterior extraccién de ADN (Klis y col., 2006; Szymanski y Kerscher, 2013). Dado
que nuestro laboratorio no contaba con experiencia previa a esta Tesis en el manejo de las
levaduras, se evaluaron cuatro métodos descriptos en la bibliografia. Para ello se partié de
levaduras frescas de la cepa Y187 que expresan el control positivo AD:T estriadas en forma de
césped, se tomo una superficie de aproximadamente 0,5 cm? (no mas de 10 mg de células) con

tip y, de acuerdo al protocolo a utilizar, las levaduras se resuspendieron en:

- 80 ul de buffer liticasa (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, liticasa 60 U/ml, pH 7,5) y se
incubaron por 1hr a temperatura ambiente (adaptado de Silver, 2009);

- 100 pl de buffer TE junto con lisozima 0,2 g/L y se incubaron 1 hr a temperatura

ambiente;

- 100 pl de buffer TE junto con bolitas de vidrio de 1 mm (igual volumen que el buffer),
se agitaron con vdrtex por 2 min y se incubaron en hielo hasta el momento de ser
utilizadas;

- 100 pl de buffer TE con NaOH 0,02 N, se calentaron 10 min a 99 °C y se incubaron en

hielo hasta el momento de ser utilizadas (Blackburn, 2009).

Del extracto obtenido, se utilizaron 5 pl como templado para la reaccion de PCR utilizando las
condiciones y los oligonucledtidos que se detallan en la seccidon de Materiales y Métodos para

amplificar el inserto, en este caso el gen SV40T.

Como se observa en la Figura 5.1, el Unico de los 4 tratamientos ensayados que dio lugar a
ADN en cantidad y calidad suficientes para utilizar como templado fue el que utilizaba NaOH e

incubacion con calor.
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Figura 5.1: Puesta a punto de la reaccién de PCR sobre ADN de levaduras. Cada calle corresponde al
producto de amplificacién por PCR utilizando distintos protocolos de extraccién del ADN templado.
Como control positivo se utilizé el plasmido pGADT7-T y en el control negativo de la reaccién de PCR no
se le agregd templado. El tamafio esperado del producto amplificado es de 2124 pb. Las reacciones

fueron corridas en un gel de agarosa 0,8%. PM: Peso molecular. Kpb: kilo pares de bases.

La biblioteca utilizada para este trabajo de Tesis no se encontraba normalizada, de manera que
se esperaba que muchos clones que hubieran dado interaccidon positiva correspondiesen a una
misma secuencia de ADNc. Para reducir entonces el nimero de clones redundantes, los
productos de amplificacién de los insertos de los 270 clones seleccionados se sometieron a
restriccion con la enzima de corte frecuente Alul y se agruparon de acuerdo a sus patrones de
restriccion. Finalmente se seleccionaron 48 clones que fueron secuenciados con el iniciador T7
que anilla sobre el promotor T7 ubicado rio arriba del inserto dentro de la regién amplificada.

En la Figura 5.2 se resume el trabajo realizado.
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Figura 5.2: Esquema de trabajo llevado a cabo para el relevamiento de la biblioteca de ADNc utilizando

P9-1 como carnada.

Andlisis de secuencias de los clones seleccionados

Las secuencias de los clones fueron depuradas y analizadas utilizando la herramienta BLASTN
de la base de datos publica del NCBI comparando con la coleccion de secuencias nucleotidicas
depositadas en el NCBI (nr/nt). Se realizé este andlisis inicial como una primera aproximacion
para poder agrupar los clones identificados y simplificar los analisis posteriores. En la Tabla 5.1

se indican los resultados obtenidos para los 48 clones secuenciados.
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i CIoni\es Blastn - Similitud con: GenBank |ldentidad|E-valor
secuenciados
ARNm de Triticum aestivum para posible aciltransferasa 4 (gen acT4) |AM749044.1| 97-99% 0.0
35
ARNm de Triticum aestivum para posible aciltransferasa 3 (gen acT3) |AM749045.1| 96-97% 0.0
7 clon: SET6_104, ADNc de Triticum aestivum, cultivar: Chinese Spring [ AK331159.1 | 94-95% |6x10™"’
- = lorofila I "
3 Precursor de la proteina de umon.a clorofila Il a/b WCAB [Triticum U73218.1 87% 3x107*
aestivum |
i i . vul, , clon:
3 ARNm para proteina predicha de Hordeum vulgare subsp. vulgare, clon AK355917.1 86% 2x10°®
NIASHV1027N15 (*)

Tabla 5.1: Resultados del analisis de las secuencias por BLASTN contra la coleccidon nucleotidica

disponible en GenBank. (*) No presentd similitud con secuencias de trigo.

A continuacion se realizd una busqueda de tipo BLASTX, para la que se dedujo la secuencia
aminoacidica codificada por los clones interactuantes para buscar similitud con proteinas
depositadas en la base de datos del NCBI. Esta herramienta ademds permite la identificacion
de dominios caracteristicos, los cuales pueden proveer informacién sobre la posible funcién de
las proteinas analizadas. Para 35 clones (73% de los 48 secuenciados) se encontré que
presentan un dominio HXXXD caracteristico de las aciltransferasas (acT), que pertenecen a la
familia de las transferasas (E-valor 2,06x10™). Por su parte, los 7 clones (15%) con similitud de
secuencia nucleotidica con el clon SET6_I04 de T. aestivum pertenecen a la familia de las
aldosas 1-epimerasas (AEP) con un E-valor de 2,22x10™°, y los 3 clones con similitud al
precursor de proteina de unidn a clorofila Il a/b (WCAB), pertenecen a la familia de proteinas
de unién a clorofila a/B del fotosistema Il (CAB, E-valor 3,82x10™%). Para los 3 clones que
presentaron similitud a nivel de secuencia nucleotidica con una secuencia de cebada que
codifica para una posible proteina, no se les encontré dominios caracteristicos mediante la
busqueda por BLASTX, pero al analizar la posible proteina de cebada (BAJ87135.1) se encontrd
que pertenece a la familia de las proteinas TSP9, por fosfoproteina soluble del tilacoide, con

un E-valor de 1,70x10.

Luego de realizado este primer analisis de las secuencias de los clones seleccionados, y antes
de continuar con la caracterizacion de las proteinas interactuantes detectadas en el
relevamiento, se prosiguié con el analisis de los clones y la confirmacidn de las interacciones
encontradas. Para facilitar los analisis, dado que los 48 clones se agruparon en 4 grupos
definidos por las similitudes encontradas en el BLASTN y BLASTX, se procedié a analizar cada
grupo por separado con el programa AlignX (Vector NTI, Invitrogen), que realiza alineamientos
multiples de secuencia por ClustalW. Para cada alineamiento sélo se tuvieron en cuenta las
zonas centrales de las secuencias comunes a todos los clones de cada grupo, sin considerar los
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extremos 5’ (cuya longitud depende de la reaccidn de la transcriptasa reversa utilizada para la

sintesis del ADNCc) o los extremos 3’ (cuya extensidn depende de la reaccidn de secuenciacidn).

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los insertos de los 35 clones que codificaban
para proteinas con similitud a aciltransferasa mostrd que, si bien la longitud de las secuencias
de los clones resultd entre 500 y 880 pb, la regidon compartida por todos ellos fue solo de 235
pb. A su vez se encontraron dos subgrupos distinguibles por dos mutaciones puntuales y
silenciosas a lo largo de la secuencia: un grupo de 13 clones (denominado “subgrupo 1”) y otro
de 22 clones (denominado “subgrupo 2”). Dentro del subgrupo 2, 8 clones presentan un
cambio puntual que no esta presente en el resto de los 27 clones (de ambos subgrupos) y que
se traducen en un cambio aminoacidico de una prolina (P) en lugar del residuo leucina (L)

presente en el resto de los clones.

Al alinear las secuencias de los 7 clones con similitud a las aldosas 1-epimerasas (AEP), se
encontré que 6 clones resultaron ser idénticos, mientras que uno mostré dos cambios
puntuales a lo largo de las 398 pb comunes a todos los clones que se traducen en cambios en
la secuencia aminoacidica: el Unico clon con los cambios presenta un acido aspartico (D) en

lugar de glicina (G) y un acido glutdmico (E) en lugar de una G.

El resultado del alineamiento para los 3 clones con similitud a las proteinas de unién a clorofila
a/b (CAB) indicé que los tres comparten la misma la misma secuencia a lo largo de todo el
inserto de 295 pb, hasta la cola de poliA de los ARNm, con excepcién de una Unica mutacién

puntual y silenciosa en uno de los clones.

Finalmente, el alineamiento para los 3 clones con similitud a una posible fosfoproteina soluble
del tilacoide (TSP9) indicé que los tres insertos poseen una longitud de 284 pb, y son idénticos
a excepcion de un clon con una delecidon puntual pero que se encuentra rio abajo del marco

abierto de lectura.

En base a estos alineamientos se decidié seleccionar un clon que mejor represente a cada
grupo para continuar con el aislamiento de los plasmidos y la confirmacién de las interacciones
encontradas. Para el grupo de las aciltransferasas se seleccioné un clon perteneciente al

subgrupo 2 debido a que es el mas numeroso.
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Aislamiento de los plasmidos que expresan los clones de interés y confirmacion de la

interacciéon con P9-1 por doble hibrido

Para poder confirmar las interacciones entre las proteinas de trigo candidatas y P9-1, es
importante distinguir entre aquellas interacciones positivas de las que son falsos positivos
donde la proteina presa de trigo activa los genes de respuesta a Gal4 en ausencia de BD:P9-1.
Ademas, dado que las levaduras pueden incorporar mas de un plasmido a la vez durante la
transformacion, resulta necesario aislar los plasmidos de las levaduras que presentaron
interaccion con P9-1 a fin de identificar inequivocamente la construccién responsable de la
interaccion positiva encontrada. Para ello se extrajeron los plasmidos de los clones
seleccionados de cada grupo por lisis alcalina y se los utilizé para transformar E. coli y obtener
asi un mayor numero de copias. A continuacién, se extrajo ADN plasmidico de las bacterias y
los pldsmidos fueron reintroducidos en levaduras de la cepa Y187 por transformacion de
manera independiente, y en primer lugar se evalud la capacidad de los clones seleccionados de
autoactivar, creciéndolos en medio SD-L/X y SD-L/X/AbA. Si la proteina codificada por el clon
recuperado no tiene capacidad de autoactivacion se espera que crezcan colonias blancas en
SD-L/X, y ninguna colonia en SD-L/X/AbA. Si el clon recuperado tiene capacidad de
autoactivacién se espera ver crecimiento y coloracidn azul en ambos medios. Se encontré que
ninguno de los cuatro clones seleccionados tiene capacidad de autoactivacion (Figura 5.3), de

modo que se continud con los analisis.
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SD -L/X/A

| AD:CAB (Clon 7.1C)

/ AD:acT3/4 (Clon 8.6)

~ AD:AEP (Clon 20.3)

Control +

Figura 5.3: Ensayo de autoactivacion en el relevamiento de la biblioteca de ADNc de trigo con P9-1. Los
clones seleccionados fueron utilizados para transformar E coli, aislados, retransformados en la cepa
Y187 y finalmente evaluados para autoactivacion. lzquierda: se crecieron los clones en medio SD-L/X en
donde si no hay autoactivacién se espera ver crecimiento sin activaciéon del gen reportero MEL-1
(colonias blancas). Derecha: las mismas levaduras se plaquearon en medio SD-L/X/AbA. Si hay
autoactivacion, en presencia del antibidtico aureobasidina A se espera ver crecimiento. Como control

negativo se utilizaron las cepas AD:T y AD. Como control positivo se utilizd la cepa Y2HGold

1-152

transformada con BD:P7-2" "y se evalud en medio SD-W/X y SD-W/X/A.

El siguiente paso fue evaluar nuevamente las interacciones positivas en el relevamiento, y para
ello se obtuvieron levaduras coexpresando BD:P9-1 junto con cada uno de los 4 clones AD
elegidos. Se seleccionaron las levaduras diploides cotransformantes y las interacciones fueron
evaluadas en dos medios selectivos de creciente nivel de astringencia (Figura 5.4). Los
resultados indicaron que efectivamente MRCV P9-1 interactia con los clones que expresan
fragmentos de proteinas con similitud a las aciltransferasas 3/4 (clon 8.6) y a la aldosa-1-
epimerasa (clon 20.3) por Y2H. Sin embargo, el clon que codifica para la proteina con similitud
a TSP9 (clon 12.8) presentd autoactivacion en presencia del BD sin fusionar a P9-1, que no
habia sido detectada en ausencia de BD. Por otra parte, no se pudo confirmar la interaccion
entre el clon 7.1C que codifica para la proteina con similitud a CAB y P9-1. Por estos motivos

tanto TSP9 como CAB fueron descartadas de los analisis posteriores.

130
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AD:acT3/4 (clon 8.6)/BD:P9-1
AD:acT3/4 (clon 8.6)/BD

AD:CAB (clon 7.1C)/BD:P9-1

AD:CAB (clon 7.1C)/BD

AD:TSP (clon 12.8)/BD:P9-1
AD:TSP9 (clon 12.8)/8D
AD:AEP (clon 20.3)/BD:P9-1
AD/BD:P9-1

AD:AEP (clon 20.3)/BD

AD:T/BD

AD:T/BD:p53

SD -Leu-Trp SD -Leu-Trp-His-Ade SD -Leu-Trp-His-Ade +X-a-gal +Ab A

Figura 5.4: Confirmacidn de las interacciones encontradas en el relevamiento de la biblioteca de ADNc
de trigo con P9-1. Se obtuvieron levaduras expresando BD:P9-1 junto con las fusiones del AD al clon
7.1C, el cual presenta similitud de secuencia con el precursor de la proteina de unién a clorofila a/b
(CAB), al clon 8.6, con similitud a las aciltransferasas 3 y 4 (acT3/4), al clon 12.8 que codifica para una
proteina de funcidn desconocida con homologia a la fosfoproteina soluble de tilacoide (TSP9), y al clon
20.3 con similitud a la aldosa-1-epimerasa (AEP). Las transformantes fueron seleccionadas en medio SD -
Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas en dos medios selectivos de creciente nivel de
astringencia: SD -Leu-Trp-His-Ade, y SD -Leu-Trp-His-Ade + 40 ug X-a-Gal + 125 ng/ml AbA. Controles
negativos: AD/BD:P9-1 y AD:T/BD. Control positivo: AD:T/BD:p53.

Una vez confirmadas las interacciones positivas y descartados los falsos positivos, se
seleccionaron los clones que codifican para proteinas con posibles funciones de aciltransferasa

(acT) y aldosa 1-epimerasa (AEP).

Caracterizacion de la proteina con posible funcién de aciltransferasa

Las aciltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo acilo a un grupo
hidroxil, amino o tiol de un sustrato aceptor para dar un derivado acil ester (St-Pierre y De
Luca, 2000). Si el sustrato es oxigenado o nitrogenado la acilacion resulta en ésteres o amidas,
respectivamente, que son modificaciones especialmente comunes en metabolitos secundarios

involucrados en diversas vias metabdlicas (Tuominen y col., 2011). Los dadores del grupo acilo
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activado provienen de fuentes como azlcares acilados, proteinas “carrier” o tioésteres
activados con acil coenzima A (acil coA; D'Auria, 2006). Si bien las distintas aciltransferasas
caracterizadas desde procariotas a animales no presentan conservacién a nivel de secuencia,
en plantas y hongos se ha identificado el motivo HXXXD que se encuentra conservado en
varias familias de aciltransferasas (St-Pierre y De Luca, 2000). En plantas, las aciltransferasas
denominadas “BAHD” conforman la familia mds grande y mejor caracterizada de estas
enzimas. Esta familia recibe su nombre en referencia a los primeros cuatro miembros
caracterizados (BEAT o bencilalcohol O-acetiltransferasa de Clarkia breweri; AHCTs o
antocianin O-hidroxicinamoiltransferasas de Petunia, Senecio, Gentiana, Perilla, y Lavandula;
HCBT o antranilato N-hidroxicinamoil/benzoiltransferasa de Dianthus caryophyllus; y DAT o
deacetilvindolin 4-O-acetiltransferasa de Catharanthus roseus; St-Pierre y De Luca, 2000). Las
aciltransferasas BAHD utilizan acil coA como dador del grupo acilo, y contienen, como otras
aciltransferasas, el sitio catalitico HXXXD que utiliza a la histidina (H) en la unién con el acil
COA, y se encuentra absolutamente conservado. Ademads, presentan el motivo DFGWG, cuya
conservacion es alta pero no absoluta, y cumpliria un rol estructural (D'Auria, 2006). Ademas
de esos motivos, un estudio filogenético a gran escala entre todas las posibles proteinas BAHD
de Arabidopsis, Medicago, Oryza, Populus y Vitis, permitié identificar dos nuevos motivos
conservados en algunos clados de la familia. En particular, la secuencia consenso YPLAGR
alrededor de la posicién 71-78 se encuentra conservada en las aciltransferasas de los Clados I,
Va y Vb. Las aciltransferasas del Clado Ill estan involucradas en la formacién de alcaloides,
ésteres y flavonoides. Por su parte, los miembros del Clado V utilizan como sustrato desde

terpenoides a alcoholes de cadena mediana o acido quinico (Tuomineny col., 2011).

Al comparar las secuencias de acT3 y acT4 entre si, se encontraron 23 cambios de pares de
bases que se traducen en 8 cambios aminoacidicos distribuidos a lo largo de sus secuencias; la
diferencia mas evidente entre ambas es que el ORF de acT4 comienza en un ATG que se
encuentra 44 pb rio abajo del primer ATG que da inicio al ORF de acT3 (ambos en el mismo
marco de lectura). Ademas, se encontré que ambas contienen el motivo HXXXD en las
posiciones 175-180 de acT3 y 161-165 de acT4 (Figura 5.5, recuadrado en rojo), y si bien no
poseen el motivo DFGWG, si presentan la secuencia YPLAGR en las posiciones 86-91 de acT3 y
71-76 de acT4 (Figura 5.5 recuadrado en violeta). En base a estos andlisis in silico, acT3 y acT4
pertenecerian a la familia de aciltransferasas BAHD. Por su parte, el clon 8.6, utilizado para
confirmar la interaccién con P9-1, no presenta ninguno de los dos motivos debido a que cubre
solo el 32,03% de la secuencia aminoacidica de acT3 y el 33,25% de la secuencia de acT4 desde

el extremo carboxilo terminal. En la Figura 5.5 se muestra el alineamiento de las secuencias
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acT3, acT4 y el clon 8.6, en donde se puede observar que el clon 8.6 posee dos cambios

aminoacidicos que no estdn presentes en acT3 ni acT4.

Section 1
(1) 1 10 20 30 40 50 66
acT3 (1) MSTTEAQSRARAGAAMASSSFKVTRISEGAVKPASETPDHTLPLAWVDRYPTHRGLVESMHIFRSG
acTé (1) ——---—--——-—-—~- MASSSFKVTRISEGAVKPASETPDHTLPLAWVDRYPTHRGLVESMHIFRSG
con86 (1) ——=————m e
Section 2
(67) 67 80 90 100 110 120 132
acT3 (67) ADAAPAVIREALGKALAFFYPLAGR[IVEQPEKGCPAIRCTADGVYFAEAVAECSLEDVRFLERPLL
acT4 (52) ADAAPAVIREALGKALAF YPLAGEEVEQPEKGCPAIRCTADGVYFAEAVAECSLEDVRFLERPLL
clen86 (1) -———-----"-"-"""""""""""
Section 3
(133) 133 140 150 160 170 180 198
acT3 (133) LPKEDLVPYPADDLWGVEPHNTIMMMQITKFTCGGFVMGLRFHEASADGMGAAQFIKiIGDMARGL
acT4 (118) LPKEDLVPYPAADLWGVEPHNTIMMMQITKFTCGGFVMGLRFNHASADIGMGARQF IKAMGDMARGL
clongs (1)--------——-—-—-"-"""-""""“"""""""""“"“" """~
Section 4
(199) 199 210 220 230 240 250 264
ad?(mg)PEPIVKPVWDREKFPNPSIKPGPLPELPVLALDYIVLDFPTGYIDILKTQYKAHSGKFCSGFDVLT
acT4 (184) PEPSVKPVWDREKFPNPSIKPGPLPELPVLALDYIVLDFPTGYIDGLKTQYKAHSGKFCSGFDVLT
con86 (1) ——--------mmm
Section 5
(265) 265 270 280 290 300 310 320 330

acT3 (265) AKLWOCRTRALNLEPDATVKLCFFASVRHLLKLDAGYYGNSIFPVKMSGESREVLRSSVMEVIDMI
acT4 (250) AKLWQCRTRALNLEPDATVKLCEFFASVRHLLKLDAGYYGNSIFPVKMSGSSKKVLESSVMEVIDMI

con86 (1) ----————----—— -~ LEKLDAGYYGNSIFPVKMSGSSKKVLESSVMEVIDMI
Section 6
(331) 331 340 350 360 370 380 396

acT3 (331) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPFQMSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
adﬂ(ﬁﬁ)REAKORMAVEFFOFAKEETRQDPFQMSFDYESIYVSDWSKLGFQDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
clon 8.6 87)REAKQRMRVEFFQFAKEETRQDPFQMSFDYESIYVSDWSKLG?SJVDYGFGPPMERGPLVKHDFIA
Section 7

(397) 397 410 420 434
acT3 (397) SVVILKAPLPLDGERMLASCVTKEHSEEFARGMKEDLP
acT4 (382) ¢

S
SVVILKAPLPLDGE@RMLASCVTKEHSEEFARGMKEDLP
clon 8.6 (103) SVVILKAPLPLDGARMLASCVTKEHSQEFARGMKEDLP

Figura 5.5: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de acT3 (GenBank CAO077314.1), acT4
(CAO77315.1), y el clon 8.6 seleccionado en el relevamiento. El alineamiento multiple de secuencia
(Clustalw) fue realizado con el programa AlignX. En rojo se recuadra el sitio catalitico HXXXD y en
violeta el motivo YPLAGR, conservados en las aciltransferasas BAHD (Clados Ill, Va y Vb, segln
Tuominen y col., 2011). Los residuos idénticos se muestran con letra roja y fondo amarillo; los
conservados en letra azul y fondo celeste; los que pertenecen a un mismo grupo funcional se muestran
en letra negra y fondo verde; los que son débilmente similares se muestran en letra verde y fondo

blanco y los que pertenecen a distintos grupos funcionales en letra negra con fondo blanco.

A continuacién, se propuso analizar también la ubicacién de los genes encontrados en el
genoma de trigo hexaploide T. aestivum (2n=6x=42, AABBDD). Conocer el sitio donde mapean
los genes encontrados representa una herramienta Util para analizar bioinformaticamente
poblaciones de mutantes de TILLING disponibles. Nuestro grupo ha establecido una
colaboracidon con el grupo del Dr. Jorge Dubcovsky (UC-Davis, Estados Unidos), que ha
desarrollado poblaciones de mutantes de trigo por TILLING y las ha secuenciado. Esto nos

permitira en el futuro identificar aquellas plantas con mutaciones en los genes que codifican
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para las proteinas encontradas en este relevamiento y eventualmente realizar estudios de
genética reversa. Se utilizd la herramienta BLASTN del servidor EnsemblPlants y se analizaron
las secuencias de acT3 y acT4 y del clon 8.6. Se encontré que las tres presentan similitud con la
posicién 103750193-103751032 que coincide con el gen TRAES3BF096800100CFD_g del
cromosoma 3B (E-valor 6,4x10™* para el clon 8.6, 2,6x1072%* para acT3 y 5,42x10>°° para acT4,
Figura 5.6). Debido a que acT3, acT4 y el clon 8.6 mapean en la misma region de 3B pero
difieren en algunos cambios aminoacidicos, se podria suponer que se tratan de variantes

alélicas de un mismo locus.

& 3D 4A 4B 40 SR 5B o0 BA 6B 60 A 7B 70 Nt Pt

1A 1B 10 2R 2B 2D 3R

Figura 5.6: Mapeo de las secuencias del clon 8.6 y las secuencias codificantes de los genes acT3 y acT4
en el genoma de T. aestivum. El andlisis de las secuencias se realizé por BLASTN con el servidor
EnsemblPlants. La regién recuadrada en rojo marca la ubicacién de las secuencias identificadas en el

cromosoma 3B.

Para poder obtener las regiones codificantes sin ATG se disefiaron oligonucleétidos especificos
para amplificar las secuencias de acT3 y acT4 y se utiliz6 como templado ADNc de hoja de T.
aestivum variedad Buck Poncho. Luego de reiterados intentos fallidos, se pudo amplificar la
region codificante de acT3, agregando a la reaccion de PCR 5% de DMSO, y se la denomind “Ta
acT3 clon F” (o Ta acT3F). No se logré obtener la secuencia completa de acT4 por lo que los
ensayos posteriores fueron realizados con Ta acT3 clon F. Se analizd la secuencia aminoacidica
de Ta acT3F amplificada, y se compard con las acT3 y acT4 depositadas (accesos GenBank
CAO077314.1 y CAO77315.1, respectivamente), con el clon 8.6 utilizado para confirmar la
interaccion con P9-1, y con las regiones consenso de los dos subgrupos 1y 2 (de los 35 clones
del grupo aciltransferasas). Para eso se realizd6 un alineamiento multiple de secuencia por
ClustalW y se construyd un arbol filogenético por el método de mdéxima parsimonia, con una

prueba estadistica de Bootstrap (numero de repeticiones= 1000) utilizando el programa
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MEGA6. Como se muestra en la Figura 5.5 A, Ta acT3F también presenta los motivos HXXXD e
YPLAGR de las aciltransferasas BAHD. Por otra parte, Ta acT3F se encuentra mads relacionada
filogenéticamente con el clon 8.6 (que pertenece al subgrupo 2) y con acT3. Ademas se
encontrd que el subgrupo 1 presenta mayor similitud con la acT4. Al analizar el alineamiento,
se observa que Ta acT3F presenta unos pocos cambios aminoacidicos que no se encuentran en
acT3 ni acT4 pero si estan presentes en el subgrupo 2 de los clones (Figura 5.5 B). Ta acT3F
también mapea en la misma posicidn en el gen 3B (E-valor 2,3x10°% y 98% de identidad), de
manera que podria ser una variante alélica de acT3 y acT4 que esta presente en T. aestivum
variedad Buck Poncho (donde se obtuvo Ta acT3 clon F) y Triticum turgidum L. ssp. durum cv.
Langdon (del que se obtuvo la biblioteca) pero ausente en la variedad Cadenza (a partir de la

cual se obtuvieron las secuencias de acT3 y acT4 que estan depositadas).

Figura 5.5 (Pagina siguiente): Analisis de las secuencias aminoacidicas de acT3 (acceso GenBank
CAO77314.1), acT4 (CAO77315.1), Ta acT3F (obtenida en este trabajo), el clon 8.6, y los subgrupos 1y 2
de todos los clones de la biblioteca de trigo que presentaron interaccién con P9-1. A. Arbol filogenético
realizado por el método de maxima parsimonia, con la prueba estadistica de Bootstrap (numero de
repeticiones= 1000). B. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas por ClustalW realizado
con el programa AlignX. En rojo se recuadra el sitio catalitico HXXXD y en violeta el motivo YPLAGR,
conservados en las aciltransferasas BAHD (Clados Ill, Va y Vb, segin Tuominen y col., 2011). Los residuos
idénticos se muestran con letra roja y fondo amarillo; los conservados en letra azul y fondo celeste; los
que pertenecen a un mismo grupo funcional se muestran en letra negra y fondo verde; los que son
débilmente similares se muestran en letra verde y fondo blanco y los que pertenecen a distintos grupos

funcionales en letra negra con fondo blanco.
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acT3-F
clon8.6
subgr2
acT3
acT4
subgri
Section 1
(1 10 0 0 40 0 66
acT3 (1) MSTTEAQSRARAGAA
TaacT3F (1) ~-STTEAQSRAKAGA
acT4 (1) ————---—-—-----
clon86 (1) ———————=mmm
subgr2 (1) ————mmmmmm e m e e -
subgrl (1) ——mmm
Section 2
(67) 67 0 0 100 110 120 132
acT3 (67)
Ta acT3F (66)
acT4 (52)
clon8.6 (1)
subgr2 (1)
subgr1 (1)
(133) 133 140 150 160 170 180 198
Ta acT3F (132) D
acT4 (118) A
clon86 (1) —————mmmmmm
subgr2 (1) — - oo
subgrl (1) —== === e
Section 4
(199) 199 10 20 30 40 50 264
acT3 (199)
Ta acT3F (198)
acT4 (184)
clon 8.6 (1)
subgr2 (1)

subgrl (1)

(265) 265 70
acT3 (265) SEEVLRSSVMEVIDMI
Ta acT3F (264) S SSVMEVIDMI
acT4 (250) S SSVMEVIDMI
donB86 (1) ——----———-m e S SSVMEVIDMI
subgr2 (1) ————--———— - s SSVMEVIDMI

subgrl (1) —------mmm e e e S SSVMEVIDMI
Section 6
(331) 331 340 350 360 370 380 396

acT3 (331) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPF.MSFDYES IYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA

Ta acT3F (330) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPFRMSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
acT4 (316) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPFQMSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
clon 8.6 (37) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPFRMSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
subgr 2 (37) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPF@MSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA
subgr1 (18) REAKQRMAVEFFQFAKEETRQDPFQMSFDYESIYVSDWSKLGFSDVDYGFGPPMFAGPLVNNDFIA

Section 7

(397) 397 410 420 434

acT3 (397) SVVILKAPLPLDG.RMLASCVTKEHSEEFARGMKEDLP

Ta acT3F (396) SVVIl'..KAPLPLDGARMLASCVTKEHS.EFARGMKEDLP
acT4 (382) SVVILKAPLPLDG.RMLASCVTKEHSEEFARGMKEDLP
clon 8.6 (103) SVVILKAPLPLDGARMLASCVTKEHS@EFARGMKEDLP
subgr 2 (103) SVVILKAPLPLDGARMLASCVTKEHS@EFARGMKEDLP
subgr 1 (84) SVVILKAPLPLDGERMLASCVTKEHSEEFARGMKEDLP
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Una vez obtenida la secuencia completa de Ta acT3F se propuso evaluar su capacidad de
interaccion con P9-1 por Y2H. Para eso se obtuvo la fusién al AD, se transformaron levaduras
de la cepa Y187 y se obtuvieron las diploides con las construcciones AD:Ta acT3F y BD:P9-1. En
la Figura 5.6 se presentan los resultados del Y2H, en donde no se identificd interaccidn entre

Ta acT3Fy P9-1.

AD:Ta acT3F/BD:P9-1

AD:Ta acT3F/BD

AD:T/BD

SD -Leu -Trp SD -Leu -Trp -His

Figura 5.6: Evaluacion por Y2H de la interaccidon entre Ta acT3 clon F y P9-1. Las levaduras que
coexpresan las fusiones al AD y BD fueron plaqueadas en medio SD -Leu-Trp (control de viabilidad) y las
interacciones evaluadas en medio SD -Leu-Trp-His. Se incubaron a 28 °C por 5 a 10 dias. Control positivo:

AD:T/BD. Controles negativos: AD:Ta acT3F/BD y AD:T/BD.

Si bien estos resultados no fueron los esperados, existen varios motivos que pueden explicar la
ausencia de interaccion entre Ta acT3F y P9-1; por ejemplo es posible 1) que las interacciones
entre los clones relevados y P9-1 hayan sido falsos positivos debido al tamafio reducido de la
porcion de proteina que expresaban (aproximadamente un 30% de la regiéon C-terminal de
acT3, 140 aa de los 434 aa totales); 2) que la fusién AD:Ta acT3F completa no se localice en el
nucleo de las levaduras y por lo tanto no se encuentre con BD:P9-1; 3) que los niveles de
expresion de la proteina AD:Ta acT3F completa en levaduras no sean suficientes para
evidenciar la interaccidn, o 4) que Ta acT3F solo interactie con P9-1 bajo ciertas condiciones
fisioldgicas. Por ejemplo, la proteina WKS1 de trigo solo interactia consigo misma cuando
presenta un fosfolipido particular en su dominio START, y ademas la interaccién es mas fuerte

en ausencia de ese dominio (Jorge Dubcovsky, comunicacién personal).

Por otra parte, se analizé la secuencia de Ta acT3F con el servidor Phyre?, que pudo modelar
mas del 95% de su secuencia con un grado de confianza mayor al 90% (Figura 5.7 Ay C), en
base a las estructuras de otras aciltransferasas de plantas. Una de ellas es la vinorin sintasa de
la especie Rauvolfia serpentine (Rauwolfia), la primer aciltransferasa BAHD para la que se
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obtuvo su estructura cristalografica (Figura 5.7 B, tomada de Ma y col., 2005). En la misma se
muestra la ubicacién de la molécula de acetil coenzima A (molécula dadora, en negro) y el
motivo HXXXD en la zona baja-central de la proteina (indicado con una flecha). En la estructura
de Ta acT3F también se puede observar el bolsillo central donde se ubicaria el grupo acilo, y la
region del motivo HXXXD, marcada con una flecha (Figura 5.7 A). De manera interesante,
Phyre? predijo la presencia de un paso transmembrana entre los residuos 157 y 181, que
incluiria al sitio catalitico HXXXD (residuos 175 a 180, Figura 5.7 D). Dicha regién no estd
presente en los clones relevados de la biblioteca, ya que en promedio comienzan cerca de la
posicién 300, al igual que lo hace el clon 8.6. Por otra parte, el programa no predijo ningln
paso transmembrana en acT3 ni en acT4. No se puede descartar entonces que esa region de la
proteina impida la llegada a nucleo en levaduras y por esa razén solo se hayan detectado en el
relevamiento clones que no contenian dicho paso y que no se haya podido detectar
interaccion de la proteina completa con P9-1. Es necesario por lo tanto utilizar otras técnicas

para evaluar la interaccién entre Ta acT3F y MRCV P9-1.

A pesar de no haber podido confirmar la interaccion entre la proteina de viroplasma P9-1 vy la
proteina Ta acT3F con funcién probable de aciltransferasa BAHD identificada en este trabajo
de Tesis, es importante continuar estudiando esta posible interaccion y, en el caso en que se
pueda confirmar, caracterizar bioquimicamente a Ta acT3 en cuanto a su localizacion
subcelular, su actividad enzimatica, a la molécula que actiia como donor del grupo acilo, al tipo
de sustratos que es capaz de acilar, y a su funcionalidad bioldgica en el contexto de una
infeccion por MRCV. Un paso importante en la caracterizacion de esta aciltransferasa fue la
identificacion in silico del sitio catalitico HXXXD y del motivo “no convencional” YPLAGR.
Debido a que no presentan el motivo DFGWG, la identificacion de YPLAGR permitié clasificar a
Ta acT3, identificada en este trabajo de Tesis, y a las proteinas acT3 y acT4 como potenciales
miembros de la familia de aciltransferasas BAHD, en particular de los Clados Ill, Va o Vb (segun

la clasificaciéon de Tuominen vy col., 2011).

La relevancia de una posible interaccidn entre una proteina viral constituyente del viroplasma
y una aciltransferasa reside en la gran la diversidad de vias metabdlicas en las que estas
enzimas pueden participar: sintesis de ésteres, amidas, acidos grasos, y metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenoides, ésteres volatiles, antocianinas modificadas, asi
como de fitoalexinas de defensa, por nombrar algunos ejemplos (D'Auria, 2006; Tuominen y
col., 2011). Se ha reportado también que estas enzimas se pueden ubicar en organelas como
plastidos, mitocondrias, y reticulo endomplasmico (RE; Gidda y col., 2009; Xu y col., 2006;
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Zheng y col., 2003). Por ejemplo, algunas aciltransferasas son proteinas de membrana vy
contribuyen al patrén de dcidos grasos caracteristicos de la organela en donde se encuentran

(Hanke y col., 1995).

1 I T 200
201 I 400
401 NI
Confidence Key
High(9) [T TINEEI Low (0)
D
Paso transmembrana
predicho

I - | TaacT3F

HXXXD | clons.6

Figura 5.7: Modelado por homologia de Ta acT3F con el servidor Phyrez. A. Estructura predicha para Ta
acT3F, con los colores del arco iris indicando el extremo N-terminal en color azul y el C-terminal en rojo.
La flecha marca la zona donde se ubica el sitio catalitico HXXXD. B. Estructura cristalografica de la
aciltransferasa BAHD vinorin sintasa, donde se muestran con una flecha los residuos del sitio catalitico
y un acetil coenzima A en el bolsillo interior de la proteina (imagen tomada de Ma y col., 2005). C.
Gréfico indicando el nivel de confianza para cada residuo de la secuencia lineal de Ta acT3F en la
prediccion de Phyrez. D. Esquema de Ta acT3F mostrando la ubicacion del paso transmembrana

predicho, el motivo HXXXD y la regién C-terminal que cubre el clon 8.6.

En plantas, las aciltransferasas también intervienen en la defensa frente a patdgenos, ya sea
porque participan en la sintesis de cutina y ceras que actian como primera barrera de defensa
frente a patdégenos (Molina y Kosma, 2014) o porque regulan vias mas complejas como la
resistencia frente al Turnip crinkle virus (TCV) en Arabidopsis thaliana, que es modulada

negativamente por el 4cido oleico y en cuya sintesis interviene una aciltransferasa (Chandra-
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Shekara y col.,, 2007). A su vez, deficiencias en la actividad de una glicerol-3-fosfato
aciltransferasa cloroplastica en A. thaliana resultan en un bloqueo en la via de sintesis de
lipidos de plastidos y en el arresto de la divisiéon de cloroplastos (Kunst y col., 1988; Xu y col.,

2006).

Es interesante destacar también que se han demostrado roles importantes para las
aciltransferasas en virus animales. En una infeccién por el virus de la hepatitis C (HCV), la
formacién de gotas lipidicas (“lipid droplets” o LDs, que sirven como almacenamiento
energético y como transporte de vesiculas en la célula) en el citoplasma ocurre por
acumulacién de triglicéridos y colesterol, y es un paso crucial en la organizacién para el
ensamblado y la produccién de particulas virales. En particular, la diacilglicerol aciltransferasa-
1 (DGAT1), no solo interviene en el paso final de sintesis de triglicéridos necesarios para la
formacién de LDs, sino que ademas es capaz de unir proteinas del “core” de HCV,
transportandolas desde las membranas del RE hacia las LDs (Herker y col., 2010). Esto resulta
especialmente interesante considerando que los viroplasmas de Rotavirus reclutan LDs
(Crawford, 2013; Cheung y col., 2010) y que la interferencia con la homeostasis de las LD causa
una disminucion en el nimero y tamafio de los viroplasmas y por lo tanto en la produccion de
progenie viral infectiva (Crawford, 2013; Cheung y col., 2010; Gaunt y col., 2013). A su vez,
analisis transcriptomicos realizados en delfacidos infectados por SRBSDV mostraron un
aumento en la expresién de genes involucrados en el metabolismo de lipidos con respecto a
insectos sanos, y los autores proponen que esto favorece a la proliferacién de membranas y el
movimiento célula a célula del virus (Xu y col., 2012). Por otra parte, en un estudio reciente de
los perfiles de microARNs en plantas de arroz infectadas por SRBSDV se encontré un aumento
en un microARN que tiene como blanco un ARNm que codifica para una posible 1-acil-sn-
glicerol-3-fosfato aciltransferasa. El aumento de este microARN no ocurre en tiempos

tempranos de infeccién (3, 9, y 15 d.pi.), pero si a los 20 d.pi. (Xu y col., 2014).

Caracterizacion de la proteina con posible funcidn de aldosa 1-epimerasa

En el andlisis de las secuencias de los clones relevados de la biblioteca de trigo que
presentaron interaccién con MRCV P9-1, se encontré que el segundo candidato mas
representado habia sido la secuencia de ADNc de T. aestivum del cultivar Chinese Spring
(AK331159.1). Dicha secuencia posee un ORF completo (el cual se denomind “TaAEP”), de
modo que se diseiiaron oligonucledtidos especificos y se amplificéd la secuencia codificante a

partir de ADNc de hoja de T. gestivum variedad Buck Poncho sin ATG. Se obtuvo una banda
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especifica correspondiente al tamafo esperado (954 pb), la cual se clond en el vector de

entrada pCR8/GW/TOPO, se secuencid y se la denomind “Ta AEP clon 2C” (o TaAEP2C).

A partir de las secuencias nucleotidicas se dedujeron las secuencias aminoacidicas de: TaAEP,
TaAEP2C, del clon 20.3 y de la secuencia consenso de los 7 clones con similitud a las aldosas 1-
epimerasas obtenidos en el relevamiento. Al realizar un alineamiento multiple de secuencia, se
observa que la secuencia consenso abarca el 33,65% de la regién carboxiterminal de TaAEP y
TaAEP2C (Figura 5.8). Por otra parte, TaAEP2C difiere de TaAEP en 5 aminodcidos a lo largo de
su secuencia y a su vez, la secuencia consenso difiere en 4 residuos respecto de TaAEP y de

TaAEP2C, siendo 5 los residuos distintos respecto de TaAEP2C.

Section 1
(1) 1 10 20 30 40 50 64
TaAEP {1) MAASCTLTVPAPFAAISSSSS'I'SARRYRRFGVVAMASAGQKVYAPGVAVSEGNGGLPKISLKSP
TaAEP2C (1) -AASCTLTVPALFAASSSSSSTSARRYRRFGVVAMASAGQKVYAPGVAVSEGNGGLPKISLKSP
AEPconsense (1) - - - - - - - ————— - - -
clon20.3 (1) = m oo
Section 2
(65) 65 70 80 90 100 110 128

TaAEP (65) HGSEAEIYLFGACVTSWKVPNGKDLLFVRPDAVFNGQKPISGGIPHCFPQFGPGPMQQHGFARN
TaAEP2C (64) HGSEAEIYLFGACVTSWKVPSGKDLLFVRPDAVFNGQKPISGGIPHCFPQFGPGPMQQHGFARN
AEPconsenso (1) ——---=------—--—-- - e e
cdon203 (1) ---——---—------—————— e e

(129) 129 140 150 160 170 180 192

TaAEP (129) VNWSITDSEVTEGDPTVTLELKDDSYSRSMWDFSFQALYKVVLHSTSLSTTLKIINTDDKPFSF

TaAEP2C (128) VNWSITDSEVTEGDPTVTLELKDDSYSRSMWDFSFQALYKVVLHSTSLSTTLKIINTDDKPFSF

AEPconsenso (1) -—-————-——————-———————————cm e e e
clon 20.3 (1)

Section 4
(193) 193 200 210 220 230 240 256

TaAEP (193) TSALHTYFSASIAGVSVKGLKGSKTLNKDPDPKNPLEGKEERDEVIFPGFVDCVYLGAPSELTL
TaAEP2C (192) NSALHTYFSASTAGVSVKGLEGSKTLNKDPDPKNPLEGKEERDEVTFPGFVDCVYLGAPSELTL

AEP consenso (1) - -—-—--—---—----—- GLEGSKTLNKDPDPKNPLEGKEERDEVTFPGFVDCVYLGAP@ELTL
con203 (1) --———--—-----"-"""""-"-"---—~ TLNKDPDPKNPLEGKEERDEVTIFPGFVDCVYLGAPRELTL
Section 5

(257) 257 270 280 290 300 319

TaAEP (257) DNGLGDKIVISNTNWSDAVLWNPHLQMEACYKDFVCVENAKIETVQLGPKESWVAEQKIELM-
TaAEP2C (256) DNGLGDKIVISNTNWSDAVLWNPHLQMEACYKDFVCVENAKIETVQLGPKESWVAEQKIELM-
AEP consenso (47) @NGLGDKIVISNTNWSDAVLWNPHLOQMEACYKDFVCVENAKIETVQLGPKESWVABQKIELM-
clon 20.3 (41) NGLGDKIVISNTNWSDAVLWNPHLQMEACYK[)FVCVENAKIETVQLGPKZSWVAIOKIEL =

Figura 5.8: Anadlisis de las secuencias aminoacidicas deducida del ORF de “clon: SET6_l104, ADNc de
Triticum aestivum, cultivar: Chinese Spring” (acceso GenBank AK331159.1) que se denomind “TaAEP”,
TaAEP2C (clonada), el clon 20.3 utilizado para confirmar la interaccidon con P9-1 y la secuencia consenso
los 7 clones AEP que presentaron interaccién con P9-1 (AEP consenso). Alineamiento multiple de
secuencias por ClustalW realizado con el programa AlignX. Los residuos idénticos se muestran con letra
roja y fondo amarillo; los conservados en letra azul y fondo celeste; los que pertenecen a un mismo
grupo funcional se muestran en letra negra y fondo verde; los que son débilmente similares se muestran
en letra verde y fondo blanco y los que pertenecen a distintos grupos funcionales en letra negra con

fondo blanco.
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A continuacion, se analizd la ubicacidn en el genoma de T. aestivum de TaAEP, TaAEP2C, el
clon 20.3 utilizado para confirmar la interaccion con P9-1 en el relevamiento y la secuencia
consenso, con la herramienta BLASTN del servidor EnsemblPlants (Figura 5.9). Se encontré que
TaAEP se encuentra ubicado en el cromosoma 5D, en la posicién 95396670-95396868 donde
se ubica el gen Traes_5DL_FAD14F008 (E-valor 4,4x10°°® y 86% de identidad). Por su parte,
TaAEP2C presenta similitud con la posicion 163700235-163700451 del cromosoma 5B (E-valor
3,4x10** y 83% de identidad), donde se encuentra el gen Traes_5BL_65AD61EB7. A su vez, el
clon 20.3 presentd similitud con la posicion 7042401-7042557 del cromosoma 5A (con un E-
valor de 1,1x10™ y 99% de identidad) donde se encuentra el gen Traes_S5AL_676D49521. Por
ultimo, la secuencia consenso de los 7 clones relevados en la biblioteca, al igual que el clon
20.3, presenté similitud con la posicion 7042320-7042557 del cromosoma 5A (E-valor de
1,6x107° y 99% de identidad). Estos resultados sugieren que las secuencias analizadas
corresponderian a genes homedlogos. Es importante recordar que TaAEP (se encontré por
BLASTN del NCBI) es de T. agestivum Chinese Spring, TaAEP2C fue obtenida a partir de T.
aestivum Buck Poncho, y que la biblioteca de ADNc se realizé a partir de T. turgidum L. ssp.

durum cv. Langdon.

TaAEP2C

AEP consensol
clon 20.3 TaAEP

VU0 UloloTeslulnyl

1A 1B 10 2R 2B 20 3A 3B 3D 4R 4B 40 oA 5B 50 6A 6B 60 7R 7B 70 Mt Pt

Figura 5.9: Mapeo de las secuencias del clon 20.3 y las regiones codificantes de TaAEP y TaAEP2C en el
genoma de T. aestivum. El andlisis de las secuencias se realiz6 por BLASTN con el servidor

EnsemblPlants. La region recuadrada en rojo marca la ubicacion de las secuencias identificadas.

Como se menciond, la secuencia nucleotidica de TaAEP2C presentd similitud con una regidn
del cromosoma 5B de T. aestivum donde se ubica el gen Traes_5BL_65AD61EB7, mientras que
la secuencia de TaAEP presenta similitud con el gen Traes_5DL_FAD14F008 del cromosoma 5D.
El analisis de ontologia (anotacion GO, “Gene Ontology”), en particular su funcion molecular,
muestra que ambos genes codificarian para un tipo particular de aldosas 1-epimerasas:
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http://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Location/View?contigviewbottom=blast%3Dnormal;r=5D:95396660-95396877;tl=TBOxAjtBNo6LthAJ-273865-1089448
http://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Location/View?contigviewbottom=blast%3Dnormal;r=5B:163700224-163700461;tl=YjCkP3qP659VxT88-273878-1090151
http://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Location/View?contigviewbottom=blast%3Dnormal;r=5A:7042393-7042564;tl=o3Vodi0U27nF2gwk-273891-1090341

glucosa-6-fosfato 1-epimerasa (codigo InterPro IPR0O08183). Las aldosas 1-epimerasas
(también llamadas mutarosas o aldosas mutarosas, nomenclatura EC 5.1.3.3) son enzimas que
realizan la interconversién de las formas a- y B- entre los andmeros de hidratos de carbono
como la D-glucosa y otras aldosas como la L-arabinosa, D-xilosa, D-galactosa, maltosa y lactosa
(Bailey y col.,, 1967). En particular, las glucosas-6-fosfato 1-epimerasas catalizan Ia
interconversion de los andmeros a- y B- de al menos tres hexosas: glucosa-6-fosfato (Glc6P)

galactosa-6-fosfato (Gal6P) y manosa-6-fosfato (Man6P; Graille y col., 2006).

Por otra parte, se analizd la secuencia aminoacidica de TaAEP2C con el predictor ChloroP v1.1
y se encontrd que TaAEP2C tendria una localizacién cloropldstica, con un grado de confianza
de 0,563, siendo 1 la mayor confianza en la prediccién y 0 la menor. De acuerdo con la
prediccién, el péptido sefial de transito a cloroplastos en TaAEP2C estaria conformado por los

primeros 32 residuos.

El siguiente paso fue evaluar la capacidad de interaccion de TaAEP2C con P9-1. Para ello se
obtuvieron las construcciones que expresan AD:TaAEP2C y BD:P9-1 en levaduras y se evalud su
interaccion por Y2H. Utilizando esta técnica no fue posible confirmar la interaccién entre P9-1
y TaAEP2C (Figura 5.10). Estos resultados contrastan con los obtenidos por medio de la misma

técnica para los clones de menor tamafio obtenidos relevados de la biblioteca.

1:250 1:500 1:1 1:50 1:250 1:500
N

AD:TaAEP2C/BD:P9-1

AD:TaAEP2C/BD

Dilucién 1:1 1:50

AD:T/BD:p53
AD:T/BD
SD -Leu-Trp SD -Leu-Trp-His

Figura 5.10: Evaluacion de la interaccién entre TaAEP2C y MRCV P9-1 por Y2H. Las levaduras que
coexpresan las fusiones al AD y BD fueron plaqueadas en medio SD -Leu-Trp (control de viabilidad) y las
interacciones fueron evaluadas en medio SD -Leu-Trp-His. Se incubaron a 28 °C por 5 a 10 dias. Control

positivo: AD:T/BD. Controles negativos: AD:TaAEP2C/BD, AD/BD:P9-1 y AD:T/BD.
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Se procedid entonces a evaluar esta interaccion mediante la técnica de coinmunoprecipitacion
(colP) expresando TaAEP2C de manera transitoria en hojas de N. benthamiana. Para ello, en
primer lugar se subclond por recombinacion Gateway la secuencia codificante de TaAEP2C en
el vector de destino pEarleyGate203 que permite su expresion en plantas fusionada al epitope
cMyc a partir del promotor 35S; se transformaron agrobacterias de la cepa GV3101 con dicha
construccion y se infiltraron hojas de N. benthamiana con agrobacterias capaces de expresar
cMyc:TaAEP2C o cMyc fusionado al gen de la B-glucuronidasa como control negativo de
interaccion (cMyc:GUS). En todos los casos se coinfiltré con agrobacterias capaces de expresar
el supresor de silenciamiento P19. A los 2 dias posagroinfiltracién (d.pa.) se extrajeron
proteinas totales y se incubaron los extractos con 50 ng de His/Xpress:P9-1 purificada de E.
coli. Finalmente se inmunoprecipitd (IP) con anticuerpo anti-cMyc conjugado con agarosa. Se
separaron las proteinas coinmunoprecipitadas por SDS-PAGE 10% y se las analizd por
inmunoblot (IB) utilizando antisueros comerciales anti-cMyc (para identificar cMyc:GUS y
cMyc:TaAEP2C) y anti-Xpress (para identificar His/Xpress:P9-1). La Figura 5.11 presenta los
resultados obtenidos. Cuando His/Xpress:P9-1 fue incubada con cMyc:TaAEP2C, se detectd su
presencia en el inmunoprecipitado con anti-cMyc, indicando que His/Xpress:P9-1 es capaz de
interactuar fisicamente con cMyc:TaAEP2C (Figura 5.11 A). Por el contrario, cuando
His/Xpress:P9-1 se incubd con cMyc:GUS, no se detecté His/Xpress:9-1 en el
inmunoprecipitado con anti-cMyc (Figura 5.11 B), indicando que estas dos proteinas no

presentaron interaccion, y demostrando que la interaccién entre P9-1 y TaAEP2C es especifica.

Los resultados obtenidos indican que TaAEP2C fue capaz de interactuar con P9-1 por colP pero
no por Y2H, y destacan la necesidad de evaluar interacciones proteicas utilizando distintas
técnicas. A su vez, la prediccidon de que esta aldosa 1-epimerasa se localiza en cloroplastos
podria explicar los resultados contrapuestos, ya que podria ocurrir que la sefial de transito a

cloroplasto estuviera afectando la llegada de la fusion AD:TaAEP2C al nucleo de las levaduras.

Las sefiales de transito a cloroplastos se encuentran generalmente en el extremo
aminoterminal y tienen aproximadamente 58 residuos de largo. Si bien no presentan una
secuencia consenso, la composicion de sus aminodcidos es muy similar: en general poseen un
alto porcentaje de aminoddicos hidrofdbicos, polares y cargados positivamente, y un bajo
porcentaje de residuos acidicos (Bhushan y col., 2006). Al analizar la composicion de los
primeros 32 residuos de TaAEP2C predichos por el servidor ChloroP como los constituyentes

de la senal de transito a cloroplastos, se encontré que el 40,63% de los aminoacidos son
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hidrofébicos (A, I, L, F, W, V), el 40,63% son polares (N, C, Q, S, T, Y), el 12,50% son de carga

positiva (argninina R, lisina K, histidina H) mientras que no contiene residuos acidicos (D, E).
A. Input ColP
IP anti-cMyc
IB anti-cMyc .J

IP anti-cMyc .
1B anti-Xpress Sy Xpress:P9-1

cMyc:TaAEP2C

B. Input ColP
]
i ‘J b v
IPanti-cMyc | Xpress:P9-1

IB anti-Xpress

Figura 5.11: La proteina TaAEP2C interactia con P9-1 en ensayos de coinmunotrecipitacion (colP).
Inmunoprecipitacion de las proteinas cMyc:TaAEP2C (38,57 kDa) o cMyc:GUS (69,45 kDa) expresadas
transitoriamente en hojas de N. benthamiana agroinfiltradas. Las cepas de agrobacterias llevando las
distintas construcciones fueron coinfiltradas con agrobacterias capaces de expresar el supresor de
silenciamiento P19. A los 2 dias posagroinfiltracidon se extrajeron proteinas totales, que fueron
incubadas con 50 ng de His/Xpress:P9-1 (44,5 kDa) purificada de E. coli. Las proteinas fusionadas a cMyc
fueron inmunoprecipitadas (IP) con bolitas de agarosa conjugadas con anticuerpo anti-cMyc y los
analisis por inmunoblot (IB) fueron realizados con los anticuerpos que se indican en la izquierda del
panel. Se detecto la presencia de His/Xpress:P9-1 en el inmunoprecipitado con cMyc:TaAEP2C (A) pero
no en el de cMyc:GUS (B). Input: Carga inicial de proteinas previa a la IP. ColP: Proteinas que

inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-cMyc.

Para confirmar la hipdtesis de que los primeros 32 residuos de TaAEP2C constituyen una sefial
de localizacidon a cloroplasto, sera necesario realizar analisis de localizacion subcelular de
TaAEP2C con vy sin péptido sefial, asi como también evaluar su capacidad de interaccién por
Y2H con P9-1 en ausencia del péptido sefial. Respecto de la localizacién subcelular, durante
este trabajo de Tesis se analizé la localizacion de la fusion TaAEP2C:GFP en agroinfiltraciones
de hoja de N. benthamiana pero no se obtuvieron resultados satisfactorios ya que se detectd

una gran cantidad de GFP libre por “Western blot” (resultados no mostrados), lo que implica
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que la proteina de fusion era clivada durante los ensayos, y que por lo tanto es necesario

realizar nuevos experimentos para evaluar su expresion.

Las proteinas pertenecientes a la familia de las aldosas-1-epimerasas son enzimas del
metabolismo central del carbono (Bailey y col., 1967). Se ha observado que infecciones con
patégenos a menudo pueden afectar procesos fisioldgicos comunes, en particular aquellos
relacionados con el metabolismo (Zhang y col.,, 2011). En un estudio de protedmica
comparativa de cloroplastos de células de la vaina y células de meséfilo en maiz, se encontré
que la aldosa-1-epimerasa se halla en mayor abundancia en las células de la vaina (Majeran y
col., 2005), lo cual es interesante dado que MRCV replica exclusivamente en células de floema
(Arneodo y col., 2002b; Nome y col., 1981) y P9-1 es una proteina viral de expresién tempana y
abundante. Es importante destacar que se ha reportado que la proteina P6 del RBSDV
interactia con una posible aldosa 1-epimerasa de arroz por Y2H (Winter y col., 2010). En
contraposicion, en este trabajo de Tesis no se detectd que P6 del MRCV tuviese capacidad de
interaccion con TaAEP2C ni con el clon 20.3 (que si presenté interaccién con P9-1) por Y2H

(resultados no mostrados).

Identificacion de proteinas de trigo con capacidad de interaccion con MRCV P6 por

Y2H

El segundo relevamiento de la biblioteca de trigo se realizé utilizando como carnada la
proteina minoritaria de viroplasma P6. En lineas generales se procedid de la misma manera
que se detall6é para el relevamiento con P9-1, el cual fue realizado estrictamente de acuerdo a
las indicaciones del manual, pero en esta ocasion se decidid implementar algunas
modificaciones con el fin de aumentar el nimero de colonias interactuantes y favorecer la
deteccion de interacciones débiles: no se utilizé X-a-Gal para la seleccion, se disminuyé la
concentracién del antibidtico aureobasidina A y se picaron todas las colonias (ya que no se
diferenciaron por color azul al no usar X-a-Gal) alos 4, 6, 7, 11, 12 y 13 dias luego del plaqueo.
De esta forma se seleccionaron inicialmente 1877 colonias en medio SD -Leu-Trp-
His+Aureobasidina A 60 pg/ml (SD-LWH/AbA). A continuacion, se confirmaron 420 colonias
positivas en el medio mas selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade+AbA (SD-LWHA/AbA), y tras un nuevo
repique se seleccionaron 145 clones. Luego se amplificaron los insertos contenidos en estos
clones por PCR, y se eliminaron clones redundantes mediante analisis de restricciéon con Alu |

de los amplicones, seleccionandose finalmente 57 clones. A diferencia del relevamiento con
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P9-1, se decidié primero aislar y confirmar los clones interactuantes, y luego secuenciarlos

para su identificacién.

Se procedid entonces a aislar los plasmidos de los clones de levaduras, transformar E. coli,
reextraer los plasmidos de las bacterias, retransformar con ellos levaduras de la cepa Y187, y
obtener diploides por apareamiento con la cepa Y2HGold que expresa la fusion BD:P6. De los
57 clones evaluados, solo se confirmaron 3 interacciones positivas con P6 por Y2H: los clones
4.1.3A, 4.34.5D y 7.48.5. Se encontré que un clon resultd ser un falso positivo (4.41.12). El
resto de los clones no presentd interacciéon con P6 en medio selectivo SD -Leu-Trp-His. En la

Figura 5.12 se muestran los resultados obtenidos para algunos de los clones evaluados.

Entre estos resultados, era esperable obtener un alto nimero de clones que no presentaran
interaccion con P6, ya que al haber realizado el relevamiento con una seleccién menos
astringente para favorecer la posible aparicidn de interacciones débiles, también se acarred la

seleccion de clones que presentaron crecimiento pero sin verdadera interaccién con P6.

Dilucién 1:1 1:20 1:1 1:20
4.34.1/BD:P6 4.1.1A/BD:P6
4.34.1/BD 4.1.1A/BD
4.34.5D/BD:P6 4.1.3A/BD:P6
4.34.5D/BD 4.1.3A/BD
4.40.1A/BD:P6 4.5.4A/BD:P6
4.40.1A/BD 4.5.4A/BD
4.41.12/BD:P6 - - AD:T/BD:p53
AD:T/BD

SD-Leu-Trp SD-Leu-Trp-His SD-Leu-Trp SD-Leu-Trp-His

Figura 5.12: Confirmacion de las interacciones encontradas en el relevamiento de la biblioteca de trigo
con P6. Las levaduras diploides que coexpresan los clones seleccionados con BD:P6 fueron plaqueadas
en medio SD -Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas en medio SD -Leu-Trp-His. Se incubaron a 28

°C por 5 a 10 dias.
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Una vez confirmados los tres clones que presentaron interaccién con P6, se procedié al andlisis
de los insertos de ADNc de cada clon. Se encontré que los insertos de los tres clones contienen
un marco abierto de lectura completo de 336 pb (Figura 5.13 B). Dicho marco de lectura se
inicia con un ATG que posee el entorno de Kozak adecuado (A/GXC/GATGG; Figura 5.13 A;
Kozak, 2005; Polychronakos, 2012), de manera que dicho ATG seria funcional como codén de

inicio de la traduccidn y no se trataria de un ATG interno.

A : .

v Emmasaas uauSao=_5
-6 -5-4-3-2-1+1+243 +4

Section 1

11 10 20 30 40 50 64

Clon4.1.3A (1) GAGAGGGGTGAGGGCGGAGGCGGCCTACTTCTGGGACGCGTCGGTGCCGGTEGGAGIATGGGCGAG
Clon4.34.5D (1) —== === === == m o e GGAGGGC GAG
Clon 7485 (1) === === === === = = m e e o GATGGGCGAG
Section 2

(65) 65 70 80 90 100 110 128

Clon 4.1.3A (65) ATCGACAGCATGGABAAGCTCGACGCCGCGCTCGCCTCCTCCGCCGAGCAGAACCAGCCCATCA
Clon4.345D (14) ATCGACAGCATGGACAAGCTCGACGCCGCGCTCGCCTCCTCCGCCGAGCAARACCAGCCCATCA
Clon 7.48.5 (11) ATCGACAGCATGGAGAAGCTCGACGCCGCGCTCGCCTCCTCCGCCGAGCAGARCCAGCCCATCA
Section 3
(129) 129 140 150 160 170 180 192

Clon 4.1.3A(129) TCATCGACTGGATGGCHAGCTGGTGCCGGAAATGCATTTACCTCAAGCCCAAGCTGGAGAAGAT
Clon4.345D (78) TCATCGACTGGATGGCCAGCTGGTGCCGGAAATGCATTTACCTCAAGCCCAAGCTGGAGAAGAT
Clon 7.48.5 (75) TCATCGACTGGATGGCAAGCTGGTGCCGGAAATGCATTTACCTCAAGCCCAAGCTGGAGAAGAT
Section 4
(193) 193 200 210 220 230 240 256

Clon 4.1.3A (193) AGCAGGAGAATTECCAGGAGTCAGGTTETACTTTGTGGATGTCAATARAGTTCCACAGGCCGTG
Clon 4.34.5 D (142) AGCAGGAGAATTTCCAGGAGTCAGGTTCTACTTTGTGGATGTCAATARAGTTCCACAGGCCGTG
Clon 7.48.5 (139) AGCAGGAGAATTECCAGGAGTCAGGTTETACTTTGTGGATGTCAATARAGTTCCACAGGCCGTG
Section 5
(257) 257 270 280 290 300 310 320

Clon 4.1.3A (257) GTRAARAAGAGGGAATATAAGCAAAATGCCCACTATTCAGETGTGGAAGGACGGAGAATGGAAGG
Clon 4.34.5 D (206) GTGAARAGAGGGAATATAAGCAAAATGCCCACAATTCAGTTGTGGAAGGATGGAGAATGGAAGS
Clon 7.48.5 (203) GTRAARAGAGGGAATATAAGCAARATGCCCACTATTCAGETGTGGAAGGAEGGAGAATGGAAGG
Section 6
(321) 321 330 340 350 360 370 384

Clon 4.1.3A (321) AGGAAGTGATAGGAGGCCATAAAGCGTGGCTGGTGATGGATGAGGTTAGAGARATGATCCAGAA
Clon 4.34.5 D (270) AGGAAGTGATAGGAGGCCACRAAGCGTGGCTGGTGATGGATGAGGTTAGAGAGATGATCCAGAR
Clon 7.48.5 (267) AGGRAAGTGATAGGAGGCCATARAGCGTGGCTGGTGATGGATGAGGTTAGAGARATGATCCAGAA

Section 7

(385) 385 390 400 410 420 430 448

Clon 4.1.3A (385) GTACAAG[TGAICTGATTACATARG----ATACTGTATATAGAGGTTTGEAGATGATCTCCTCGGAC
Clon 4.34.5 D (334) GTACAAGTGACTGATTACATACTCATTATACTGTATATAGAGGTTTGGGATGATCTCCTCGGAC
Clon 7.48.5 (331) GTACAAGIGACTGATTACATARG----ATACTGTATATAGAGGTTTGAGATGATCTCCTCGGAC
Section 8

(449) 449 460 470 480 490 500 512

Clon 4.1.3A (445) ACTGTAACCCGATCAATAAAACTATATTECAGCTCCTTAATACGTGCAACAGAGCTGGCCTATA
Clon 4.34.5D (398) ACTGTAACCCGATCAATAAARACTTTATTTCAGCTCCTTAATAC----AGCAGAGCTGGCCTATG
Clon 7.48.5 (391) ACTGTAACCCGATCAATAAAACTHTATTECAGCTCCTTAATACEBTGEARCAGAGCTGGCCTATH
Section 9

(513) 513 520 530 540 550 560 576

Clon 4.1.3A (509) CTATTRATCTGT TGEAABARRRCAG T TGAATACTTCTGTTCTGTATTGATACATATGGTGCATT
Clon 4.34.5D (458) CTATTGATCTGT TGAAAAAAAAARARARA AR A RARRAAAAAN - - - - - - - - -~ ————————————
Clen 7.48.5 (455) CTATTAATCTGTTGEAAGATTTCACAAAA R AL ARAAAAAARAN AAA L ARAAAN -~ - - - - -~ - -~
Section 10

(577) 577 590 600 610 628
Clon 4.1.3A (573) GATCAGAAGTTAATACCTAGAAATGAARAAAAAAAAAAAAAARAAAARAAAARR
Clon 4.34.5 D (500)
Clon 7.48.5 (508)

Figura 5.13: A. Esquema de la secuencia consenso en torno al codén de iniciacion de la traduccidn en un
ARNm (Tomado de Wikipedia.org). B. Alineamiento se las secuencias nucleotidicas de los insertos de los
clones seleccionados: 4.1.3A, 4.34.5D y 7.48.5 utilizando el programa AlignX. Los recuadros en rojo
marcan los codones de iniciacion (ATG) y de terminacién (TGA) de la traduccion, quedando definido el

marco de lectura abierto encontrado, comun a los tres clones.
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Al alinear los clones en base a la secuencia aminoacidica deducida de dicho ORF, se encontré
qgue los clones 4.1.3A y 7.48.5 son idénticos, mientras que la proteina codificada por el clon
4.34.5D difiere en dos residuos aminoacidicos (Figura 5.14 A). Ademas, al analizar por
“BLASTP” del NCBI la secuencia aminoacidica de los clones 4.34.5D y 4.1.3A, ambos
presentaron similitud con las proteinas de la familia de las tiorredoxinas (TRX), con un E-valor
de 4x10™" (Figura 5.14 B). Los residuos cataliticos de las TRX son dos cisteinas que forman un
ditiol (CXXC). La mayor parte de las proteinas que presentaron similitud con los clones eran
proteinas de plantas, especificamente gramineas de los géneros Hordeum, Oryza,
Brachipodium y Zea predichas como del tipo “tiorredoxiona 3-1 cloroplastica”, mientras que en
algunos casos eran predichas como “tiorredoxinas tipo 5”. Utilizando la base de datos del NCBI

no se encontré similitud significativa con ninguna proteina de trigo.

A

Section 1
(1) 1 10 20 30 40 50 63

ORF4.345D (1) MGEIDSMBKLDAALASSAEQNQPIIIDWMASWCRKCIYLKPKLEKIAGEFPGVRFYFVDVNKV
ORF7.48.5 (1) MGEIDSMEKLDAALASSAEHNQPIIIDWMASWCRKC[IYLKPKLEKIA PGVRFYFVDVNKV
ORF clon 4.1.3A (1) MGEIDSMEKLDAALASSAEHNQPIIIDWMASWCRKC[IYLKPKLEKIAGEFPGVRFYFVDVNKV

Section 2
(64) 64 70 80 90 100 112
ORF 4.34.5D @4)PQAVVKRGNISKMPTIQLWKDGEWKEEVIGGHKAW;VMDEVREM:QKYK
ORF 7.48.5 (64) PQAVVKRGNISKMPTIQLWKDGEWKEEVIGGHKAWLVMDEVREMIQKYK
ORF clon 4.1.3A w4)?QAVVHRGNISKMPTIQLWKDGEWKEEUIGGHKAWLVMDEVREMiQKYK
B } , , , , l|5 , , , , ?bl'l , , , , 4I5 , , , , Bl'l , , , , 7|5 , , , , Blll , , , , 1l|35 , |‘}2
Query seq. MGE TDSMDKLOAALASSAEQNAPTT IDWMASUCRKCT YLKPKLEK I AGEFPGYRF YFYDVNKYPOAYYKRGNT SKMPT IOLWKDGEWKEEY I GGHKAULYMDEYREMI OKYK

catalutic residues | Y

Specific hits
Superfanilies Thioredoxin_like superfamily

Figura 5.14: Anadlisis de las secuencias aminoacidicas de los clones 4.1.3A, 4.34.5D y 7.48.5. A.

Alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir del ORF presente en los clones
utilizando el programa AlignX. B. Los clones poseen dominios funcionales caracteristicos de las familias
de las tiorredoxinas y sus residuos cataliticos (marcados en negrita, CXXC). Resultado de la busqueda por
BLASTP del NCBI con las secuencias aminoacidicas deducidas del ORF presente en los tres clones

relevados. En el ejemplo de la figura se utilizo el clon 4.34.5D.

A continuacion, y ya que no fue posible identificar secuencias de trigo de la base de datos del
NCBI, se identificd la regidén del genoma de T. gestivum donde se encuentran las secuencias de
4.1.3A y 4.34.5D, utilizando la herramienta BLASTN del servidor EnsemblPlants. Se encontré
que el ORF de 4.1.3A presenta mayor similitud con la posicién 1956-2274 dentro del “scaffold”
IWGSC_CSS_6DL_scaff 864149:1956-2274 del cromosoma 6D (E-valor 1,6x10% y 86% de
identidad). A su vez, el ORF de 4.34.5D presentd similitud con la region 2036-2276 dentro del
mismo “scaffold” del cromosoma 6D que el clon 4.1.3A (E-valor 9,8x107 y 93% de identidad).
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En esa region se encuentra el gen Traes_6DL 3D072DB07. Efectivamente, la anotacion GO
muestra que codifica para una tiorredoxina (cddigo InterPro IPRO05746). En la Figura 5.15 se
marca las posicidon en el mapa cromosémico de T. agestivum. En base a su ubicacidon en el
genoma de T. aestivum, es probable que los ORF dentro de los clones 4.1.3A y 4.34.5D sean

variantes alélicas del mismo locus.

4.1.3A
4.34.5D

10 2A 2B 20 3A 3 30 4A 4B 40 5A 56 50 BA 6B 60 7R 7B 70 1t Pt

Figura 5.15: Mapeo de las secuencias de los ORFs de los clones 4.1.3A y 4.34.5D en el genoma de T.

aestivum. El anadlisis de las secuencias se realizéd por BLASTN con el servidor EnsemblPlants. La regidn

recuadrada en rojo marca la ubicacién de las secuencias identificadas.

Las tiorredoxinas son proteinas pequefias (12-14 kDa) que catalizan la reduccién de puentes
disulfuro de sus proteinas blanco, a través de su sitio catalitico formado por dos cisteinas,
CXXC. De esta forma, estas proteinas intervienen en el mantenimiento del balance redox
celular, y estan conservadas en organismos desde E. coli, levaduras, mamiferos y plantas
(Meyer y col.,, 1999). En plantas, las tiorredoxinas se han caracterizado de acuerdo a su
localizacién celular y funcién, siendo la presencia del motivo WCGPC una caracteristica
distintiva de este tipo de proteinas. Ademas, se caracterizan por constituir familias
multigénicas, y en comparacién con otros organismos como el humano o microorganismos
como E. coli, donde existen unas pocas tiorredoxinas, la gran diversidad que presentan en el
reino vegetal permite suponer que cumplen importantes roles fisioldgicos, que sus proteinas
blanco son igualmente abundantes y que dichas interacciones son especificas (Meyer y col.,
1999). Con el tiempo se fueron descubriendo otras tiorredoxinas (las tipo-TRX o “TRX-like”)
con motivos atipicos en el sentido de que si bien conservan las dos cisteinas, los residuos que
las separan no son glicina-prolina (Chibani y col., 2012; Dangoor y col., 2009; Meyer y col.,
2005). Uno de estos motivos es el WCRKC, y se encuentra presente en las tiorredoxinas

codificadas por los clones 4.1.3A y 4.34.5D. En Arabidopsis se han caracterizado dos “TRX-like”
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con motivos WCRKC y ambas se localizan en el estroma de los cloroplastos (Cain y col., 2009;

Meyery col., 2005).

Caracterizacion de la proteina con posible funcién de tiorredoxinas

En base al ORF completo encontrado en los tres clones con similitud a una posible tiorredoxina
de 12,8 kDa, se disefaron oligonucleétidos especificos, y se amplificd la secuencia codificante
completa por PCR utilizando como templado el ADN plasmidico de los clones 4.1.3A y 4.34.5D.
Los productos de amplificacién se denominaron “Ta TRX 4.1.3A” y “Ta TRX 4.34.5D” vy las
secuencias completas fueron clonadas en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO, analizadas por
secuenciacién, y recombinadas en los vectores para expresion en levaduras pLAWI11 y
pLAW10, que se utilizaron para transformar levaduras, y se evaluaron las interacciones por

Y2H. Los resultados se muestran en la Figura 5.16.

La fusion AD:TaTRX4.1.3A presentd autoactivacion ya que las levaduras crecieron en presencia
de BD solo (Figura 5.16 A), mientras que se observd interacciéon entre AD:TaTRX4.34.5D y
BD:P6, sin detectarse autoactivacion. De este modo, se descartd del andlisis la fusidn
AD:TaTRX4.1.3A y solo se tuvo en cuenta la interaccidn positiva encontrada entre
AD:TaTRX4.34.5D y BD:P6. De manera complementaria, se evalud la capacidad de interaccién
de TaTRX 4.1.3A y 4.34.5D fusionadas al BD con AD:P6 (Figura 5.16 B) y se encontré que ambas

presentaron interaccién con P6, sin detectarse autoactivacién en este caso.
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Figura 5.16: Evaluacion por Y2H de la interaccion entre TaTRX 4.1.3A y 4.34.5D con P6 de MRCV. TaTRX
4.1.3A presenta autoactivacién cuando esta fusionada al AD (A) pero no cuando estd fusionada al BD
(B). TaTRX 4.34.5D interactia con P6 cuando estd fusionado al AD (A) y al BD (B). Las levaduras que
coexpresan las fusiones al AD y BD fueron plaqueadas en medio SD -Leu-Trp (control de viabilidad) y las

interacciones fueron evaluadas en medio SD -Leu-Trp-His. Se incubaron a 28 °C por 5 a 10 dias. Control
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positivo: AD:T/BD. Como control negativo se utilizé cada proteina fusionada al AD o BD sin su

correspondiente par de interaccion y AD:T/BD.

Estos resultados muestran que TaTRX4.1.3A y TaTRX4.34.5D son capaces de interactuar in vivo
con la proteina viral P6 por Y2H. Anadlisis de prediccion de la localizacién subcelular de estas
dos “TRX-like” con el predictor ChloroP, mostraron que ninguna de las dos tendria localizacidn
cloropldstica, de manera que constituirian una nueva clase de “TRX-like” que no estarian
presentes en el estroma de los cloroplastos. Por otra parte, se analizé bioinformaticamente la
secuencia de P6 en busca de cisteinas con potencial de formar puentes disulfuro que pudieran
ser blancos de reduccién por parte de TRX. Utilizando el servidor DIANNA se encontré que las
14 cisteinas presentes en P6 tienen potencial para formar 7 puentes disulfuro: cinco de ellos
fueron predichos con un alto grado de confianza (superiores a 0,99) y uno de ellos fue
predicho con una confianza de 0.87. De manera interesante, la formacién de puentes disulfuro
contribuye a estabilizar proteinas, manteniendo su estructura terciaria, evitando su
desnaturalizacion y degradacion proteolitica (Buchanan y Balmer, 2005). Se analizé también la
secuencia de P9-1 y se encontrd que solo posee 2 cisteinas y que la probabilidad de que
formen puentes disulfuro es de 0,01, mientras que las predicciones de P6 tuvieron un puntaje

de confianza mayores a 0,99 para 5 de los puentes potenciales, y 0,87 y 0,47 en dos de ellos.

En arroz una de las proteinas mas abundantes de los elementos de tubo criboso del floema es
una tiorredoxina de tipo H (que no contiene sefal de localizacidn a cloroplasto; Ishiwatari y
col., 1995). El floema constituye la ruta para el transporte a distancia de nutrientes y sefiales
quimicas en la planta. Muchos iones inorgdnicos, compuestos organicos, como azucares,
aminodcidos, acidos organicos y hormonas han sido detectados en exudados floematicos, asi
como también dacidos nucleicos y proteinas. En particular, las tiorredoxinas han cobrado
especial relevancia en los ultimos afios debido a sus funciones como moléculas de sefalizacion

capaces de sensar el estado redox celular (Serrato y col., 2013).

Estudios realizados con mutantes de TRX que forman uniones disulfuro con las proteinas
blanco pero son deficientes en la reaccion completa quedando unidas covalentemente, han
permitido la identificacion de los sustratos celulares de algunas TRX. Por ejemplo, se ha
encontrado que TRX citosélicas de Arabidopsis tienen como blanco a proteinas antioxidantes,
proteinas que intervienen en la sintesis proteica, en la degradaciéon proteica (subunidad
regulatoria del 26S), y varias enzimas metabdlicas asi como chaperonas cloroplasticas

|ll

(Yamazaki y col., 2004). Estas interacciones destacan la importancia del “cross-talk” en el
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mantenimiento de la homeostasis celular, y representan posibles e importantes blancos
celulares de una infeccidn por parte de los virus. En particular, un trabajo reciente demostré
que lineas mutantes de A. thaliana deficientes en una tiorredoxina reductasa C dependiente
de NADPH cloroplastica (NTRC), que posee tanto el dominio tiorredoxina como el dominio
reductasa, presentan enanismo. De manera interesante, demostraron que este retraso en el
crecimiento no se debe mayoritariamente a la acumulacién de especies reactivas del oxigeno
sino que la causa principal es una deficiencia en la acumulacién de almiddn en hojas (Lepisto y
col., 2013). Tanto las vias de sintesis como de degradacion de almiddn involucran enzimas que
se encuentran reguladas segun el estado redox en cloroplastos (Kotting y col., 2010). En ese
trabajo determinaron por Y2H que la tiorredoxina NTRC interactua con la enzima ADP-glucosa-
pirofosforilasa, clave en la sintesis de almidéon (Lepisto y col.,, 2013). De manera
complementaria, en otro trabajo publicado en el afio 2013 se encontrd que la sobreexpresion
de las tiorredoxinas f y m en plantas de tabaco provoca incrementos de hasta 700% en los
niveles de acumulacién de almidén en hojas, junto con un aumento en los niveles de azucares
y aumento de la biomasa en hojas. Estos resultados muestran que las tiorredoxinas son
reguladores del metabolismo fotosintético de carbono en plantas (Sanz-Barrio y col., 2013).
Estas evidencias son relevantes dado que como se mencioné en la Introduccién, el MRCV
provoca enanismo y una marcada alteraccion en los cloroplastos (Arneodo y col., 2002b) pero
por otra parte causa también un aumento en la concentracion de almidén en tejidos foliares
(Di Feo, 2010). Esto ultimo podria deberse a que la infeccidén provoca el colapso del sistema
vascular impidiendo el transporte de hidratos de carbono de la fuente (hoja) a destino, y

provocando por lo tanto su acumulacion en hojas.

Respecto del rol de las TRX en la interaccion hospedante-patdgeno, se encontrd en tomate una
tiorredoxina (CITRX) capaz de interactuar con la proteina de resistencia Cf-9. De manera
interesante, CITRX modula negativamente la respuesta de defensa, ya que se observd que su
silenciamiento inducido por VIGS resulta en una respuesta hipersensible acelerada, que induce
la acumulacién de especies reactivas del oxigeno, la alteracion de actividades de quinasas vy la
induccion de genes de defensa. Asimismo, el silenciamiento de CITRX en un tomate susceptible
resulta en resistencia frente a hongos. De esta forma CITRX modularia negativamente la

respuesta de defensa (Rivas y col., 2004).

Las interacciones encontradas en esta Tesis resultan de gran relevancia y abren nuevos rumbos
en la investigacion de la interaccion MRCV-hospedante. Serd importante caracterizar las “TRX-

like” de trigo identificadas, en cuanto a su localizacién subcelular, ensayar su actividad como
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tiorredoxinas, asi como identificar el agente que las reduce luego de que hayan reducido al
sustrato. Este es usualmente NADPH a través de la via NADPH-tiorredoxin reductasa (NTR), o
una tiorredoxin-reductasa dependiente de ferredoxina (Fdx, sistema ferredoxin-tiorredoxin-

reductasa, FTR; Nikkanen y Rintamaki, 2014).

A su vez, aun resta determinar la naturaleza de la interaccién “TRX-like” con P6 de MRCV. P6
podria ser sustrato de las “TRX-like” identificadas, de forma que las funciones de P6, su
capacidad de unir otras proteinas o bien su estabilidad se encuentren reguladas mediante
cambios estructurales producidos por la reduccion de puentes disulfuro por parte de las “TRX-
like”. También es posible que la interaccion de “TRX-like”/P6 redirija las tiorredoxinas hacia los
viroplasmas donde éstas podrian actuar reduciendo otras proteinas (virales o del hospedante)
gue puedan cumplir funciones durante la replicacion o ensamblado viral. Por otra parte,
teniendo en cuenta que uno de los sintomas principales del Mal de Rio Cuarto es el enanismo,
se podria especular que la interaccion de P6 con las tiorredoxinas identificadas en este trabajo
de Tesis podria desencadenar dicho sintoma. En cuanto a la alteracion de los cloroplastos en
células de la vaina de trigo y cebada infectadas por MRCV (Arneodo y col., 2002b; Figura 1.5),

esto se podria deber a un desbalance oxidativo en las células infectadas.

En conjunto, los resultados de este Capitulo destacan la importancia del uso de Y2H para
detectar proteinas del hospedante que puedan cumplir importantes roles en el ciclo infectivo y
que tienen la potencialidad de servir como blanco de estrategias biotecnoldgicas que permitan

lograr la resistencia frente a patdgenos o atemperar los efectos de la enfermedad.

En cuanto al uso de la técnica de Y2H, esta ha sido ampliamente utilizada para estudiar
interacciones a escala gendmica, principalmente porque permite un manejo sencillo de las
levaduras, favorecido por la obtencién de cotransformantes por apareamiento de cepas
haploides asi como por la aplicacién de la tecnologia Gateway en la obtenciéon de las
colecciones de clones. Por estos motivos es que la mayoria de los relevamientos a gran escala
de interacciones intra-virus o virus-hospedante publicados se han basado en esta técnica
(Bailer y Haas, 2009). Al basarse en la localizacién nuclear de un sistema reportero
transcripcional, el Y2H se encuentra limitado para el andlisis de activadores transcripcionales y
de proteinas de membrana. Sin embargo, a pesar de que la evaluacién de una interaccion
depende de que las proteinas en estudio se localicen en el nucleo de las levaduras, no se ha
observado un sesgo en cuanto a los resultados con proteinas nucleares o no nucleares (Brauny
col., 2009). Una de las principales desventajas de los relevamientos por Y2H a gran escala es

que presenta una baja cobertura de las interacciones analizadas, hecho que se debe
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principalmente a una baja sensibilidad, y no tanto a una baja especificidad de las interacciones
detectadas (Yu y col., 2008). En particular, analisis en paralelo de varias técnicas sugieren que
el uso del Y2H no resulta en la obtencidon de mas falsos positivos que el resto de las técnicas
empleadas para evaluar interacciones binarias (Cusick y col., 2009). Esto avala la eleccién de
esta técnica y destaca la necesidad de complementar los andlisis de interactomas con otras

metodologias.
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CAPITULO IV

Analisis de la estabilidad de P6 y P9-1
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Analisis de la estabilidad de P6 y P9-1

Como se explicd en el Capitulo |, a lo largo de este trabajo de Tesis se encontraron dificultades
al intentar expresar transitoriamente las proteinas de MRCV P6 y P9-1 en plantas mediante
agroinfiltracién de hojas de N. benthamiana. Los niveles de acumulacién proteica para P6 y P9-
1 no resultaron suficientes como para permitir la confirmacién de las interacciones
encontradas por BiFC o colP en los casos de las interacciones P6/P6, P6/P9-1 y P9-2/P9-2
detectadas por Y2H en el Capitulo |, asi como de las interacciones con proteinas de trigo
encontradas en los relevamientos de la biblioteca de ADNc en el Capitulo Ill. Estudios previos
de nuestro laboratorio muestran que el indice de uso de codones de las secuencias
codificantes para P6 y P9-1 en N. benthamiana, maiz y chicharritas es similar, indicando que la
baja expresion de las proteinas de MRCV no parece deberse a diferencias entre los codones de
uso frecuente para sus hospedantes naturales y para N. benthamiana (Mongelli, 2010). Estos
resultados nos condujeron a la busqueda de posibles sefiales de degradacién en P6 y P9-1 que

pudieran explicar los bajos niveles de acumulacién encontrados para ambas proteinas.

Busqueda e identificacidon de seiiales de degradacidon en las proteinas codificadas por

el MRCV

Para determinar si las proteinas codificadas por el MRCV poseen motivos de degradacién de
tipo PEST, se  utiliz6 el algoritmo ePESTfind (emboss.bioinformatics.nl/cgi-
bin/emboss/epestfind). El mismo identifica motivos PEST potenciales dentro de una secuencia
proteica y les asigna un puntaje de confianza a la prediccién: cuanto mayor es el puntaje por
encima de un valor umbral (+5,0) a partir del cual el programa asume que el motivo PEST
podria poseer un interés bioldgico relevante, mayor es la probabilidad de que una proteina sea
degradada via el motivo PEST potencial en células eucaridticas. El algoritmo reconoce regiones
hidrofilicas con una alta abundancia relativa de los residuos prolina (P), acido glutdmico (E),

serina (S) y treonina (T).

Al analizar las secuencias proteicas de P6 y P9-1, ePESTfind predijo un motivo PEST potencial
de 20 aminoacidos en P6, con un puntaje PEST de 12,23, entre los residuos 28 y 49, y otro
motivo PEST potencial de 10 residuos en P9-1, con un puntaje PEST de 8,88, entre los residuos
142 a 153 de la secuencia (Figura 6.1). Es importante resaltar que de el resto de las proteinas

codificadas por el virus de Mal de Rio Cuarto carecen de potenciales motivos PEST.
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Figura 6.1: Identificacion de posibles motivos PEST en las secuencias de P6 y P9-1. Se utilizé el algoritmo

PESTfind, y se identificaron posibles motivos PEST, que se marcan en amarillo.

Con el fin de comenzar a establecer la posible relevancia de estos motivos, se analizé a

continuacién su grado de conservacién entre las proteinas homdlogas de fijivirus.

Analisis de la conservacion de los potenciales motivos PEST en fijivirus

Se analizd la presencia de posibles motivos PEST en las proteinas homédlogas a P6 de los
fijivirus Rice black streaked dwarf virus [RBSDV, CAC84076.1, aislamiento Zhejiang, 44,8% de
identidad, (Distéfano y col., 2003)], Southern rice black streaked dwarf virus [SRBSDV,
CBH31257.1, aislamiento Hainan, 42,5% de identidad (Wang, 2010)], Fiji disease virus (FDV,
AF356083 1, 27,4% de identidad, y Nilaparvata lugens reovirus [NLRV, BAA08547.1,
porcentaje de identidad no detectable (Distéfano y col., 2003)] respecto de P6 de MRCV
(AAO73184.1). Para el analisis no se utilizé la contraparte del Maize rough dwarf virus (MRDV)
ya que no se encuentra disponible la secuencia completa del genoma de este virus. El
alineamiento multiple de secuencia se realizé con el programa AlignX (Figura 6.2), y se buscé la

presencia de motivos PEST potenciales con el programa ePESTfind.

Como ya se menciond, P6 es la proteina mas variable codificada por el genoma de MRCV
(44,8% de identidad con la proteina homdloga del virus mas cercano evolutivamente, RBSDV).
A pesar de ello, la presencia de motivos PEST potenciales en el extremo amino terminal, donde
esta predicha la regiéon desordenada en MRCV P6, se encuentra conservada para los cinco
fijivirus analizados (Figura 6.2). P6 de RBSDV posee dos potenciales motivos PEST, ambos
presentes en la regidn aminoterminal de la proteina. Uno de ellos comprende 14 aa entre los
residuos 62 y 77 con un valor PEST de 13,06 y otro comprende 13 aa entre los residuos 39 y 53
con un valor de prediccion PEST de 9,42. Al igual que el PEST predicho en MRCV P6, estos
motivos se identifican dentro de una regiéon de RBSDV P6 predicha como desordenada con el

algoritmo GlobPlot (resultados no mostrados). A su vez, P6 de SRBSDV posee tres potenciales
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PEST: uno de 35 aa entre los residuos 18 y 54 (valor PEST 6,81), otro de 17 aa entre los
residuos 448 y 466 (valor PEST 13,16) y finalmente un ultimo de 13 aa entre los residuos 655 y
669 (valor PEST 12,46). Por su parte, P6 de FDV posee tres potenciales PEST, el primero de 10
aa ubicado entre las posiciones 44 y 55 con un valor de prediccién PEST de 5,51, y dos en la
region central de la proteina: uno de 30 aa entre la posicién 486 y la 517 de valor PEST 8,35 y
otro de 28 aa entre los residuos 534 y 563 con valor PEST de 7,45. Por ultimo, P6 de NLRV

posee un motivo PEST potencial entre los residuos 1 a 31, con un valor PEST asignado de 5,15.

Figura 6.2 (Pagina siguiente): Andlisis de la conservacion de los potenciales motivos PEST entre MRCV
P6 (AAO73184.1) y sus homdlogas de RBSDV (CAC84076.1), SRBSDV (CBH31257.1), FDV (AAM00194.1) y
NLRV (BAA08547.1). El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las distintas P6 fue realizado
con el programa AlignX y las predicciones de los motivos PEST con el programa ePESTfind. Se muestra
recuadrado en rojo el motivo PEST predicho para MRCV P6, y en violeta los motivos PEST predichos para
las P6 de los otros fijivirus. Los residuos idénticos se muestran con letra roja y fondo amarillo; los
conservados en letra azul y fondo celeste; los que pertenecen a un mismo grupo funcional se muestran
en letra negra y fondo verde; los que son débilmente similares se muestran en letra verde y fondo

blanco y los que pertenecen a distintos grupos funcionales en letra negra con fondo blanco.
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De forma equivalente, se analizaron las secuencias de las P9-1 codificadas por el RBSDV
[CAC59968.1, aislamiento Zhejiang, 64,5% de identidad (Guzman y col., 2007)], SRBSDV
[ACC60252.1, aislamiento Hainan, 67,1% de identidad (Wang, 2010)], MRDV (AGB67522.1,
62,1% de identidad), FDV (AAD04815.1, 37,3% identidad), y NLRV [BAA08549, no presenta
identidad detectable (Guzman y col., 2007)] respecto de P9-1 de MRCV (ADD71691). Se realizé
un alineamiento multiple de secuencia por ClustalW con el programa AlignX (Figura 6.3) y se
muestra recuadrado en rojo el motivo PEST potencial de P9-1 de MRCV y en violeta los

motivos PEST predichos para el resto de las proteinas homdlogas.

La busqueda bioinformatica de motivos PEST en las secuencias de las P9-1 codificadas por
otros fijivirus con el programa ePESTfind indicé que P9-1 de RBSDV presenta un PEST potencial
de 13 aa comprendido entre los residuos 130 y 144 (valor PEST 19,31) y P9-1 de MRDV posee
un potencial PEST de 11 aa entre las posiciones 130 y 142 (valor PEST 15,32, Figura 6.3,
recuadrados en violeta). El programa ePESTfind no predijo la presencia de motivos PEST para

las P9-1 codificadas por SRBSDV, FDV y por NLRV.

En conjunto, estos resultados indican que la presencia de potenciales PEST en las proteinas
codificadas por los segmentos S6 y S9 de estos fijivirus se encuentra especialmente conservada
en P6, principalmente en la regidon aminoterminal, sugiriendo por lo tanto que la funcién de los
PEST seria necesaria para la regulacion de las distintas P6 del género Fijivirus. Por su parte, la
presencia de PEST potenciales en las P9-1 pareceria estar menos conservada, si bien la
ubicacién dentro de las secuencias aminoacidicas se conserva en dos especies ademas de
MRCV. También es interesante notar que el motivo PEST de P6 es mas grande (20 aa) y tiene

un puntaje PEST mayor (12,23) que el motivo PEST de P9-1 (10 aa y puntaje PEST 8,88).

Para determinar si las regiones PEST predichas en P6 y P9-1 son efectivamente funcionales, se
resolvié analizar la estabilidad de mutantes que no contienen estos motivos en plantas e

insectos.
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Figura 6.3: Andlisis de conservacién de los potenciales motivos PEST entre MRCV P9-1 (ADD71691) y sus
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proteinas homodlogas de RBSDV (CAC59968.1), SRBSDV (ACC60252.1), MRDV (AGB67522.1), FDV
(AAD04815.1) y NLRV (BAA08549). Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las distintas P9-1.
Se muestra recuadrado en rojo el motivo PEST predicho para MRCV P9-1, y en violeta los motivos PEST
predichos para las de los otros fijivirus. El alineamiento se realizaron con el programa AlignX y las
predicciones de los motivos PEST con el programa ePESTfind. Los residuos idénticos se muestran con
letra roja y fondo amarillo; los conservados en letra azul y fondo celeste; los que pertenecen a un mismo
grupo funcional se muestran en letra negra y fondo verde; los que son débilmente similares se muestran
en letra verde y fondo blanco y los que pertenecen a distintos grupos funcionales en letra negra con

fondo blanco.
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Analisis de la acumulacion de mutantes de P6 que carecen del motivo PEST en

plantas

Si la region aminoterminal de P6 predicha como desordenada que contiene el posible motivo
PEST afectara negativamente a la estabilidad de esta proteina, la ausencia de dicha region
podria resultar en un aumento en los niveles de acumulaciéon de P6. Como primer paso para
evaluar esta hipdtesis, se resolvid analizar la estabilidad de la mutante PEARD que carece de
los primeros 105 aa (obtenida en el Capitulo) luego de expresarla transitoriamente en hojas de
N. benthamiana. Para ello, se obtuvieron vectores capaces de expresar las fusiones cMyc:P6 y
cMyc:P6ARD en plantas mediante recombinacidn de los vectores de entrada pCR8/GW/TOPO
gue contienen P6 completa o la mutante P6ARD sin ATG y con STOP con el vector de destino
pEarleyGate203. Con dichas construcciones se transformé la cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens. Se infiltraron hojas de N. benthamiana con una mezcla de las agrobacterias
transformadas (o sin transformar para el control negativo denominado “GV3101” en el
esquema de la Figura 6.4 A), junto con agrobacterias capaces de expresar el supresor del PTGS
P19 del Tomato bushy stunt virus (TBSV) para evitar una baja expresién de las proteinas en
estudio por silenciamiento génico. Se agroinfiltré un disco por hoja de cada tratamiento
(cMyc:P6, cMyc:P6ARD o bacteria GV3101 sin transformar), 3 hojas por planta y 8 plantas en
total. A los 3 dias posagroinfiltracidon (d.pa.), se extrajeron proteinas del tejido agroinfiltrado, y
los 3 discos de cada tratamiento por planta se agruparon y procesaron juntos (n= 8). Las
proteinas se cuantificaron por Bradford, y se sometieron cantidades iguales de proteinas de
cada tratamiento a SDS-PAGE 10% y “Western blot” utilizando como anticuerpo primario anti-
cMyc. En la Figura 6.4 se muestra el esquema de agroinfiltracién implementado (Figura 6.4 A) y
los resultados del “Western blot” (Figura 6.4 B) para dos de las ocho plantas analizadas. En el
panel inferior se muestra la tincién de las proteinas transferidas con Rojo Ponceau que
demuestra una carga pareja por calle y la calidad de las proteinas extraidas. Como se puede
observar en la Figura 6.4 B, los niveles de acumulacién de cMyc:P6 (90 kDa) fueron casi
indetectables, mientras que para el caso de cMyc:P6ARD (78,4 kDa) se detecté una
acumulacidn baja. Estas diferencias no pudieron ser cuantificadas debido a que con los
programas de cuantificacién y procesamiento de imagenes como el Image) no se logrd

diferenciar bandas especificas tan tenues del fondo o “background”.
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Figura 6.4: Andlisis del efecto de la regién desordenada (RD) sobre la estabilidad de P6 en N.
benthamiana. A. Esquema de agroinfiltracion utilizado. B. Analisis de “Western blot”. Las cepas de

agrobacterias GV3101 llevando las distintas construcciones que se indican en el esquema o sin

600 s . .
transformar a una OD” = 0,8 fueron coinfiltradas en partes iguales con agrobacterias capaces de

600

expresar el supresor de silenciamiento P19 a una OD*®= 0,4 resultando las OD*® luego de la mezcla 0,4

y 0,2, respectivamente. A los 3 d.pa. se extrajeron proteinas totales y se sometieron a SDS-PAGE 10% y
“Western blot” utilizando un anticuerpo anti-cMyc hecho en ratén y revelando con el método de
fosfatasa alcalina. Las flechas negras indican el tamafio esperado para cMyc:P6 (90 kDa) y cMyc:P6ARD
(78,4 kDa), mientras que el asterisco y las flechas vacias muestran bandas especificas que aparecen solo

cuando se agroinfiltré con construcciones capaces de expresar P6ARD.

Por otra parte, para el caso de cMyc:P6ARD si bien su peso molecular estimado es de 78,4 kDa,
la banda de migracién correspondiente se detectd por encima de los 82,2 kDa. Ademas, se
observaron bandas especificas de mayor y menor peso molecular al esperado: una por encima
de los 181,8 kDa, una de aproximadamente 65 kDa y otra de aproximadamente 32 kDa. No se
puede descartar la posibilidad de que la banda mayor a 181,8 kDa corresponda a dimeros de
P6ARD. Si bien la electroforesis en gel de poliacrilamida fue realizada en condiciones
desnaturalizantes, y no es esperable encontrar dimeros unidos por uniones débiles no
covalentes, a menudo éstas se pueden detectar por SDS-PAGE (Maroniche y col., 2010). Por
otra parte, las bandas de menor peso molecular podrian corresponder a productos de
degradacion parcial. En todos los casos se asume que conservan la region aminoterminal de
P6ARD ya que el epitope cMyc se encuentra en esta regidn. Es interesante remarcar que las

tres bandas especificas que se detectaron para el caso de cMyc:P6ARD no fueron detectadas
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para cMyc:P6. Esto se podria deber a que la mayor acumulacion de cMyc:P6ARD dé lugar a una

mayor acumulacidn de posibles dimeros y productos de degradacién de esta proteina.

Estos resultados indican que la regidn aminoterminal de P6, predicha como desordenada,
favorece la inestabilidad de la proteina cuando es expresada por transitoriamente en N.
benthamiana, siendo que su ausencia promueve la acumulacién de mayores niveles de la
proteina viral. En base a estos resultados se propuso analizar la contribucién del motivo PEST

contenido en los primeros 49 aa en la estabilidad de P6 en plantas.

Analisis de la contribucién del motivo PEST predicho en la estabilidad de P6

Para poder analizar la contribucién especifica del motivo PEST predicho a la estabilidad de P6,
se obtuvo la mutante P6APEST, que carece de los primeros 49 residuos dentro de los cuales se
encuentra el PEST predicho (residuos 28 a 49). En primer lugar se evalud por Y2H si la mutante
APEST es funcional y conserva la capacidad de interaccidon con P6 y con P9-1. Como se muestra
en la Figura 6.5, P6APEST interactudé consigo misma y con P6 completa, asi como con P9-1,
indicando que la delecidn aminoterminal no afecta su capacidad de interaccion. Estos
resultados son esperables dados los resultados del analisis de la interaccién de la mutante

P6ARD (Figura 3.4 del Capitulo 1).
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Figura 6.5: Analisis de la interaccién de P6APEST consigo misma y con P9-1 por Y2H. A. Esquema de la
mutante P6APEST. En rojo se indica la posicién del PEST potencial (residuos 28 a 49) en P6 completa,
contenida dentro de la regidn predicha como desordenada (en negro, residuos 1 a 105). B. P6APEST
conserva su capacidad de interactuar consigo misma y con P6 y P9-1 por Y2H. Las levaduras doble
transformantes se seleccionaron en medio SD -Leu-Trp, y las interacciones fueron evaluadas creciendo a
las levaduras en medio SD -Leu-Trp-His a 28 °C por 5 a 10 dias. Control positivo: AD:T/BD:p53. Control
negativo: AD:T/BD asi como cada proteina fusionada al AD o BD sin su correspondiente par de

interaccion.

A continuacién se coinfiltraron hojas de N. benthamiana con agrobacterias GV3101 capaces de
expresar las proteinas recombinantes cMyc:P6, cMyc:P6APEST o sin transformar, junto con
agrobacterias capaces de expresar el supresor del silenciamiento P19. Se agroinfiltré un disco
de cada tratamiento por hoja, 3 hojas por planta, 8 plantas en total. A los 2 d.pa se colectaron
de manera conjunta los 3 discos de cada tratamiento por planta (n=8), se extrajeron proteinas
totales, se cuantificaron por Bradford, y cantidades iguales de cada tratamiento fueron
sometidas a SDS-PAGE 10% y “Western blot” utilizando como anticuerpo primario anti-cMyc.
En la Figura 6.6 se muestran los resultados para dos de las ocho plantas analizadas (Figura 6.6
A) y la cuantificacidon por Image J de la intensidad de las bandas del “Western blot” para
cMyc:P6 y cMyc:P6APEST (84,4 kDa) relativo a la tincion de Rojo Ponceau seguido de la
cuantificacion de las bandas y su andlisis estadistico utilizando la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis (p significativo <0,05, n= 8, Figura 6.6 B).
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Figura 6.6: Analisis del efecto de la region predicha como PEST sobre la estabilidad de P6 en N.
benthamiana por “Western blot”. A. Las cepas de agrobacterias llevando las distintas construcciones (o
GV3101 sin transformar como control, todas a una 0D*®= 0,8) fueron coinfiltradas en partes iguales con
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agrobacterias capaces de expresar el supresor de silenciamiento P19 (OD™ = 0,4) resultando las oD*®

luego de la mezcla 0,4 y 0,2, respectivamente. A los 2 d.pa. se extrajeron proteinas totales y se
sometieron a SDS-PAGE y “Western blot” utilizando un anticuerpo anti-cMyc y revelando con el método
de fosfatasa alcalina. Las flechas negras indican el tamafio esperado para cMyc:P6 (90 kDa) y
cMyc:P6APEST (84,4 kDa), mientras que las flechas vacias muestran bandas especificas que aparecen
solo cuando se agroinfiltré con la version delecionada de P6. B. Cuantificacidn de las intensidades de las
bandas detectadas para cMyc:P6 y cMyc:P6APEST de las 8 plantas analizadas por “Western blot” con el
programa Imagel. Las intensidades se normalizaron respecto a la intensidad de la tincidn de proteinas
totales por Rojo Ponceau, y su significancia estadistica se determind mediante analisis no paramétrico

de Kruskal Wallis. A y B indican diferencias significativas (p-valor< 0,05). UA: unidades arbitrarias.

Como se puede observar en la Figura 6.6, la ausencia de los primeros 49 residuos produjo un
aumento significativo en la acumulacién de P6APEST (p-valor=0,003) respecto de P6, siendo la
acumulacién de la proteina completa muy baja, en ocasiones apenas detectable mediante
“Western blot”. Por otra parte, tal como habia sido observado al expresar cMyc:P6ARD por
agroinfiltracidn, cMyc:P6APEST presenté dos bandas especificas de menor peso molecular -una
de alrededor de 72 kDa y otra de aproximadamente 42 kDa- (que se sefialan con una flecha

vacia en la Figura 6.6) que no son detectadas cuando se expresa P6 completa.

Para descartar que el aumento en los niveles de acumulacién de cMyc:P6APEST se pudiera

deber a una mayor acumulacién de su ARN mensajero respecto del de cMyc:P6, se extrajo ARN
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total de los tejidos agroinfiltrados, se obtuvo ADNc por retrotranscripcion y se cuantificaron
ambos ARNm por PCR en tiempo real (RT-gPCR, Figura 6.7). Se utilizd actina como gen de
referencia o “housekeeping”, ya que este gen se mantiene estable durante agroinfiltraciones

de hoja de N. benthamiana (Tesis Doctoral en curso de L. de Haro, resultados no publicados).
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Figura 6.7: Analisis de la acumulacion relativa de ARNm de cMyc:P6 y cMyc:P6APEST por PCR en tiempo
real. Expresién de cMyc:P6APEST relativo a los niveles de mensajero de cMyc:P6. Se analizaron 8
réplicas bioldgicas y 3 réplicas técnicas en cada caso y se utilizo el gen de actina como gen de referencia.
La significancia estadistica de las diferencias de Ct entre tratamientos fue calculada usando el test T de
Mann-Whitney incluido en el software Graphpad Prism 5 (diferencias significativas con un p-valor <

0,05).

Como se muestra en la Figura 6.7, no se detectaron diferencias significativas entre los niveles
de acumulacion de los ARNms que codifican para cMyc:P6 y cMyc:P6APEST que pudieran
explicar la mayor abundancia relativa de cMyc:P6APEST. En conjunto, estos resultados indican
que la regulacién de la acumulacion proteica de P6 ocurre a nivel postraduccional, y que la
delecién de los primeros 49 residuos en cMyc:P6APEST provoca la estabilizacion de la proteina
P6, lo que sugiere que el motivo PEST ubicado entre los residuos 28 y 49 de P6 es funcional. Es
interesante ademas notar que el motivo PEST se encuentra dentro de una regidén predicha
como desordenada. Los dominios intrinsecamente desordenados son regiones en una proteina
gue no adquieren una estructura conformacional definida y por lo tanto son flexibles (Linding y
col., 2003a). A menudo las regiones desordenadas contienen motivos lineales funcionales, asi
como sitios de modificaciones postraduccionales o de unién a ligandos especificos (Dunker y

col., 2002; Wright y Dyson, 1999).

Dado que el virus de Mal de Rio Cuarto es capaz de replicar en plantas y en insectos, es posible
que los motivos PEST sean regulados diferencialmente, resultando en cambios en Ia

acumulacién de P6 de acuerdo al hospedante en donde se exprese. Por ello se resolvid
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investigar si el motivo PEST de P6 interfiere con la estabilidad de esta proteina en un sistema

modelo de expresidon en insectos.

Analisis de estabilidad de P6 y P6APEST en células de insecto

Durante las Tesis de los Dres. Mongelli y Maroniche, nuestro grupo observé que en general, las
proteinas de MRCV se acumulaban transitoriamente en mayores niveles en células de insecto
Sf9 que en N. benthamiana. Esta diferencia de acumulacidn relativa en ambos hospedantes es
particularmente pronunciada para las proteinas P6 y P9-1 (Maroniche, 2011; Mongelli, 2010).
En base a esas observaciones, se propuso evaluar la estabilidad de P6 y el rol del PEST en
células de insecto no hospedante. Para ello se obtuvieron construcciones capaces de expresar
P6 y P6APEST en células Sf9 de Spodoptera frugiperda, mediante recombinacion del vector de
destino plB-V5/His-DEST con los vectores pCR8/GW/TOPO que contienen las secuencias
codificantes para P6 y PEBAPEST con ATG y sin STOP, a fin de obtener las fusiones P6:V5/6xHis y
P6APEST:V5/6xHis (denominadas de ahora en adelante “P6:V5” y “P6APEST:V5”). Estos
vectores permiten la expresion en Sf9 bajo el control del promotor constitutivo Op/E2 de la

multicapside del baculovirus de la polihedrosis nuclear Orgyia pseudotsugata (OpMNPV).

Se transfectaron monocapas de la linea celular Sf9 en 3 pocillos independientes para cada
tratamiento con las construcciones que dan lugar a P6:V5 (95,3 kDa) y P6APEST:V5 (89,1 kDa);
al cabo de 2 dias postransfeccidn se colectaron las células, se resuspendieron en buffer de
carga para SDS-PAGE 2X y se sometieron a SDS-PAGE 10% y “Western blot” utilizando como
anticuerpo primario anti-V5. Llamativamente se encontré que los niveles de acumulacién de
P6APEST:V5 fueron menores que los de P6:V5. Se detectaron ademas bandas de menor
tamafio (Figura 6.8 A, indicadas con asteriscos) que podrian ser productos de degradacién. Una
de dichas bandas (indicada con dos asteriscos) solo fue detectada para P6:V5 y no para
P6APEST:V5. Para descartar que las mismas pudieran ser resultado de reconocimiento
inespecifico por parte del anticuerpo (primario o secundario) se utilizd6 como control una
construcciéon capaz de expresar P9-1:V5 (44,3 kDa), para la cual solo se obtuvieron dos bandas
especificas para la fusion P9-1:V5 (Figura 6.8 B). La banda de menor peso molecular es mas
abundante y migra de acuerdo al tamafio esperado. La banda de mayor peso molecular
aparente habia sido detectada por nuestro grupo con anterioridad y probablemente sea el
resultado de algun tipo de modificacién postraduccional de P9-1:V5 (Maroniche, 2011). Por
otra parte, la definicion de las bandas de migracidon de P6:V5 y P6APEST:VS se vio afectada

posiblemente debido al alto contenido de ADN de alto peso molecular, ya que las muestras no
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fueron sonicadas previo a la siembra en el gel de poliacrilamida. Esto se evidencia también en

la tincién relativamente poco definida de las proteinas totales con rojo Ponceau.

Debido a que el epitope V5 utilizado en las construcciones para Sf9 se ubica en el extremo C-
terminal de P6, mientras que las construcciones utilizadas en las agroinfiltraciones presentan
el epitope cMyc en el extremo N-terminal, existe la posibilidad de que la posicidn del epitope
en P6 y P6APEST estuviera afectando la estabilidad de las construcciones. Por esta razon, se
decidié evaluar la estabilidad de P6 y P6APEST en Sf9 utilizando un epitope N-terminal. Para
ello, se amplificaron por PCR las fusiones cMyc:P6 y cMyc:P6APEST (con ATG y con STOP) a
partir de los vectores pEarleyGate203, se clonaron en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO, se
analizaron por secuenciacion y se recombinaron con el vector pIB-V5/His-DEST. De esta forma,
la presencia del codon STOP impide la traduccidn de los epitopes carboxiterminales V5/6xHis,

permitiendo asi la expresidon en Sf9 de las mismas fusiones utilizadas en plantas.
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Figura 6.8: Analisis del efecto de la region predicha como PEST sobre la estabilidad de P6 en células de
insecto Sf9 por “Western blot”. A. Se sembraron células Sf9 de Spodoptera frugiperda en placas de 6
pocillos hasta alcanzar una confluencia del 60-70%, se transfectaron las células de cada pocillo con 1 pg
de ADN plasmidico para expresar P6:V5 (95,3 kDa) o P6APEST:V5 (89,1 kDa) y se incubaron a 27 °C por
48 hs. Las muestras se analizaron por “Western blot” utilizando un anticuerpo comercial anti-V5 (hecho
en raton) y revelando con fosfatasa alcalina. Los asteriscos (*) indican bandas de menor peso molecular
y el doble asterisco (**) marca una banda que es especifica para P6:V5. B. Andlisis por “Western blot” de
células Sf9 transfectadas con la construccion P9-1:V5 (44,3 kDa) que muestra que las bandas marcadas

con asteriscos en A son especificas para P6:V5 y P6APEST:V5.
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Se transfectaron células de insecto con las construcciones resultantes y se evaluaron los
niveles de acumulacién de las proteinas cMyc:P6 (90 kDa) y cMyc:P6APEST (84,4 kDa) por
“Western blot” utilizando como anticuerpo primario anti-cMyc. Las células transfectadas
fueron resuspendidas en buffer de carga para SDS-PAGE 2X y, a diferencia de las muestras
obtenidas para P6:V5 y P6APEST:V5, estas muestras fueron sonicadas en un bafio ultrasénico
para fragmentar el ADN celular. Adicionalmente, al momento de sembrar en gel, las muestras
se resuspendieron cuidadosamente utilizando una jeringa Hamilton con una aguja de 0,168
mm de didmetro interior, a fin de mejorar la definicion de la separacién electroforética. En la
Figura 6.9 se muestran los resultados del analisis por “Western blot” para dos eventos de
transfeccion independientes (placas 1y 2), en donde se observa el mismo resultado observado
para P6:V5 y P6APEST:V5: la versién completa de P6 se acumula en mayor nivel que la mutante
que carece del motivo PEST cuando se la expresa en células de insecto Sf9, de manera que este
resultado es independiente de la ubicacion N- o C-terminal del epitope en la proteina de
fusién. Es interesante destacar que se puede observar la presencia de una banda de migracién
mas lenta para cMyc:P6 y cMyc:P6APEST (se indican con flechas) que podria ser consecuencia
de algun tipo de modificacién postraduccional de P6 y P6APEST, y que esto no ocurre cuando

estas proteinas son expresadas en N. benthamiana (ver Figura 6.6).

Al igual que lo observado cuando se utilizd un epitope carboxiterminal, los resultados del
“Western blot” mostraron que cMyc:P6 se acumula en Sf9 en mayor cantidad que
cMyc:P6APEST, y presenta el mismo patrén de expresion relativa (P6 versus P6APEST) que
P6:V5 y P6APEST:VS5. Por su parte, se detectaron varias bandas de intensidad tenue y menor
peso molecular, pero que se deben a una reaccidn inespecifica del anticuerpo anti-cMyc, ya
que las mismas también son detectadas para Sf9 sin transfectar. Cabe mencionar que al
sonicar las muestras y pasar la muestra por una jeringa de 0,168 mm de didmetro de aguja, se
logro mejorar la definicion de las bandas detectadas. En conjunto, se demostré que la
presencia de un epitope carboxi o aminoterminal no afecta diferencialmente a los niveles de

expresion de P6 y PEAPEST cuando se las expresa en células de insecto Sf9.
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Figura 6.9: Andlisis del efecto de la posicidn aminoterminal del epitope cMyc sobre la estabilidad de P6 y
P6APEST en células de insecto Sf9 por “Western blot”. Se realizaron dos ensayos de transfeccion
independientes de células Sf9 (placas 1y 2) a 27 °C por 48 hs. Sf9: control sin transfectar. Las muestras
se analizaron por “Western blot” utilizando un anticuerpo comercial anti-cMyc y revelando con
fosfatasa alcalina. Con flechas se marca la presencia de una banda de mayor peso molecular aparente

por encima de las de cMyc:P6 y cMyc:P6APEST.

De manera importante, los resultados en Sf9 muestran ademas que P6 presenta un perfil de
acumulacidén opuesto al observado en N. benthamiana y permiten postular que las diferencias
entre los niveles de expresidon de P6 en plantas e insectos se podrian deber a una regulacion
diferencial de la acumulacién de esta proteina entre ambos sistemas modelos de los dos
hospedantes de MRCV: plantas e insectos. A menudo, los motivos PEST actian como sefiales
proteoliticas de degradacion condicionales, que pueden ser activadas por diversos
mecanismos (Rechsteiner y Rogers, 1996). Los resultados aqui presentados sugieren que
cuando P6 y su mutante APEST son expresadas en plantas, la ausencia del motivo PEST
estabiliza a P6, sugiriendo que el PEST es funcional en plantas, mientras que cuando son
expresadas en células de insecto, se observa el efecto opuesto, donde el PEST no pareceria ser
funcional. Es importante recordar que la mutante P6APEST carece de los primeros 49
aminodcidos que incluyen al PEST, pero es posible que los primeros 28 residuos (previos al

PEST) contengan alguna sefial para la regulacién de la estabilidad de P6 necesaria en insectos
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pero no en plantas. De manera interesante, la banda de mayor peso molecular aparente para
cMyc:P6 y cMyc:P6APEST detectada en Sf9 permite hipotetizar que estas proteinas estarian
siendo modificadas postraduccionalmente en insectos. Dichas modificaciones podrian
intervenir en los niveles de acumulacién diferenciales encontrados en N. benthamiana y en
Sf9. A su vez, esos cambios postraduccionales no ocurririan dentro del motivo PEST ya que se

observan tanto para P6 como para su mutante APEST.

La presencia de motivos PEST estd asociada a proteinas que poseen una vida media
extremadamente corta, y la principal via de degradacién de las mismas es la del sistema de
ubiquitina-proteasoma (Rechsteiner y Rogers, 1996). Por este motivo, se propuso a

continuacion analizar el rol del UPS en la estabilidad de P6.

Rol del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) en la estabilidad de P6 en plantas

Se propuso estudiar el rol del UPS en la estabilidad de P6 utilizando el inhibidor de proteasoma
MG132 (Goldberg, 2012). La hipdtesis de trabajo fue que si el UPS intervenia en la degradacion
diferencial de P6 mediada por el motivo PEST, la construcciéon cMyc:P6 expresada en plantas se
acumularia en mayores niveles en presencia de MG132. Por su parte, si la degradacién
estuviera mediada solamente por el motivo PEST, la acumulacidon de cMyc:P6APEST no deberia
verse afectada por la presencia de MG132. Para poner a prueba esta hipdtesis, se infiltraron
hojas de N. benthamiana con agrobacterias capaces de expresar las fusiones cMyc:P6 y
cMyc:P6APEST, junto con MG132 100 uM disuelto en DMSO al 0,1% o con DMSO al 0,1% como
control negativo. Se agroinfiltré un disco de cada tratamiento por hoja, 3 hojas por planta, 4
plantas en total. A los 2 d.pa. se colectaron de manera conjunta los 3 discos de cada
tratamiento por planta (n= 4), se extrajeron proteinas, se cuantificaron por Bradford, y se
sometieron cantidades iguales de proteinas de cada tratamiento a SDS-PAGE 10% y “Western
blot” utilizando como anticuerpo primario anti-cMyc. En la Figura 6.10 A se muestra el
esquema de agroinfiltracidn utilizado, y en la Figura 6.10 B los resultados del analisis por
“Western blot”. Para este ensayo no se utilizé el supresor del silenciamiento P19. En los
resultados se observa que cMyc:P6 se expresa en niveles apenas detectables, y que la
presencia de MG132 a una concentracion final de 100 uM produce un aumento leve en la
acumulacidon de dicha proteina. Por su parte, si bien su expresién también fue baja,
cMyc:P6APEST se acumuld en mayores niveles que cMyc:P6 vy la inhibicion del proteasoma por
MG132 condujo a mayor acumulacidn de la mutante P6APEST respecto del control con DMSO.

Si bien estos resultados no presentan significancia estadistica y a pesar de que no se evaluaron
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otras concentraciones de MG132, se observa que el motivo PEST contribuye a la estabilidad de
P6, ya que la presencia del inhibidor conduce a un aumento en los niveles de acumulacion
tanto de cMyc:P6 como de cMyc:P6APEST, sugiriendo que la estabilidad de P6 es regulada por
el UPS y que el motivo PEST no es la Unica sefial de degradacién, ya que en su ausencia, la

acumulacién de la mutante P6APEST es mayor cuando el proteasoma se encuentra inhibido.

En linea con esta hipdtesis, si P6 poseyera otras sefales de degradacidon ademas del PEST, las
mismas podrian estar involucradas en las diferencias de acumulacion de P6 y P6APEST

observadas en las expresiones en células de insecto Sf9.
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Figura 6.10: Analisis del efecto de inhibidor de proteasoma MG132 sobre la estabilidad de cMyc:P6 y
cMyc:P6APEST en N. benthamiana. A. Esquema de agroinfiltracion utilizado. B. Andlisis de “Western
blot”. Las cepas de agrobacterias llevando las distintas construcciones (0D*®= 0,8) fueron coinfiltradas
con el inhibidor de proteasoma MG132 en DMSO a una concentracion final de 100 uM, o solo con
DMSO (0,1%) como control. A los 2 d.pa. se extrajeron proteinas totales y se sometieron a SDS-PAGE y

“Western blot” utilizando un anticuerpo anti-cMyc y revelando con el método de fosfatasa alcalina.

Debido a que se postula que las proteinas que poseen motivos PEST son de alguna forma
reconocidas, ubiquitinadas y degradadas por el UPS (Rechsteiner y Rogers, 1996), se analizo la
secuencia de P6 con el programa UbPred, que predice la presencia de lisinas que puedan ser
potencialmente ubiquitinadas. Se encontré que de las 54 lisinas totales de P6, 3 fueron
predichas como posibles de ser ubiquitinadas con un alto grado de confianza, y 13 con un
grado medio de confianza. Si bien en este trabajo de Tesis no se analizd experimentalmente si
P6 es ubiqutinada, el proceso suele ser especifico para la proteina blanco de degradacion, y no
tanto para el sitio de ubiquitinacién: se ha observado para otras proteinas virales que en
ausencia de los sitios aceptores de Ub, las proteinas a ser degradadas pueden ser

ubiquitinadas en otras lisinas, logrando un efecto redundante (Camborde y col., 2010). En el
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futuro es importante estudiar si P6 es ubiqutinada asi como mapear las lisinas involucradas en

ese proceso.

Como se menciond en la Introduccidn, la fosforilacidon de las serinas y treoninas dentro de un
motivo PEST puede regular su activacion. Utilizando el predictor bioinformatico NetPhos 2.0 se
encontré que las 5 serinas y una de las 4 treoninas que estan presentes en el motivo PEST son
potencialmente fosforilables con grados de confianza de 0,71 para la treonina y entre 0,988 y
0,837 para las serinas, siendo 1 el mayor grado de confianza y 0,5 el umbral de confianza
(Figura 6.11). Resta evaluar en el futuro el rol potencial de la fosforilaciéon de las serinas y

treoninas del motivo PEST de P6 como posible regulador de su degradacion.
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Figura 6.11: Prediccidon de las serinas y treoninas que pueden ser potencialmente fosforiladas dentro del
motivo PEST de P6. La prediccidn se realizé con el programa NetPhos 2.0. Las serinas (S) y treoninas (T)

predichas con altos grados de confianza estan marcadas en negrita y subrayadas.

Por otra parte, también sera importante estudiar la existencia de otros sitios de fosforilacién
ubicados por fuera del PEST de P6, que puedan estar involucrados en los perfiles de

acumulacién opuestos observados en N. benthamiana y Sf9.

Analisis de la contribucién del motivo PEST predicho en la estabilidad de P9-1 de

MRCV en plantas

Para que un motivo PEST sea funcional, el mismo debe ser estructuralmente accesible para
que pueda ser reconocido por la maquinaria del UPS. Teniendo en cuenta la prediccion de la
estructura de MRCV P9-1 basada en el modelado por homologia con el servidor Phyre®, fue
posible predecir la ubicacion del potencial motivo PEST en la estructura, y de esta forma
obtener una aproximacion respecto de la accesibilidad del PEST para ser reconocido o
regulado. Como se muestra en la Figura 6.12, la estructura predicha de P9-1 donde los atomos
se representan como esferas (“space-filled model”), se puede observar que el motivo PEST
pareceria ser accesible. Ademas, si se tiene en cuenta la dinamica estructural de la proteina es
posible que bajo ciertas condiciones P9-1 pueda adoptar una conformacion tal que permita
exponer aun mas al motivo PEST. Por ejemplo es posible que la formacion de octameros de P9-

1 durante el establecimiento de los viroplasmas modifique la estructura conformacional de
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cada mondmero, exponiendo o protegiendo a los PEST. Por otra parte, se ha propuesto que los
motivos PEST tienden a tener una estructura conformacional flexible, y que debido a su
naturaleza hidrofilica, es factible que los mismos tiendan a estar expuestos en presencia de

solventes (Rechsteiner y Rogers, 1996).

Figura 6.12: Ubicacion del motivo PEST predicho en la estructura de MRCV P9-1 obtenida por modelado
por homologia. Los dtomos estan representados por esferas, y en color amarillo se indican los residuos

que conforman el motivo PEST predicho.

Analizando la secuencia con el predictor de sitios de fosforilacion NetPhos2.0, se encontré que
las tres serinas y una de las dos treoninas presentes en el PEST tienen un alto potencial de ser
fosforiladas (grado de confianza entre 0,933 y 0,979; Figura 6.13). Si bien en este trabajo de
Tesis no se caracterizd bioquimicamente si P9-1 es fosforilada ni cudles son los sitios
fosforilables, es importante continuar con estos estudios en el futuro para lograr una mejor

comprension de las caracteristicas moleculares de la proteina mayoritaria de viroplasma.

142 KTESTSSELPAK 153

Figura 6.13: Prediccidon de las serinas y treoninas que pueden ser potencialmente fosforiladas dentro del
motivo PEST de P9-1. La prediccidn se realizé con el programa NetPhos 2.0. Las serinas (S) y treoninas (T)

predichas estan marcadas en negrita y subrayadas.
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A continuacion, para evaluar la funcionalidad del motivo PEST en P9-1 ubicado entre los
residuos 142 a 153 de esta proteina, se construyd la mutante P9-1APEST que carece
precisamente de dichos residuos (Figura 6.14), se cloné en el vector de entrada
pCR8/GW/TOPO, se analizd su secuencia y se recombind en el vector de destino
pEarleyGate203 para obtener las fusiones a cMyc en el extremo aminoterminal. Luego, se
realizaron ensayos de agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana para expresar las fusiones
cMyc:P9-1, cMyc:P9-1APEST o con la cepa GV3101 sin transformar como control negativo,
junto con agrobacterias capaces de expresar P19, de acuerdo al mismo esquema utilizado para

P6 (ver Figura 6.4 A).

MRCV PS-1
(337aa; 39kDa)

MRCV P9-1APEST
(324aa; 37,7kDa) 3

Figura 6.14: Esquema de P9-1 y su mutante APEST. En celeste se indica la regién con el PEST predicho

(residuos 142 a 153), y en negro el “C-arm” carboxiterminal (residuos 313 a 337).

En la Figura 6.15 se muestra el resultado de un inmunoblot, en donde se puede observar que
los niveles de acumulacién de cMyc:P9-1APEST fueron significativamente mayores que los de
cMyc:P9-1 (p-valor< 0,05, n=3). Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos para
la expresidon de P6 en plantas y sugieren que el motivo PEST de P9-1 seria funcional ya que su

ausencia estabiliza a P9-1 favoreciendo su acumulacioén.
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Figura 6.15: Analisis del efecto de la region predicha como PEST sobre la estabilidad de P9-1 en N.
benthamiana por “Western blot”. A. Las cepas de agrobacterias llevando las distintas construcciones

(0D°®=0,8) fueron coinfiltradas en partes iguales con agrobacterias capaces de expresar el supresor de

600 600

silenciamiento P19 (OD”"=0,4) resultando las OD™" luego de la mezcla 0,4 y 0,2, respectivamente. A los
2 d.pa. se extrajeron proteinas totales y se sometieron a SDS-PAGE y “Western blot” utilizando un
anticuerpo anti-cMyc y revelando con el método de fosfatasa alcalina. Las flechas negras indican el
tamario esperado para cMyc:P9-1 (39 kDa) y cMyc:P9-1APEST (37,7 kDa), mientras que el asterisco (*)
muestra una banda inespecifica de mayor peso molecular presente en todos los tratamientos, incluso el
infiltrado con la cepa GV3101 sin transformar. B. Cuantificacion de las intensidades de las bandas
especificas detectadas para cMyc:P9-1 y cMyc:P9-1APEST por “Western blot” con el programa Imagel.
La cuantificacién se realizé relativizando la abundancia de cMyc:P9-1 o P9-1APEST respecto de la
abundancia de la banda inespecifica de mayor peso molecular (*) presente en todos los tratamientos, ya
que la tincién con Rojo Ponceau no presentd buena resolucion. El andlisis estadistico se llevé a cabo

mediante analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal Wallis. A y B indican diferencias significativas

(p<0,05). UA: unidades arbitrarias.

Analisis de la contribucién del motivo PEST predicho en la estabilidad de P9-1 de

MRCV en insectos

Tal como se realizé con P6, se propuso evaluar la estabilidad de P9-1 cuando es expresada en
células de insecto no hospedante. Para ello se obtuvieron construcciones capaces de expresar
P9-1 y P9-1APEST en células Sf9 mediante recombinacién del vector de destino pIB-V5/His-
DEST con los vectores pCR8/GW/TOPO que contienen las secuencias codificantes para P9-1y
P9-1APEST con ATG y sin STOP, a fin de obtener las fusiones P9-1:V5/6xHis y P9-
1APEST:V5/6xHis, denominadas de ahora en adelante “P9-1:V5” (44,32 kDa) y “P9-1APEST:V5”
(44,29 kDa). Se transfectaron monocapas de la linea celular Sf9 con dichas construcciones, vy al

cabo de 2 dias postransfeccion se colectaron las células, se resuspendieron en buffer de carga
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y se sometieron a SDS-PAGE 10% y “Western blot” utilizando como anticuerpo primario anti-

V5.

El resultado del “Western blot” se muestra en la Figura 6.16, donde se puede observar que la
acumulacién de P9-1:V5 es abundante. Por su parte, si bien los niveles de acumulacién de P9-
1APEST:V5 también son abundantes, resultaron levemente menores que los de P9-1:V5. Es
interesante destacar ademds que, como ya habia sido notado en la Figura 6.8 B para P9-1:V5,
se detectd que P9-1APEST:V5 también presenta una banda de migracion mas lenta (indicada
con una flecha en la Figura 6.16), que podria deberse a modificaciones postraduccionales. De
manera llamativa y al igual que lo que ocurria en P6, esas bandas no fueron detectables

cuando P9-1y su mutante APEST se expresaron en N. benthamiana (Figura 6.15).
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Figura 6.16: Andlisis del efecto de la regién predicha como PEST sobre la estabilidad de P9-1 en células
de insecto Sf9 por “Western blot”. A. Se sembraron células Sf9 en placas de 6 pocillos hasta alcanzar una
confluencia del 60-70%, se transfectaron las células de cada pocillo con 1 pg de ADN plasmidico para
expresar P9-1:V5 (44,32 kDa) y P9-1APEST:V5 (44,29) y se incubaron a 27 °C por 48 hs. Las muestras se
analizaron por “Western blot” utilizando un anticuerpo comercial anti-V5 y revelando con fosfatasa

alcalina.

A pesar de que los resultados no presentan significancia estadistica, se puede observar que
aunque la diferencia no es muy grande, hay una menor acumulacién de P9-1APEST:V5
respecto de P9-1:V5 cuando se las expresa en insectos. Es decir, al igual que lo observado para
P6, el motivo PEST parece ser funcional y provocar degradacién en plantas pero tener un
efecto opuesto en células de insectos reforzando la hipétesis de que la estabilidad de P6 y P9-1

es regulada diferencialmente en plantas e insectos, posiblemente mediante modificaciones
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postraduccionales que ocurren en Sf9 y no en N. benthamiana. Con respecto a P6, las
construcciones utilizadas no permitieron descartar la presencia de otras sefiales en los
residuos aminoterminales que puedan estar involucrados en la estabilidad de esta proteina en
Sf9, pero al estar el PEST ubicado en una regidon aminoterminal desordenada es muy factible
gue los efectos observados no se deban a cambios estructurales de la proteina completa en la
mutante P6APEST. En cuanto a P9-1, al estar el PEST ubicado en una regidon central, es posible
que los efectos observados se puedan deber a que la proteina P9-1APEST adquiere un
plegamiento inestable en insectos. Sin embargo, esto no fue observado en N. benthamiana,
por lo que se podria especular que la delecién del PEST en P9-1 favorece la inestabilidad

estructural en Sf9 pero no en N. benthamiana.

Para poder conocer en profundidad la dinamica de los viroplasmas sera necesario continuar
estudiando la estabilidad de las proteinas de viroplasma P6 y P9-1 asi como también
determinar si son afectadas por modificaciones postraduccionales en plantas e insectos. Es
interesante destacar que la fosforilacién cumple un importante rol en la regulacion de las
proteinas de viroplasma de rotavirus: la proteina NSP5 es rica en serinas y treoninas y tiene la
capacidad de ser hiperfosforilada por NSP2 y por VP2 (Contin y col., 2010; Criglar y col., 2014;
Eichwald y col., 2004; Torres-Vega y col., 2000). Ademas, recientemente se observé que NSP2
puede cambiar su localizacidn de “citoplasmatica” a “asociada a los viroplasmas” mediante la
interaccion con NSP5 en el estado hipofosforilado, luego de la cual ambas proteinas son

fosforiladas (Criglar y col., 2014).

Resulta evidente que P6 y P9-1 deben ser expresadas abundantemente en etapas tempranas
de una infeccidon por MRCV para que se formen los viroplasmas, independientemente de si el
hospedante es una planta o una chicharrita. Es posible que en etapas mas tardias de Ila
infeccidn su expresion disminuya o se detenga para dar lugar a la expresidon de proteinas
tardias. Si bien se desconoce cdmo podria estar regulado ese proceso, es factible que la
expresion de manera aislada (en ausencia de infeccién) y en un sistema no hospedante

propicie una desregulacién de la estabilidad de P6 y P9-1.
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CONCLUSIONES GENERALES






Conclusiones generales

Capitulo I: Andlisis de las interacciones de las proteinas de MRCV

v" La capacidad de P9-1 de formar dimeros y de interactuar con P6 refuerza otras
evidencias que indican que ante la infeccién con MRCV la formacidn de los viroplasmas
ocurre por multimerizacién de P9-1 y que la estructura resultante de esta interaccion
actia como una plataforma donde se concentran otras proteinas virales y del
hospedante que posiblemente intervienen en etapas claves del ciclo infectivo como
son la replicacion y el ensamblado de nuevas particulas virales. En particular, el
“brazo” C-terminal de P9-1 es necesario para la formacidn de dimeros y por lo tanto de
él dependeria la capacidad de multimerizar de P9-1.

IH

v La regidn de P6 que contiene un dominio “coiled-coil” estd involucrada en la capacidad
de interactuar con P9-1 y de formar dimeros de P6. Este resultado apoya la hipdtesis
de que P6 es una proteina minoritaria de los viroplasmas, capaz de “reclutar” otras
proteinas necesarias para su dinamica y funcidon (Maroniche, 2011; Maroniche y col.,

2012).

v' Lainteraccion P9-2/P9-2 identificada en este trabajo de Tesis sugiere que la formacién
de las protrusiones membranosas en Sf9 observadas por nuestro grupo (Maroniche y
col., 2012) ocurre por interaccion directa de P9-2 consigo misma. Este hallazgo es
relevante ya que esta proteina tendria un rol en el movimiento de célula a célula en

insectos (Maroniche, 2011; Maroniche y col., 2012).

v' La proteina no estructural P7-2 se comporta como un regulador transcripcional en
levaduras. Esto concuerda con evidencias previas que indican que es capaz de ingresar
ocasionalmente al nucleo celular tanto en Sf9 (Maroniche, 2011; Maroniche y col.,
2012) como en protoplastos de trigo (Saavedra Pons, 2012). Estos resultados son
relevantes porque P7-2 es un determinante de patogenicidad cuando es expresada en

plantas a partir de un PVX recombinante (Mongelli, 2010).
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Capitulo II: Analisis de la interaccion de proteinas del MRCV con proteinas candidato de

plantas e insectos

v' P7-2 se comporta como una proteina F-box capaz de interactuar con la proteina SKP1
del complejo E3 ligasa de plantas e insectos, lo que sugiere que P7-2 tiene la capacidad
de interferir con la via de ubiquitinacién y de degradacién de proteinas del

proteasoma.

Capitulo Ill: Identificacion de proteinas de trigo con capacidad de interaccion con las

proteinas mayoritaria y minoritaria del viroplasma de MRCV

v' La dindmica y funcién de los viroplasmas podria requerir de una aciltransferasa de
trigo de tipo BAHD dada su interaccién con P9-1. Dicha proteina intervendria en la
sintesis de lipidos y podria ser relevante para el movimiento intracelular de la progenie

viral.

v" P9-1 también interactia con una aldosa 1-epimerasa de trigo que tendria funcién de
glucosa-6-fosfato 1-epimerasa y posible localizacién en cloroplastos. Esta interaccién

podria estar ligada a una alteracidn en el metabolismo primario de azucares.

v' P6 es capaz de interactuar con dos posibles tiorredoxinas que contienen el motivo no
candénico WCRKC. Dicha interaccidon podria dar lugar a cambios en la estructura
conformacional de P6 por reduccién de sus puentes disulfuro y/o alterar la

sefializacion del estado redox celular mediada por las tiorredoxinas.

v" En cuanto a las técnicas implementadas durante este trabajo de Tesis, el doble hibrido
de levaduras resultd una herramienta Util y practica para la identificacion de
interacciones proteicas a gran escala pero que debe ser complementada utilizando
otras metodologias. Por su parte, la expresion transitoria de proteinas de MRCV por
agroinfiltracién de hojas de N. benthamiana no resulté una técnica adecuada, ya que
los niveles de expresién alcanzados no fueron suficientes para su deteccidn y andlisis

posteriores por microscopia confocal, “Western blot” o coinmunoprecipitacion.
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Capitulo IV: Analisis de la estabilidad de P6 y P9-1

v' A pesar de la baja expresidn detectada, los estudios de expresién en N. benthamiana
permitieron determinar que P6 y P9-1 poseen motivos PEST de degradacién via el UPS

que serian funcionales en plantas.

v La inhibicién del proteasoma con MG132 provoca una mayor acumulacion de P6 y de
P6APEST en N. benthamiana, indicando que el PEST de P6 detectado no seria el Unico

motivo que media la participacién del proteasoma en la estabilidad de esta proteina.

v" En células de insecto Sf9, y en contraposicidn a lo encontrado en N. benthamiana, la
ausencia del motivo PEST de P9-1y de los primeros 50 residuos que contienen el PEST

de P6, provoca la desestabilizacion de ambas proteinas.

v' La expresién transitoria tanto de P6 como de P9-1 en células de insectos da lugar a
bandas minoritarias de migracion mds lenta detectadas por “Western blot”, que
acompafian a las bandas de expresidn mayoritarias de ambas proteinas. Estas bandas
de menor peso molecular aparente no se observan cuando ambas proteinas son
expresadas transitoriamente en N. benthamiana y sugiere que las proteinas P9-1 y P6
de MRCV sufren modificaciones postraduccionales diferenciales en plantas e insectos.
Estas modificaciones podrian regular diferencialmente la estabilidad de P6 y P9-1 en

ambos sistemas de expresion.
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Perspectivas futuras

v Evaluar las interacciones entre las proteinas del MRCV encontradas por Y2H en un
sistema de expresidon en plantas alternativo al utilizado, preferentemente en
monocotileddneas. Asimismo, se propone evaluar las interacciones expresando las

proteinas en Sf9.

v" Profundizar en el andlisis de la estabilidad de P6 y P9-1 en plantas e insectos. Se
analizard la presencia de sefiales adicionales de degradacidn que puedan ser reguladas
diferencialmente en ambos hospedantes, y la ocurrencia de modificaciones

postraduccionales en P6y P9-1.

v’ Establecer el impacto bioldgico de las interacciones encontradas entre P6 y P9-1 con
proteinas de trigo en el ciclo infectivo de MRCV. Para ello se propone realizar una
caracterizacién bioquimica de las proteinas de trigo interactuantes mediante ensayos
bioquimicos de actividad enzimatica de las proteinas purificadas. Asimismo se propone
obtener mutantes nulos de los genes que codifican para estas proteinas a partir de una
poblaciéon de mutantes de trigo tretraploide (AABB) por TILLING que se encuentra
secuenciada y analizar sus caracteristicas fenotipicas asi como su comportamiento

frente a una infeccién por MRCV.

v Analizar en detalle la participacién del UPS en una infeccién por MRCV en cuanto a su
rol en la interaccion P7-2/SKP1 y en la estabilidad de P6 y P9-1 en plantas e insectos.
En particular se propone determinar si la caracteristica de P7-2 de ser un determinante
de patogenicidad depende o no de su interaccion con SKP1. Para ello se propone
evaluar la interaccién de P7-2 con SKP1 de N. benthamiana y si esta fuera positiva
analizar el efecto del silenciamiento de NbSKP1 por VIGS en una infeccién con PVX-P7-
2 versus PVX-GFP. Respecto de la estabilidad de P6 y P9-1, se propone evaluar el
efecto del inhibidor de proteasoma MG132 sobre la capacidad de multimerizacién de
P9-1 y de reclutar a P6 en transfecciones transitorias en Sf9. Asimismo, se propone

determinar si P6 y P9-1 son poliubiquitinadas en plantas e insectos.
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