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Estudio de la interaccion hospedante-patogeno 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 ademaés diversas gramineas como trigo, cebada,
avena y sorgo, dando lugar a sintomas severos. El genoma del MRCV est4 formado por diez
segmentos de ARN doble cadena (ARNdc) que codifican para trece proteinas. Durante el ciclo
de infeccion, el MRCV replica en cuerpos de inclusién citoplasmaticos virales denominados
viroplasmas, y nuestro grupo demostré 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 comprension 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 delecion y se encontré que la region
central de P6 con un posible doYlyl2 a02iSR-02it¢ S& ySOSal-il- LIFII- fI- iyiSil-00isy” 02ysigo
mismay 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 evaluo la interaccion 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 encontr6 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 caracterizacion 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 encontrd que P9-1 es capaz de
interactuar con una proteina con posible funcion de aldosa 1-epimerasa y otra con posible
funcion de aciltransferasa. Por su parte, P6 mostr6 interaccion con una posible tiorredoxina.
Dado que las proteinas identificadas intervienen en el metabolismo de la planta, se postula

que su interaccion con proteinas virales podria estar asociada con la generacién de sintomas.

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

PEST serian funcionales.

Si bien aln 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, monocotiledoneas, 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
P9-1.

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






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 (Lenardon 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). EI 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 sélo 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 infeccion. 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, Lenardén y col., 1985). Cuando la infeccion 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 mdltiples (Figura 1.1 C) con pocos o sin granos (Figura 1.1 D). Si
la infeccion se produce en los estadios més 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 transmision 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 transmision es persistente ya que el virus es capaz de replicar en el insecto
vector estableciendo una infeccion sistémica, y luego de un periodo de latencia de unos 17
dias, el insecto permanece infectivo durante toda su vida. La infeccion por MRCV en las

chicharritas es asintomaética 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 afio
mbcT L2l YISYolza RS - 138y0i- RS oE(Syalsy wizllf RSt Lb¢Imwi2 ZaHii2l /siR2614 {ly”
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
causo la pérdida de 55.000 de las 360.000 hectareas de maiz en la localidad de Rio Cuarto,
Cérdoba. En la campafia agricola 1996/97, la enfermedad caus6 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 afio 2004 el Mal de Rio Cuarto ya se habia
extendido en toda la zona maicera de Argentina, en donde afect6 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 epidemiol6gico, la zona endémica establecida inicialmente cubre una
extensa area del sur de la Provincia de Cordoba. Esta area de distribucion 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 demostro que el
alf RS wi2 /M2 Olwas fI- USIRIRI- (201€ RS fI- 02aS0KI- Sy T2y14 RSt 0Syii2n284iS RS fI-

provincia de Buenos Aires (Trenque Lauquen, Bolivar y General Villegas) y pérdidas severas en
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(Figura 1.2). También fue detectada la presencia del virus en lotes de maiz de las provincias de
Jujuy, Salta, Tucuman, Catamarca, Formosa, Corrientes, Misiones y San Luis (Laguna y col.,
2002).

Figura 1.2: Zona de produccion de maiz y distribucion del Mal de Rio Cuarto. Se muestra la distribucion
geografica de la zona productora de maiz en la Argentina (izquierda, verde) segin el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion, 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 disminuy6 hasta
circunscribirse solo a la zona endémica de Rio Cuarto en donde se detectaron altos niveles de
atague en las siembras de noviembre de 2005 (Avila, 2005), durante la campafia 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 delfacidos, que cuando se
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encuentran en habitats inestables, migran y son capaces de explorar nuevas areas. La
composicion de la poblacidn de chicharritas (macropteros, branquipteros, hembras o machos)
esta relacionada con la inestabilidad del habitat (Denno, 1978): los macropteros son mas
exitosos en moverse desde vegetacion de baja calidad a vegetacion de alta calidad. Por lo
tanto es posible que la combinacion 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 produccion de formas
extremadamente activas (de alas largas) aumentando la poblacion 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; Ornaghi y col., 1993).

La fecha de siembra del maiz resulta un factor clave ya que su eleccion puede definir
importantes diferencias en el rendimiento final. La fecha de siembra 6ptima 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 més

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 indculo inicial, la tasa o velocidad de incremento de la enfermedad y el tiempo de
exposicion 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 indculo inicial (Pérez
Fernandez y Lejarraga, 2005). Ademas, para reducir el impacto de la enfermedad se han
desarrollado técnicas de manejo del cultivo que estan basadas en el conocimiento de los
factores que influyen en la incidencia y severidad. La incidencia depende especialmente de la
superposicion 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, Lenardon
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 (Lenardon y col.,

1985; Lenardon 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
produccion 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
produccion 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
producciéon mundial de este cultivo ha tenido en los Ultimos diez afios un crecimiento del 50%
que se debe principalmente a la adopcion de nuevas tecnologias mas que al incremento del
area sembrada (Doménech, 2007). Por otra parte, la produccion de fuentes de energia
alternativas al petréleo como el bioetanol, el cual se produce fundamentalmente a partir de
cafia de azUcar 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 area 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 infeccion y al desarrollo de los sintomas que
dan lugar a pérdidas en la produccion resultan de gran importancia para identificar posibles

blancos especificos que permitan el control de la infeccion viral por métodos biotecnoldgicos.

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 morfolégicas de los virus pertenecientes a la familia Reoviridae,
las particulas virales tienen simetria icosahédrica y un diametro 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
Sedoreovirinael RS LN2&S0012ySa LIi2(SI01-4 2 ali2Sil-a¢ Sy t2a aSui0Sa RSt ygotS2 2 a021S¢ ami-fo
[IF OFJI- Y43 lyiSiyl- RS fl-a LIMIGOwE-a onIHSa 2 a020S¢ (1SyS dy” RMEY'Sli2 tylSlly2 RS
aproximadamente 50-60 nm y rodea un numero variable de segmentos gendémicos de ARNdc.
En la subfamilia Sedoreovirinae, al menos tres proteinas enziméaticamente activas estan unidas
a la superficie interna del virién por los vértices. Estas enzimas estén involucradas en la sintesis
de ARN y el 40I-LLIly3¢ 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
GOI-LILIY3E RSE TwbY GNIT & dzy1- KSBOI-al- 1jzS 1-01S fI- R26fS OIRSYI- RS 1w [1-4 SaLj0izt