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Estudio de la interacciéon hospedante-patégeno entre
el Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) y el deltacido
transmisor Delphacodes kuscheli

RESUMEN

El virus del Mal de Rio Cuarto (MRCV, Reoviridae, Fijivirus) causa la principal enfermedad
que afecta al maiz en la Argentina. Su genoma consiste en diez segmentos de ARN de doble
cadena (S1 a S10) que codifican para un total de trece proteinas. El virus es transmitido de
manera persistente y propagativa por insectos de la familia Delphacidae. Luego de adquirir el
virus, sélo una pequefia proporcion de los insectos vectores pueden transmitir la enfermedad
al alimentarse de plantas sanas. Se desconocen aun las bases moleculares de la transmisién de
MRCV y en general de las funciones que las proteinas virales cumplen durante la infeccion.

Para establecer si existe una correlacién entre la acumulacién viral y la transmisién, se
desarrolld un protocolo util para la cuantificacion de MRCV u otros ARN enddgenos en insectos
individuales mediante RT-qPCR. Se optimizaron los pasos a seguir desde el almacenamiento de
muestras hasta la cuantificacién viral. Debido a que la técnica de RT-gPCR requiere la previa
validacion de controles internos invariables en los tratamientos a estudiar, se seleccionaron,
clonaron y secuenciaron 7 genes de mantenimiento del delfacido transmisor Delphacodes
kuscheli y se evalud la estabilidad de su expresion durante la infeccion con MRCV. Se
determind que, de los 7 genes estudiados, el gen de la ubiquitina es el mas establemente
expresado y por lo tanto adecuado para ser utilizado como control interno de referencia. La
plataforma desarrollada no sélo permitird la cuantificacién precisa del titulo de MRCV en
individuos D. kuscheli, sino que ademas abre el camino a futuros estudios del cambio en la
expresion de genes enddgenos de los insectos infectados con MRCV. Esto permitira aportar
datos moleculares para lograr una compresion mas integral de la interaccion MRCV-delfacido

vector.

En paralelo, se decidid estudiar la funcidon que cumplen las proteinas de MRCV durante la
replicacion viral en el insecto expresandolas en células Sf9 (de insecto no hospedante) y se
analizé su localizacién subcelular por inmunofluorescencia y en células vivas. Se determind que
tanto las proteinas estructurales P3, P4 y P8 como la proteina no estructural P7-1, se
distribuyen en el nucleo y el citoplasma celular. Dado que el tamafo de estas proteinas excede
el limite permitido por el complejo del poro nuclear, los resultados sugieren que las mismas
serian transportadas activamente al nucleo celular. Asimismo, se observé que la proteina P5-2
se localiza exclusivamente en el nucleo. Es posible que estas proteinas de MRCV capaces de
ingresar al nucleo celular jueguen un rol en la regulacién transcripcional de las células del
hospedante. Se observé que la proteina P5-1 posee una distribucion citoplasmatica
heterogénea de aspecto granuloso y que dicha distribucién se torna homogénea en ausencia
del tripéptido carboxilo terminal TKF, el cual es un presunto motivo de unidn a proteinas PDZ o
de importacién a peroxisomas. Por otro lado, se determind que P6 forma grandes cumulos



perinucleares amorfos y es capaz de relocalizar parte de la tubulina celular a éstas
formaciones. Esto sugiere un posible rol para P6 en la formacion del material fibrilar que se
observa en células de insecto y planta infectadas con MRCV. La proteina P9-2 fue capaz de
localizar en la membrana plasmatica e indujo la formacién de filopodios membranosos en la
superficie de las células, por lo que esta proteina podria estar involucrada en el transporte del
virus a través de la membrana durante la infeccién del insecto vector. Por su lado, la proteina
de cdpside externa P10 fue capaz de localizar en el reticulo endoplasmatico y de colocalizar
completamente con tubulina, sugiriendo que el MRCV explota el sistema de secrecién vy el
citoesqueleto de tubulina para el ensamblado y/o transporte viral. Finalmente, P9-1 fue capaz
de formar inclusiones citoplasmaticas conspicuas similares a cuerpos de inclusion virales (VIBs)
o viroplasmas.

A continuacidn, se utilizaron algunas combinaciones de fusiones fluorescentes de proteinas
del MRCV para analizar su colocalizacidn subcelular. No se logré observar colocalizacién entre
la proteina P9-2 y P5-1, P7-1, P7-2, P9-1 o P10. Tampoco se observo colocalizacidn entre P9-1y
P10 o P5-2. Por otro lado, se determind que P6 colocaliza con P10, P9-1 y P7-2, indicando que
P6 podria cumplir algin rol en la formacion del viroplasma y/o reclutamiento de otras
proteinas a estas estructuras, asi como en el movimiento intracelular de los viriones.

Dado que la localizacion subcelular de P9-1 es similar a la distribucion caracteristica de las
proteinas mayoritarias de viroplasma de reovirus, decidimos estudiar mas en profundidad sus
propiedades funcionales y bioquimicas. Observamos que, al igual que otras proteinas
mayoritarias de viroplasmas de reovirus, P9-1 se auto asocia en complejos de alto peso
molecular al ser expresada en bacterias, auto interacciona in vivo localizadamente en los
cuerpos de inclusion que forma en células de insecto, tiene la capacidad de unir acidos
nucleicos de simple cadena, posee actividad ATPasa y alberga un dominio importante para la
formacion de cuerpos de inclusién en su mitad carboxilo terminal. Estos resultados indican que
P9-1 es el componente mayoritario de los viroplasmas y por lo tanto juega un rol fundamental
en la replicacion y ensamblado del MRCV en las células hospedantes.

Palabras claves: Vvirus del Mal de Rio Cuarto, reovirus, viroplasma, localizacién subcelular,

insecto vector.



Study of the host-pathogen interaction between Mal
de Rio Cuarto virus (MRCV) and its delphacid vector
Delphacodes kuscheli

ABSTRACT

Mal de Rio Cuarto virus (MRCV, Reoviridae, Fijivirus) causes the most important maize
disease in Argentina. lts genome consists of ten double-stranded RNA segments (S1 to S10)
that encode a total of thirteen proteins. The virus is persistently and propagatively transmitted
by planthoppers of the family Delphacidae. Planthoppers acquire the virus by feeding on
infected plants and after a 10 days latency period (during which the virus replicates and
moves) a small proportion of them become infective and can transmit the virus to healthy
plants. The molecular basis of the transmission and the general function of MRCV proteins
during infection are still unknown.

To establish whether the differences in transmission between individuals are due to
differences in viral accumulation, a protocol useful for quantification of MRCV or endogenous
RNAs in individual insects by RT-qgPCR was developed. The protocol steps, from the sample
storage to the viral quantification were optimized. Since the RT-gqPCR technique requires the
previous validation of invariable internal controls in the studied conditions, 7 housekeeping
genes from the planthopper vector Delphacodes kuscheli were selected, cloned, sequenced
and evaluated for their expression stability during MRCV infection. Out of the 7 studied genes,
the polyubiquitin gene was the most stably expressed and consequently the most reliable as a
reference internal control. The platform developed along this work will be useful for the
precise quantification of MRCV titers in individual D. kuscheli insects as well as for future gene
expression studies in MRCV infected delphacids.

In parallel, we studied the role of MRCV proteins during the insect viral infection by
expressing them in Sf9 non-host insect cells and analyzing their subcellular localization by
immunofluorescence and live imaging. We determined that the structural proteins P3, P4, and
P8, and the non-structural protein P7-1, are distributed in the nucleus and cytoplasm. Because
the size of these proteins exceeds the limits allowed by the nuclear pore complex, the results
suggests that they are actively transported to the cell nucleus. Likewise, we observed that P5-2
is located exclusively in the nucleus. Those MRCV proteins able to enter the cellular nucleus
may perhaps be involved in transcriptional regulation of the host genes. We also observed that
P5-1 displays a heterogeneous granular cytoplasmic distribution that turns into a
homogeneous localization when the C-terminal tripeptide TKF, which in turn is a putative PDZ
protein interaction motif and/or a peroxisomal import motif, is absent. On the other hand, it
was shown that P6 accumulates in big amorphous perinuclear inclusions, being able to re-
localize some of the cellular tubulin to these structures. This suggests that P6 might be
involved in the formation of the fibrillar material observed in MRCV-infected insect and plant
cells. The P9-2 protein was able to localize to the plasma membrane of cells and induced the



formation of superficial filopodia-like formations, suggesting that this protein might be
involved in the viral transport across the plasma membrane during the insect vector cells
infection. The putative outer capsid protein P10 was located in the endoplasmic reticulum and
completely co-localized with tubulin, suggesting that MRCV might also exploit the secretion
pathway and the microtubules cytoskeleton for assembly and/or viral transport. Finally, P9-1
was able to form conspicuous cytoplasmic VIB-like structures.

Next, some of the fluorescent fusions of MRCV proteins were used to analyze its subcellular
co-localization. We could not observe co-localization between P9-2 and P5-1, P7-1, P7-2, P9-1
or P10. Similarly, co-localization of P9-1 with P10 or P5-2 was not detected. On the other hand,
we showed that P6 co-localize with P10, P9-1 and P7-2, which suggests that P6 might play a
role in viroplasm formation and/or recruitment of other proteins to this structure as well as in

the viral intracellular movement.

Given that P9-1 subcellular localization is similar to the distribution characteristically
displayed by reovirus major viroplasm proteins, we carried out a more comprehensive study of
its functional and biochemical properties. We observed that, like other reoviral major
viroplasm proteins, P9-1 self-associates to form high molecular weight complexes when
expressed in bacteria, displays a localized in vivo self-interaction in the inclusion bodies formed
in insect cells, has the ability to bind single stranded nucleic acids, has ATPase activity and
contains an important domain for the formation of inclusion bodies at its C-terminal half.
These results suggest that P9-1 is the major component of viroplasms, and thus plays a
fundamental role in MRCV replication and assembly during the infection of host cells.

Keywords: Mal de Rio Cuarto virus, reovirus, viroplasm, subcelullar localization, insect

vector.



1. INTRODUCCION

1.1. El Mal de Rio Cuarto

El Mal de Rio Cuarto es una enfermedad que afecta a plantas de la familia de la gramineas y
es la principal causa de pérdidas econdmicas en la produccién de maiz (Zea mays) de nuestro
pais. La misma es causada por un virus llamado Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) que pertenece
al género Fijivirus de la familia Reoviridae y que es transmitido por la chicharrita Delphacodes
kuscheli Fennah (Distéfano y col.,, 2002; Laguna y col.,, 2002; Ornaghi y col., 1993; Remes
Lenicov y col., 1985). El MRCV presenta un amplio rango de hospedadores naturales ademas
del maiz; se lo ha encontrado infectando naturalmente especies de gramineas silvestres como
Digitaria sanguinallis L. o “pata de gallina” (Luisoni y col., 1973), Setaria verticillata (Klein,
1967), Sorghum halepense L. o “sorgo de Alepo” (Lenardén, Comunicacién personal),
Echinochloa colonum L., Eleusine indica L. o “cola de zorro” (Conci y col., 1992) y Cynodon
dactylon L. o “gramén” (Klein, 1967). En general estas especies son malezas del maiz y no sélo
constituyen un reservorio natural del virus sino que ademas favorecen el desarrollo del insecto
vector. Asimismo, el MRCV infecta naturalmente a otras gramineas cultivadas, como el trigo
(Triticum aestivum L.) (Rodriguez Pardina y col., 1998; Rodriguez Pardina y col., 1994), la avena
(Avena sativa L.)(Giménez Pecci y col., 1997), el sorgo (Giorda y col., 1993), el centeno (Secale
cereale), la grama rhodes (Chloris gayana) y el alpiste (Phalaris canariensis) (Truol y col., 2001).
Estudios llevados a cabo en las fluctuaciones poblacionales del insecto vector sobre las plantas
de maiz, otras gramineas cultivadas y malezas permitieron comprobar que en invierno la avena
y el trigo son el principal habitat en donde las poblaciones de D. kuscheli Fennah se desarrollan
para luego migrar al maiz (Dagoberto y col., 1985; Ornaghiy col., 1993).

La sintomatologia de la enfermedad en maiz depende fundamentalmente del estadio de
desarrollo de la planta en el momento de la infeccion de MRCV. Cuando la infeccidon ocurre en
la etapa de plantula, la altura final de la planta se ve notablemente reducida variando entre 20
y 60 cm (Figura A.A), las espigas muestran malformaciones y por lo general una necrosis que
comienza en el dpice del tallo causa la muerte de la planta. Si la infeccién se produce en los
estadios mas avanzados de desarrollo, la altura de las plantas adultas no supera los 120 cm, la
longitud de los entrenudos superiores se ve reducida y se observan otros sintomas como tallos
achatados, hojas superiores con la lamina foliar poco desarrollada, ocasionalmente cortadas
transversalmente o incluso reducidas a la vaina foliar (Figura A.B). En este caso, si bien las
espigas son numerosas (hasta ocho) presentan deformidades, son pequefas y generalmente
estériles (Figura A.C). En tercer lugar, las plantas que son infectadas hacia el final de su
desarrollo muestran una altura normal, sus hojas del tercio superior se encuentran
acartuchadas y erguidas, y sus mazorcas presentan escasa produccion de granos (Figuras A.D).
Como la sintomatologia es variada y en determinadas situaciones pueden presentarse dudas
acerca de su origen, se considera que las enaciones (proliferacién de tejidos en forma de
verruga) formadas en las nervaduras del envés de la hoja son el sintoma distintivo del “Mal de
Rio Cuarto” (Lenardon y col., 1985)(Figura A.E).



Figura A. Sintomatologia del Mal de Rio Cuarto en maiz e insecto vector.
Algunos de los sintomas consisten en plantas de tamafo severamente
reducido (A), tallos engrosados y chatos (B), plantas con espigas multiples y
pequefias (C), espigas con deficiencia en la formacidon de granos (D) y
enaciones sobre la nervadura en el envés de la hoja (E). También se muestra
una fotografia de una chicharrita Delphacodes kuscheli Fennah, vector del
MRCV (F).

El primer reporte de plantas de maiz con sintomas de la enfermedad fue realizado en el afio
1967 por miembros de la Agencia de Extension Rural del INTA-Rio Cuarto. Sin embargo, el Mal
de Rio Cuarto adquiridé por primera vez caracteristicas de epifitia durante la campafa 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 campania
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 afio 2004 el Mal de Rio Cuarto ya se habia extendido en toda la zona
maicera de Argentina, en donde afectd 1.000.000 de las 4.400.000 hectareas sembradas.

Figura B. Zona de produccion de maiz y distribucion del Mal de Rio Cuarto en el afio
2004. Se muestra la distribucion geogréfica de la zona productora de maiz en la Argentina
(izquierda, verde) segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacidn, y el
avance anual del Mal de Rio Cuarto hasta la campafia agricola 2002/2003 (Laguna y col.,
2003; Memoria institucional IFFIVE-INTA).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la zona endémica establecida inicialmente cubre
una extensa drea del sur de la Provincia de Cérdoba. Esta drea de distribucion se incrementé
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 y col., 2003; Laguna y col.,
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
ano 2004 demostrd 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 el norte de La Pampa, en el sur de Santa Fé y en el este-sudeste de la
provincia de Cérdoba (Figura B). También fue detectada la presencia del virus con diferentes
porcentajes de infeccion en lotes de maiz de las provincias de Jujuy, Salta, Tucumadn,
Catamarca, Formosa, Corrientes, Misiones y San Luis (Laguna y col., 2002).

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 (Avila, 2005), durante la campafia 2006/07 la
enfermedad se volvié a expandir a casi todas las zonas maiceras (Giménez Pecci y col., 2008a;
Giménez Pecci y col., 2008b; March y col., 2008)(Figura C)
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Figura C. Evolucion del drea de incidencia del Mal de Rio Cuarto. Se muestra la distribucién
geografica de las zonas afectadas por la enfermedad en las campafias 1981/82 (izquierda), 1996/97
(centro) y 2006/07 (derecha) y los diferentes grados de severidad (Informacién extraida del informe
del Departamento Técnico de Pioneer Argentina, 2007).

En la actualidad es posible controlar la enfermedad a través de la utilizacién de técnicas de
manejo del cultivo basadas en el conocimiento de los factores que influyen en su incidencia y
severidad (la edad en la cual la planta es infectada, el genotipo de la planta hospedante y
fundamentalmente las condiciones climaticas que favorecen el desarrollo del insecto vector).
La incidencia depende especialmente de la superposicion entre el periodo migratorio de la
chicharrita vector, la densidad poblacional de las mismas y el estadio de crecimiento de las
plantas de maiz dado que es mas susceptible durante las tres primeras semanas del cultivo
(Lenardon y col., 1985; Ornaghi y col., 1993). Una de las principales estrategias implementada
por los productores para el manejo de la enfermedad consiste en realizar una siembra
temprana para que las plantas de maiz estén lo suficientemente desarrolladas en el momento
del afio en el que la poblacidn de chicharritas es mas abundante en el campo (Lenardon y col.,
1985; March y col., 1995). Existen ademas hibridos de maiz que exhiben diferentes grados de
tolerancia al Mal de Rio Cuarto (Bonamico y col., 2006; Bonamico y col., 2005). Sin embargo, a
pesar de que la incidencia de la enfermedad puede ser atemperada empleando estos
cultivares, los mismos acumulan virus al ser infectados y la tolerancia se ve ampliamente
sobrepasada cuando la carga viral es alta. Ademads, estos hibridos de maiz tolerantes al MRCV
presentan menor productividad frente variedades con mayor rendimiento, lo que hace que su
implementacidn sea en ese sentido desventajosa.

Nuestro pais exporta anualmente alrededor de 15 millones de toneladas de maiz, siendo el
cuarto exportador mundial. Es fundamental, por lo tanto, mejorar el manejo de la enfermedad
mediante técnicas alternativas mas eficaces y/o que complementen a las ya desarrolladas. Con
este objetivo, nuestro grupo ha propuesto, desarrollado y patentado una estrategia de control
basada en desencadenar silenciamiento génico postranscripcional contra el MRCV en plantas
transgénicas de maiz mediante la sobreexpresién de secuencias derivadas del genoma viral
(del Vas y col., 2003). Para ello, en el marco de un Convenio de Vinculacién Tecnolégica con la
empresa BIOCERES, se construyeron vectores de expresion adecuados y se los empled para
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obtener plantas transgénicas de maiz y trigo en colaboracién con investigadores del Instituto
de Genética INTA-Castelar. Actualmente el proyecto se encuentra en etapas finales de
evaluacion a través de ensayos bioldgicos de desafio a campo.

1.2. El virus del Mal de Rio Cuarto y otros reovirus

1.2.1. La familia Reoviridae

La familia Reoviridae estd compuesta por dos subfamilias que incluyen 15 géneros (Informe
del Comité Internacional de Taxonomia de Virus, ICTV, 2009) cuyo rango de hospedantes en
conjunto abarca todos los reinos eucariotas. Dentro de esta familia, los virus pertenecientes a
los géneros Fijivirus, Phytoreovirus y Oryzavirus son capaces de infectar plantas e insectos
(Tabla A).

Con respecto a sus caracteristicas moleculares, el genoma de los reovirus esta compuesto
por 10 a 12 fragmentos ARN de doble cadena (ARNdc) dependiendo del género. Sus viriones,
no envueltos de 60-80 nm de didmetro y simetria icosahédrica, pueden estar compuestos por
una, dos o tres capsides concéntricas. La familia estd 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 nicleo o “core” viral.
El “core” tiene un didmetro de 50-60 nm y contiene en su interior una Unica copia de cada uno
de los segmentos gendmicos de ARNdc asociados a proteinas estructurales del virus. La cadena
positiva (codificante) de cada fragmento gendmico, que actia como ARN mensajero (ARNm),
tiene una estructura de tipo capuchdén o “cap” en su extremo 5  (“Cap type 1 structure”:
7mGpppN2’OmpNp....) y es probable que en algunos casos el extremo 5° terminal de la cadena
negativa (no codificante) se encuentre fosforilado. Unicamente una de las cadenas de cada
segmento gendmico es codificante y en general los segmentos son monocistrénicos, aunque
hay excepciones. Todos los segmentos contienen extremos 5" y 3" no codificantes (NC)
compuestos por una porcion de secuencia conservada dentro del género, seguida de
secuencias Unicas dentro de la especie para cada segmento genémico. Se ha propuesto que
estas secuencias especificas de cada segmento actuarian como senales de empaquetamiento
en el viridn. Los extremos 5" y 3" NC conservados de los ARNm de los reovirus presentan
regiones no continuas de bases complementarias que tienen la capacidad de formar una
estructura secundaria de mango de sartén 6 “panhandle” seguida por una horquilla 6 “stem
loop” y una cola en el extremo 3° NC formada por una porcidn no complementaria. La
distribucidn y organizacion de las estructuras secundarias mencionadas cumplen roles
regulatorios en procesos como la traduccidn, la replicacion gendmica y el empaquetamiento
viral. Por otro lado, existen indicios de que dentro de la particula viral, cada segmento existe
como un espiral compacto ubicado en los vértices del icosahedro junto con un complejo
proteico transcripcional implicado en la sintesis del ARNm a partir de los segmentos gendmicos
durante la replicacidn. Este complejo ejerce su actividad protegido dentro del “core” viral e
incluye enzimas con actividad de ARN polimerasa ARN dependiente (RpRd), NTPasa, helicasa,
guanilil transferasa (enzima que realiza el “capping” del ARNm viral) y transmetilasas.
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Tabla A. Subfamilias y géneros de la familia Reoviridae.

Familia Reoviridae

Género Especie tipo Hospedantes

o Cardoreovirus Eriocheir sinensis virus Cangrejos

g

= Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus Protozoos

(o)

q" .. . 7,

5 Orbivirus Bluetongue virus Vertebrados y artrépodos

o

()

‘r’; Phytoreovirus Wound tumor virus Plantas e insectos

S Rotavirus Rotavirus A Mamiferos y aves

5

A Seadornavirus Banna virus Mamiferos y mosquitos
Aquareovirus Aquareovirus A Peces y cefalépodos
Coltivirus Colorado thick fever virus Mamiferos e insectos

®

£ Cypovirus Cypovirus 1 Artropodos

3

o Dinovernavirus Aedes pseudoscutellaris reovirus Mosquitos

g

'g. Fijivirus Fiji disease virus Plantas e insectos

0 . .

E Idnoreovirus Idnoreovirus 1 Insectos

s . . .

2 Mycoreovirus Micoreovirus 1 Hongos

(%]
Orthoreovirus Mammalian orthoreovirus Vertebrados
Oryzavirus Rice ragged stunt virus Plantas e insectos

1.2.2. El ciclo replicativo de los reovirus

El ciclo de replicacién viral ocurre en el citoplasma y comienza con el ingreso del virus a las
células hospedantes mediante mecanismos que varian seguin el género. Una vez dentro de la
célula, los componentes de la cdpside externa se desprenden del virion para dar lugar a
particulas virales transcripcionalmente activas que inmediatamente comienzan a sintetizar los
ARNm virales y a 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 demas sustratos requeridos por la maquinaria transcripcional del
virus. Luego de esta etapa de transcripcién y traduccidon primaria, las proteinas virales
producidas forman macroestructuras citoplasmaticas de material electro denso denominadas
viroplasmas o cuerpos de inclusién virales (“viral inclusion bodies”- VIB) que funcionan como
fabricas virales e inician una segunda etapa de replicacion gendmica. Estas estructuras son
altamente dindmicas y estan compuestas por una o dos proteinas virales mayoritarias, ARN
viral y otras proteinas virales minoritarias o estructurales que formaran parte de la progenie
(Antczak yloklik, 1992; Brookes y col., 1993) y proteinas del citoesqueleto celular (Cabral-
Romero y Padilla-Noriega, 2006; Eaton y col., 1987; Parker y col., 2002). La mayor parte de los
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trabajos describiendo estas etapas se realizaron sobre reovirus de los géneros Rotavirus y
Orthoreovirus. Sin embargo, estudios pioneros de microscopia electréonica sobre células de
plantas e insectos infectados con diferentes Fijivirus han demostrado que su citopatologia es
similar a la del resto de los reovirus. Durante la infeccién se describieron viroplasmas de
material electrodenso (en ocasiones observado como inclusiones esféricas definidas y en otras
como amorfo y fibrilar) conteniendo en su interior ARN y particulas virales inmaduras, lo que
concuerda con su rol de zona de empaquetamiento y ensamblado de nuevos viriones con
ARNdc gendmico generado por la sintesis de la cadena negativa de ARN. Al contrario, en la
periferia de estas estructuras se observan los viriones maduros, que migran al resto del
citoplasma y se ubican esparcidos al azar (y asociados a material fibrilar), alineados dentro de
estructuras tubulares o dispuestos en grandes arreglos cristalinos (Bassi y Favali, 1972; Favali y
col., 1974; Francki y Grivell, 1972; Giannotti y Milne, 1977; Shikata y Kitagawa, 1977; Vidano,
1970). La citopatologia que produce el MRCV es en esencia la misma (Arneodo, 2003; Arneodo
y col., 2002b).

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 autointeraccidn, 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). Asimismo, recientemente se establecid que algunas de ellas
interactian con otras proteinas virales, principalmente estructurales, reclutandolas a los
viroplasmas para la replicacién y ensamblado viral (Broering y col., 2004; Contin y col., 2010;
Miller y col., 2010). Aun se desconoce hasta qué nivel estas caracteristicas comunes de las
proteinas mayoritarias de viroplasma de reovirus animales (Rotavirus, Orbivirus u
Orthoreovirus) son compartidas por las ortélogas de reovirus vegetales, cuya caracterizacion
funcional estd comparativamente retrasada.

Una vez producida la progenie viral, existen mecanismos especificos del hospedante
explotados por los virus para permitir el movimiento de los viriones. En el caso de hospedantes
vegetales, el virus se traslada a las células adyacentes a través de los plasmodesmos
(movimiento célula a célula) y posteriormente a toda la planta por los tubos cribosos del
sistema vascular floematico (Lucas, 2006; Scholthof, 2005). Los plasmodesmos son
comunicaciones entre células contiguas en forma de canales que atraviesan la pared celular y
comunican el citoplasma y el reticulo endoplasmatico de ambas células, 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 proteinas de movimiento
(MP) virales con capacidad de unién inespecifica al ARN/ADN viral que forman complejos
nucleoproteicos que son capaces de atravesar los plasmodesmos. Por otro lado, hay MPs que
inducen la formacién 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
gue auxilian el transporte intracelular de los complejos virales (explotando el citoesqueleto de
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la célula) hacia los plasmodesmos, causan el aumento del didmetro de los mismos y finalmente
asisten en el pasaje del virus a la célula vecina (Lucas, 2006; 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., 2010c), los mecanismos de movimiento especificos de los
reovirus vegetales en las plantas son aun desconocidos.

En cuanto al movimiento viral en células animales, éste depende de otros mecanismos. Los
reovirus de animales como los Rotavirus, los Orthoreovirus y los Orbivirus ingresan a las células
del hospedante por endocitosis luego de la unién a un receptor de membrana y, una vez
cumplido el ciclo replicativo, el egreso puede ocurrir por lisis celular (Guglielmi y col., 2006;
Gutierrez y col., 2010; Roy, 2008). En Rotavirus se ha descripto ademas un mecanismo de
egreso no litico en 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 dos otros dos géneros (y tal como ocurre con los reovirus
vegetales) son transmitidos por insectos, existe un mecanismo de egreso litico en células de
mamifero y otro no litico en las células del mosquito vector. Este ultimo requiere la accion de
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 cdpside externa VP2 y facilita el transporte de los
viriones hacia la membrana plasmatica y su egreso por brotacion (Roy, 2008). EIl movimiento
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,
pero no en las plantas, es llevado a cabo a través de estructuras tubulares que contienen
viriones maduros en su interior y que se observan durante la infeccién del virus en ambos
hospedantes. La proteina Pns10 es el componente mayoritario de dichas estructuras y es capaz
de formarlas espontdaneamente 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 dispersién del virus
(Wei y col., 2006a). La formacidon estas estructuras requiere de la asociacion de Pns10 al
sistema de endomembranas, mientras que su normal funcionamiento en la dispersién viral
utiliza la capacidad de elongacién 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 liberacion de los viriones del RGDV (otro Phytoreovirus) en células de insecto (Wei y col.,
2009). Este proceso no ha sido estudiado en los Fijivirus y los Oryzavirus.

1.2.3. 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 B 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
econémicamente 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 caracteristicas bioldgicas
interesantes:
e Poseen genoma de ARNdc segmentado y de gran tamafio.
e Su transmisidn depende exclusivamente de insectos vectores (no es posible transmitirlos
mecanicamente ni por semilla).
e Tienen la capacidad de replicar tanto en células de las plantas hospedantes como en las del
insecto vector.
e Generan severos sintomas en sus hospedantes vegetales, mientras que no producen
efectos citopaticos durante la infeccion del insecto vector.
e Generalmente se encuentran limitados al floema de la planta hospedante.
e Surango de hospedantes vegetales estd limitado casi exclusivamente a monocotileddneas.
Las diferencias de induccion de sintomas en ambos hospedantes llevaron a proponer que
los reovirus de plantas se han originado a partir de virus de insectos. Esta hipdtesis es
respaldada por la presencia del Nilaparvata lugens reovirus (NLRV) entre las especies del
género Fijivirus, el cual es un virus de insectos (Nault y Ammar, 1989). Es interesante notar
que, al igual de lo que pasa entre géneros de reovirus animales, es imposible detectar
homologia de secuencia a nivel aminoacidico entre las proteinas de los tres géneros de
reovirus que infectan plantas (Fijivirus, Phytoreovirus y Oryzavirus).

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

Reovirus vegetales

Género Especie Localizacion Hospedante Tropismo Insecto
(Nro. de segmentos) Acronimo geografica vegetal enlaplanta vector
Phytoreovirus Wound tumor virus N. América Dicotileddneas Floema
(12) WtV
Rice dwarf virus S.E. Asidtico Todos Cotorrita
RDV
Rice gall dwarf virus S.E. Asiatico
RGDV
Fifivirus Fiji disease virus Oceania
(10) FDV
Maize rough dwarf virus Europa
MRDV
Mal de Rio Cuarto virus S. América Monncoti‘leddneas
MRCY (gramineas)
Oat sterile dwarf virus N. vy centro de
ORDV Europa
Pangola stunt virus América central Floema
PSTV Australi - it
ustralia Chicha
Rice black streaked dwarf virus N.E. Asiatico
RBSDV
Southern rice black streaked dwarf virus S.E. Asidtica
RRBSDV
Garlic dwarf virus Europa
GDV
Oryzavirus Rice ragged stunt virus S.E. Asidtico
(10) RRSV Monocotileddneas
Echinochloa ragged stunt virus S.E. Asidtico G b
EGSV
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El género Fijivirus

Los miembros del género Fijivirus, asi como los del género Oryzavirus (ver siguiente
seccion), poseen genomas compuestos por 10 segmentos de ARNdc, viriones con doble capa
proteica de simetria icosahédrica, su rango de hospedantes vegetales abarca exclusivamente
monocotiledéneas y son transmitidos por chicharritas o “planthoppers” de la familia
Delphacidae incluida dentro de la superfamilia Fulgoroidea del suborden Auchenorrhyncha.

El género Fijivirus contiene hasta el momento 8 especies: Fiji disease virus (FDV), 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), Southern rice black
streaked dwarf virus (SRBSDV), Garlic dwarf virus (GDV) y Nilaparvata lugens reovirus (NLRV).
Los miembros de este género causan enfermedades econdmicamente relevantes en cafia de
azucar (FDV en Australia), arroz (RBSDV 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; Lenarddn y col., 1998; Zhang y col., 2008b). La mayoria de los fijivirus replican en células
del floema de plantas de la familia Gramineae (FDV, MRDV, MRCV, OSDV, PaSV, RBSDV y
SRBSDV) ¢ Liliaceae (GDV). Estos virus producen hipertrofia en los tejidos floematicos (que
incluye expansion y multiplicacion celular) que da lugar a la formacion de un sintoma
caracteristico denominado enaciéon en la cara abaxial de las hojas. Ademas en general
producen enanismo y supresién de la floracién y formacion de semillas. Por otro lado, el NLRV
replica Unicamente en el insecto Nilaparvata lugens (de donde fue aislado originalmente)
produciendo una infeccion asintomatica, aunque el virus es también capaz de permanecer y
moverse por los tejidos vasculares de plantas de arroz. Estas plantas viruliferas actuan como el
reservorio natural del NLRV ya que el virus se transmite a las chicharritas N. lugens sanas que
se alimenta de sus fluidos floematicos y xilematicos. Debido a esto, se postula que el NLRV es
un antecesor de los fijivirus que no adquirié la capacidad de replicar en plantas (Nakashima 'y
Noda, 1995).

El genoma de los fijivirus esta compuesto por 10 segmentos de ARNdc que se denominan
S1 a S10 segun su movilidad electroforética. Actualmente estan completamente secuenciados
los genomas del MRCV (Distéfano y col., 2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005;
Guzman, 2005), del FDV (McQualter y col., 2004; McQualter y col., 2003), del RBSDV y SRBSDV
(Wang y col., 2003; Zhang y col., 2001a; Zhang y col., 2001b), y del NLRV (Nakashima y col.,
1996). Ademas, se dispone de secuencias parciales de los genomas del OSDV y del MRDV
(Isogai y col.,, 1998b; Marzachi y col., 1996; Marzachi y col., 1991). Todos los fijivirus
secuenciados comparten 3 segmentos gendmicos biscistronicos (S5, S7 y S9 en el caso del
MRCV), con excepcién del NLRV que sélo posee dos segmentos biscistréonicos. Dos de estos
segmentos (MRCV S7 y S9) poseen dos marcos abiertos de lecturas u ORFs no superpuestos
separados por una regién intergénica. Se desconoce el mecanismo de expresidon de los
segundos ORF de estos dos segmentos y sus productos no han podido ser detectados
mediante el uso de antisueros policlonales (lsogai y col.,, 1998a). El tercer segmento
biscistrénico (MRCV S5) contiene un ORF principal grande y un segundo ORF mas pequefo
ubicado en el extremo 3’ del segmento y parcialmente solapado con el primero pero en un
marco de lectura diferente. Si bien la expresion de este segundo ORF durante la infeccidon no
ha podido ser demostrada experimentalmente, un analisis bioinformatico realizado
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recientemente indicé que este ORF tiene una significativa capacidad codificante que sugiere
que la proteina codificada por el mismo (P5-2) seria funcional (Firth y Atkins, 2009).
Adicionalmente, estos autores propusieron tres mecanismos posibles para la expresion de este
ORF: a) la utilizacion de una sitio de entrada del ribosoma (IRES) interno que permita la
traduccion del ORF de manera independiente, b) el salto de marco de lectura del ribosoma o
“frameshift” desde el marco de lectura del primer ORF al del segundo ORF produciendo una
proteina de fusién, o c) mediante el desvio del ribosoma o “shunting” que permitiria el salteo
de la mayor parte del segmento para iniciar la traduccién en el coddn de inicio del segundo
ORF. Notablemente, este tercer mecanismo es el responsable de la expresiéon del tercer ORF
de un segmento tricistronico en una especie de Orthoreovirus (Racine y col., 2007).

Las particulas virales de los fijivirus son icosahédricas y estan 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 compuesto por una proteina mayoritaria y por otra minoritaria que se
encuentra en los vértices del icosahedro formando espiculas de tipo B, mientras que la capside
externa esta formada por una proteina mayoritaria y por una minoritaria que conforma las
espiculas de tipo A ubicadas en los vértices del virion. 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
gendémicos de las especies de fijivirus, en muchos casos se han asignado funciones a las
proteinas comparandolas con sus homdlogas de otra especie del género (Tabla C). El trabajo
previo de nuestro grupo demostré que el MRCV constituye una especie independiente dentro
del género de los Fijivirus y que su genoma esta compuesto por 10 segmentos de ARNdc (S1 a
$10) 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) (Distéfano y col., 2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005;
Guzman, 2005; Mongelli, 2010). El andlisis de purificaciones virales de MRCV a partir de
plantas de maiz infectadas demostré que el virus codifica para al menos 5 proteinas
estructurales cuya probable identidad es P1, P3, P4, P8 y P10 (Distéfano, 2004). Por otro lado,
ha sido posible predecir la presencia de los dominios y motivos en algunas de las proteinas
codificadas por el MRCV (Figura D) mediante un andlisis bioinformatico de sus secuencias
aminoacidicas con el servidor “Predict Protein” (Mongelli, 2010).
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Consenso RpRd

Motivo :
1464 aa "Coiled Coil" de reovirus
P1 PM=168,4 KDa e
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Motivo
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pl=6,01 Motivo
"Coiled Coil"
Motivo
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P3 PM=141,7 KDa Oe—
pl=6,28
Consenso de guanilil
1145 aa transferasa de reovirus
P4 PM=131,6 KDa _
pl=8,28
Dominio
923 aa transmembrana Motivo TKF
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255 aa "Coiled Coil"
P5-2  pm=289kDa =
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P71 PM= 41,6 KDa —
pl=5,95
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P7-2 PM= 36,9 KDa ——
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P8 PM= 68,2 KDa — —
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337 aa
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pl=5,53
Dominios
7832 transmembrana
P9-2 PM= 20,5 KDa nm
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557 aa
P10 PM= 63,5 KDa —
pl=6,94

Figura D. Andlisis bioinformdtico de las proteinas del MRCV. las secuencias
aminoacidica de las proteinas codificadas por el MRCV fueron analizadas
bioinformaticamente con el servidor “Predict Protein”. Para cada proteina se
detalla el peso molecular (PM) y punto isoeléctrico (pl) estimados, y los potenciales
dominios y/o motivos detectados en su secuencia.
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Con respecto a la funcion asignada a las diferentes proteinas estructurales de MRCV, se ha
establecido que P1 es la RpRd viral dado que presenta motivos caracteristicos de este tipo de
enzimas (Distéfano y col., 2003), P3 es la proteina mayoritaria de capside interna 6 “core”
(Distéfano y col., 2009) y P4 seria la espicula tipo B (Distéfano, 2004). Como era de esperar, se
observé que P3 es capaz de interactuar con ella misma, con P1 y con P4 en ensayos de “far
Western blot” (Distéfano, 2004). Adicionalmente, se ha detectado que P4 contiene un motivo
conservado caracteristico de guanilil transferasas de reovirus con torretas que refuerza su rol
de espicula tipo B e indica que podria funcionar como enzima de “capping” del ARNm viral
(Supyani y col., 2007). 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 capside externa, no debe descartarse la posibilidad de que P2 sea
estructural y constituya la espicula tipo A del viridon. La proteina P8 es un componente
minoritario del nicleo o “core” viral y presenta un motivo de unidn a nucledsidos trifosfato
(“NTP-binding motif”) que sugiere que esta proteina podria jugar un rol en la transcripcion viral
(Distéfano y col., 2002; Nibert y Kim, 2004). Mas recientemente se ha demostrado que P8 de
RBSDV es una proteina homodimérica capaz de ingresar al nucleo de células de planta e
insecto mediante una sefal presente en los primeros 40 aminodacidos de la proteina y que
actia como regulador negativo de la transcripcion de genes nucleares (Liu y col.,, 2007a).
Finalmente, la proteina P10 es el componente mayoritario de la capside externa (Distéfano y
col., 2005). Un estudio mas profundo de la P10 de RBSDV demostrd que esta proteina es capaz
de auto interactuar en el sistema de doble hibrido de levaduras e in vitro, y que el dominio de
interaccion se ubica en los primeros 230 aminoacidos de la proteina (Liu y col., 2007b). En la
Figura E se esquematiza un virién de MRCV, indicando el rol asignado a cada proteina

estructural.

Espicula A . P L.
T — ll/ Figura E. Distribucion de

‘ las proteinas estructurales
y \ del MRCV en el virién.
% Esquema hipotético de la

; 0 G Espicula B, P4 particula viral del MRCV en
AR Guanilil tranferasa? donde se muestra la
distribucion de las

AQ L proteinas estructurales y el
6 é genoma viral segln los
x RpRd, P1 antecedentes en MRCV,
Fijivirus y en otros reovirus

Capside interna, P3 vE Unién a NTP, P8
animales.

Helicasa?

Comparativamente, la funcionalidad de las proteinas no estructurales de los fijivirus ha sido
pobremente estudiada. Los Unicos trabajos publicados al respecto al iniciar esta Tesis
demostraban que las proteinas P7-1 y P9-1 del RBSDV inmunolocalizan en tubulos
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citoplasmaticos y viroplasma, respectivamente, que se observan al microscopio electrénico en
cortes de células de plantas e insectos infectados. Esto llevd a proponer que P7-1 seria
responsable de la formacidn de las estructuras tubulares mencionadas, y que P9-1 seria un
componente del viroplasma. Luego, durante el transcurso de esta Tesis, se reportéd que P9-1
del RBSDV es una proteina mayoritariamente alfa-helicoidal que forma dimeros in vitro, auto
interactua en el sistema de doble hibrido de levaduras y se localiza en cimulos citoplasmaticos
al ser expresada en protoplastos de Arabidopsis como fusidn a la proteina GFP (Zhang vy col.,
2008a). Por otro lado, un estudio sobre P6 del RBSDV fue publicado en China en el 2005
reportando que la expresién de esta proteina a partir de vectores recombinantes del Potato
virus X (PVX) aumenta los sintomas del virus y que ademas impide parcialmente el desarrollo
normal del silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) en Nicotiana benthamiana (Zhang
y col., 2005). En paralelo, en los ultimos afios nuestro grupo llevd a cabo estudios funcionales
de las proteinas de MRCV con el objetivo de detectar si alguna de ellas posee actividad
supresora del silenciamiento génico postranscripcional local y sistémico en plantas. Asimismo,
se ha trabajado para determinar cual de las proteinas es responsable del movimiento del virus
célula a célula, intentando complementar un PVX defectivo en esta funcién. Si bien no se logro
identificar proteinas virales responsables de los dos primeros procesos, se detecté que las
proteinas P7-2 y P7-1 son capaces de alterar los niveles de ARNm de transgenes expresados
transitoriamente en plantas N. benthamiana, mediante mecanismos postranscripcionales.
Asimismo se demostrd que la expresion de P7-2 a partir de un vector PVX recombinante da
lugar a sintomas mds severos que los producidos por el virus salvaje en N. benthamiana
(Mongelli, 2010).

A modo de resumen, en la Tabla C se detallan las homologias a nivel aminoacidico entre las
proteinas de los cuatro fijivirus cuyo genoma estd completamente secuenciado (MRCV, FDV,
RBSDV y NLRV), asi como las funciones asignadas a las mismas.
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Tabla C. Andlisis molecular del genoma de MRCV, FDV, RBSDV y NLRV.

MRCV FDV RBSDV NLRV
Tamafio Funcion Segmento . Funcién Segmento . Funcion Segmento . Funcién
Segmento ORF PM (kDa) . , id . . / id . , / id i
(pb) asignada homdlogo asignada homdlogo asignada homdlogo asignada
MRCV S1 4501 38-4432 1684 RpRd FDV S1 64,2 RpRd RBSDVS1 77,9 RpRd NLRV S1 77,9 RpRd
MRCV S2 3617 34-3549 B4,4 Viroplasma FDVS3 40,3 FD RESDVS4 568  Espicula B? NIRV S2 204  Espicula B?
! No estructural? ! 4 picula B ! spicula b
M itaria d M itaria d Proteina d M itaria d
MRCV S3 326 47-377 w7 CPPTERSSgpysy s7e ETRICS mesovsa sas O TUCC  NIRVS3  age  SOTEE
capside inte rna capside intema capside interna capside interna
Espicula B Mayoritaria
MRCVS4 - 3566 6 -3453 1B17 spieda FDV's4 56 FD RBSDVS3 73,6 cipsideinterna = NLRV S4 29,2 FD
Guanilil transferasa .
Guanilil transferasa
MRCV S5 3162 16-28% b7 FD FDV S5 35,7 FD RBSDV S5 62,8 FD NLRV S6 23 D
P5-1
P52
2366 - 3133 28,8 FD 29,2 FD 56,4 FD 214 FD
MRCV S6 2639 80 - 2446 90 FD FDV S6 274 FD RBSDVS6 44,8  Supresor PTGS NLRV S5 20 FD
2186 41-126 415 Estructuras FDVS7 53,17 0 RBSDVS? 613  Estructuras NIRV sp 27  Estrucurms
MRCVS7 P72 tubulares? tubulares tubulares?
Minoritaria del Minoritaria del Minoritariadel Minoritaria del
B31 25 - B00 68,3 38 53,6 , NLRV S7 28,7 ,
MRCVSE  EEECEE "core", unién NTP RDYES "core", unién NTP RBSDV 58 "core", unién NTP "core", unién NTP
M itari
1870 52- 1065 39 Viroplasma? FDVS9 373  \Viroplasma?  RBSDVS9 645 g;asr:::a NIRV SO 246  Viroplasma?
MRCV S9 [P32
1130 - 1756 24,7 FD 353 FD 60,5 FD 329 FD
MRCV ST m 1870 52- 1065 29 Mayoritaria de FDV S0 49 Mayoritaria de RESDV SD 72,4 Mayoritaria de NLRV S8 35,8 Mayoritaria de

capside externa

capside extema

capside externa

capside externa

/ id: porcentaje de identidad a nivel amino acidico entre la proteina de MRCV y su homdloga correspondiente; FD: falta determinar. En azul y celeste se indican los
segmentos que codifican para proteinas posiblemente estructurales y no estructurales, respectivamente.



El género Oryzavirus

El género Oryzavirus estd integrado por dos especies: el Rice ragged stunt virus (RRSV), que
es el miembro tipo, y el Echinochloa ragged stunt virus (ERSV). Sus particulas virales completas
miden entre 75 y 80 nm de didmetro, mientras que sus “cores” miden entre 57 y 65 nm de
diametro. El RRSV infecta arroz y es transmitido por la chicharrita Nilaparvata lugens mientras
que el ERSV infecta plantas del género Echinochloa o “pasto dentado” y es trasmitido por los
delfacidos Sogatella longifurcifera y Sogatella vibix. Ambos virus afectan cultivares del Sudeste
de Asia induciendo enanismo y hojas curvadas con enaciones en sus caras abaxiales (Ling y
col., 1978 ). El genoma de RRSV codifica para 8 proteinas estructurales (P1, P2, P3, P4a y P4b,
P5, P8 y P9) y 3 proteinas no estructurales (Pns6, Pns7 y Pns10) (Hagiwara y col., 1986; Li y col.,
1996; Omura y col., 1983; Upadhyaya y col., 1998; Upadhyaya y col., 1995; Upadhyaya y col.,
1996; Uyeda y col., 1995b). El “core” viral estaria formado por las proteinas minoritarias P1y
P2, y la proteina mayoritaria de la capside interna P3. La proteina P4a es la RpRd (Upadhyaya y
col., 1998) y P5 podria ser la enzima responsable del “capping” (Li y col., 1996), aunque en un
trabajo mas reciente se sugiere que P2 cumpliria esta funcién (Supyani y col., 2007). La capa
exterior del viridon estaria formada por la proteina mayoritaria de capside externa P8 (que es
clivada en los productos P8a y P8b) y por la espicula P9, importante para la trasmision por el
insecto vector (Guoying y col., 1999; Upadhyaya y col., 1996). En un trabajo mas reciente se
demostré que lineas transgénicas de arroz expresando P9 de RRSV eran altamente tolerantes a
la infeccidn viral y que, después de alimentarse a partir de estas plantas transgénicas, el
insecto vector N. lugens queda protegido ante la infeccién viral (Chaogang y col., 2003). Por
otro lado, Pns6 estaria implicada en el movimiento de célula a célula del RRSV en la planta ya
gue es capaz de complementar un Tobacco mosaic virus (TMV) defectivo en movimiento, se
localiza en la pared celular formando un patrén semejante a los plasmodesmos (Wu vy col.,
2010c) y tiene capacidad de unién a acidos nucleicos (Shao y col., 2004), una funcidn que fue
descripta para varias proteinas de movimiento de otros virus. Finalmente, un trabajo reciente
establecié que Pns6 es también capaz de actuar como supresor del PTGS gatillado por ARN de
simple cadena (Wuy col., 2010a).

El género Phytoreovirus

El género Phytoreovirus estd compuesto por tres especies: el Wound tumor virus (WTV), el
Rice dwarf virus (RDV) y el Rice gall dwarf virus (RGDV). Estos virus poseen genomas de 12
segmentos de ARNdc y son transmitidos por cotorritas o “leafhoppers” que pertenecen a la
familia Cicadellidae del suborden Auchenorrhyncha. A pesar de que el WTV es el miembro tipo
del género, presenta dos caracteristicas bioldgicas que lo distinguen de las otras especies e
incluso de todos los reovirus vegetales: sus viriones se componen de tres capas proteicas
concéntricas y sus hospedantes vegetales son dicotileddoneas. Los viriones del RGDV y el RDV
tienen dos cdpsides concéntricas e infectan exclusivamente monocotiledéneas. Al infectar
plantas de arroz ambos virus inducen enanismo y escasa produccion de granos, pero
solamente el RGDV produce enaciones en las hojas. Por otro lado, el RDV es el Unico reovirus
vegetal que no estd limitado al floema de las plantas hospedantes. La enfermedad causada por
este virus tiene gran incidencia en los principales paises productores de arroz, principalmente
en el sur de China y otros paises Asiaticos. Esto sumado a la disponibilidad de células de
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insecto vector en cultivo como sistema experimental para estudiar la replicacién del virus
(Uyeda y col., 1995a), ha provocado que el RDV sea la especie de reovirus vegetal mas
estudiada. El genoma de RDV codifica para 7 proteinas estructurales (P1, P2, P3, P5, P7, P8 y
P9) y 5 no estructurales (Pns4, Pns6, Pns10, Pns11 y Pns12) (Omura y Yan, 1999; Zhong y col.,
2003). El “core” de la particula viral de RDV estd compuesto por P3 que es la proteina
mayoritaria de la cdpside interna (Zheng y col., 2000), P1 que es la RpRd (Suzuki y col., 1992),
P5 que posiblemente posea actividad guanilil transferasa o de “capping” de los ARNm virales
(Suzuki y col., 1996) y P7 que tiene capacidad de unién a acidos nucleicos y podria estar
implicada en el ensamblado y replicacién viral (Zhong y col., 2005). La capa externa del virién
estd formada por P8, la proteina mayoritaria de la capside externa, y minoritariamente por P2
y P9 (Nakagawa y col., 2003; Omura y Yan, 1999; Zheng y col., 2000). Si bien la funcién de P9
no esta muy clara (Zhong y col., 2003), P2 interviene en la transmisién del RDV por el insecto
vector y parece ser crucial para la infeccién del mismo (Omura y col., 1998; Tomaru y col.,
1997; Yan y col., 1996). Ademads, dado que P2 interactia con la enzima oxidasa de ent-
kauranos que forma parte de la ruta de biosintesis de giberelinas en plantas, se la ha
involucrado en el desarrollo de los sintomas del RDV en sus hospedantes vegetales (Zhu y col.,
2005). La proteina mayoritaria de capside externa P8 es también importante en la etapas
iniciales de infeccion de las células del insecto vector, particularmente en la entrada y
dispersion entre las células (Miyazaki y col., 2010; Wei y col., 2007). Adicionalmente, esta
proteina tiene la capacidad de interactuar con la enzima peroxisomal glioxilato oxidasa, lo que
llevd a proponer que P8 podria estar involucrada en dirigir al RDV a su sitio replicativo
intracelular (Zhou y col., 2007). Con respecto a las proteinas no estructurales del RDV, se
reporté que Pns4 es una fosfoproteina que se asocia a fibrillas citoplasmaticas y forma
minitubulos proteicos en la periferia de las células de insecto infectadas (Wei y col., 2006b). La
proteina Pns6 estaria implicada en el movimiento de célula a célula del RDV en plantas, dado
gue es capaz de complementar un virus PVX defectivo en movimiento y que se localiza en los
plasmodesmos de células de arroz infectadas con el virus (Li y col., 2004). La proteina Pns10
posee actividad supresora del PTGS local y sistémico gatillado por ARN de simple cadena (Cao y
col., 2005; Ren y col., 2010), y al ser expresada en células de insecto hospedante forma
estructuras tubulares que se asocian a filopodios que contienen microfilamentos de actina y
protruyen de la superficie celular para penetrar células vecinas (Wei y col., 2006a), lo que
sugiere que Pnsl10 facilita la dispersion intercelular del RDV entre las células del insecto.
Finalmente, la proteina Pns11 tiene capacidad de unidn a acidos nucleicos de simple cadena y
podria cumplir un rol en la replicacidn viral (Xu y col., 1998) y la proteina Pnsl12 es una
fosfoproteina y el componente mayoritario de los viroplasmas (Suzuki y col., 1999; Wei y col.,
2006c¢).

1.3. La transmision del virus del Mal de Rio Cuarto

En el campo, el principal vector que transmite al MRCV entre las plantas es la chicharrita
Delphacodes kuscheli Fennah, un hemiptero perteneciente a la superfamilia Fulgoroidea de la
familia Delphacidae (Figura A.F). Sin embargo, existen otras especies de delfacidos también
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implicadas en la dispersién de la enfermedad (Laguna y col., 2002; Mattio y col., 2008; Ornaghi
y col., 1993; Remes Lenicov y col., 1985; Velazquez y col., 2003; Veldzquez y col., 2006).

1.3.1. Caracteristicas de la transmision

Al igual que ocurre con todos los reovirus vegetales, el MRCV no es transmisible
mecdanicamente ni por semilla y la Unica forma de transmisién viral es a través del delfacido
vector, de manera propagativa y persistente. Al contrario de lo que ocurre en hospedantes
vegetales donde la replicacidn de los fijivirus estd confinada a células del floema, la replicacién
en el insecto vector se extiende por un amplio rango de tipos celulares (Milne y Lovisolo,
1977). De esta manera, el MRCV es capaz de ingresar y llevar a cabo su ciclo replicativo en el
insecto vector, el cual permanecera infectado de por vida sin presentar ningun tipo de sintoma
(Arneodo y col.,, 2002a). A pesar de que en otras especies de fijivirus se ha detectado
transferencia vertical (transferencia transovarial de las hembras infectadas a la descendencia),
esto no ha sido confirmado para MRDV, una especie cercanamente relacionada al MRCV
(Milne y Lovisolo, 1977).

El proceso de transmision de MRCV, tal como ocurre con otros fijivirus, comienza cuando
las chicharritas adquieren el virus alimentandose del floema de plantas enfermas y luego de un
periodo de latencia durante el cual el virus replica en el intestino para luego movilizarse a
otros tejidos. Cuando el virus finalmente infecta las glandulas salivales, el delfacido puede
tornarse infectivo de por vida y transmitir la enfermedad a plantas sanas al alimentarse de
ellas. Sélo un porcentaje de los insectos infectados son capaces de transmitir el virus (Milne y
Lovisolo, 1977; Truol y col., 2001). Este porcentaje es reducido en poblaciones naturales de D.
kuscheli en donde se observa que tan solo del 1/ al 5,2/ de los individuos son infectivos
(Ornaghi y col., 1999). Este fendmeno ha sido estudiado mas profundamente en condiciones
experimentales y se ha observado que, si bien la eficiencia de transmisidon es altamente
variable, el 25/ (en promedio) de las chicharritas que se alimentan de plantas infectadas con
MRCV son capaces de transmitirlo a plantas sanas, con un periodo minimo y medio de latencia
de 9 y 17 dias, respectivamente (Arneodo y col.,, 2002a). Asimismo, se determind que
individuos de D. kuscheli que adquieren el MRCV en el estadio ninfal | son capaces de
transmitir el virus con una eficiencia del 53/ y un periodo de latencia minimo de 7 dias,
mientras que al utilizar ninfas de estadio Ill este porcentaje disminuye a 33/ y la latencia
minima es de 9 dias (Arneodo y col., 2005).

1.3.2. Determinantes moleculares de la transmisidn de virus por insectos
vectores

Las bajas eficiencias de transmisién y su alta variabilidad, asi como la dependencia con la
edad del vector, reflejan la complejidad del proceso de transmisién. Para que la transmision
sea exitosa, luego de ser ingerido el virus debe atravesar la membrana peritréfica, infectar las
células epiteliales del tracto digestivo, luego atravesar la ldamina basal, transitar en la hemolinfa
hasta diferentes tejidos y finalmente ingresar e infectar las glandulas salivales que
consecuentemente excretaran el virus en la saliva (Ammar y col., 2009). Es probable que
diversos mecanismos fisioldgicos, la carga viral y/o otros factores (actuando
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independientemente o en conjunto) sean determinantes de la capacidad infectiva del insecto y
por ende de la eficiencia de transmisidn. Incluso existen reportes sobre determinantes
genéticos de transmisidn con herencia mendeliana en las poblaciones del insecto vector de
diversos virus (Bosque-Pérez, 2000; Gamez y Leon, 1988; Jackson y col.,, 2005; Zeigler y
Morales, 1990).

En primer lugar, la eficiencia de transmisidn varia con la tasa de infeccién de los insectos
vectores, que a su vez depende directamente de la concentracidn viral o tiempo de adquisicién
a la que se los expone. Por ejemplo, la infeccién exitosa del vector de muchos virus
persistentes propagativos transmitidos por mosquitos requiere de una concentracion inicial
superior a un determinado umbral o “threshold” (Mellor, 2000). Esta dependencia de la dosis
se observé también durante la infeccion del delfacido vector de un Rhabdovirus de maiz
(Ammar el y Hogenhout, 2008).

Una vez en el tracto digestivo, los diversos tejidos que los virus deben atravesar al
movilizarse en el delfacido constituyen potenciales barreras que pueden interferir con la
capacidad infectiva del vector (Ammar y col., 2009; Mellor, 2000; Nagata y col., 1999). Por otro
lado, la correlacion negativa observada entre la edad del vector y la eficiencia de transmision
en numerosos patosistemas (Conti, 1984; Hutchinson y Francki, 1973; Nagata y col., 1999)
parece ser un factor comin en el proceso de transmision de los virus persistentes
propagativos. Una explicacion sugerida para este hecho en delfacidos es que la falta de
desarrollo de la membrana peritréfica en insectos jovenes podria ser un determinante de la
mayor infeccién viral y consiguiente eficiencia de transmision (Ammar y col., 2009; Sinha,
1967). Puede existir también un componente de inmunidad, dado que en muchos casos se
demostré que los mecanismos fisiolégicos de defensa del insecto, como el sistema de
inmunidad innata o el sistema de ARN interferente, estdn involucrados en la modulacion de la
infeccion viral (Fragkoudis y col., 2008; Medeiros y col., 2004; Myles y col., 2008; Sanchez-
Vargas y col., 2009; Sim y Dimopoulos, 2010; Zhang y col., 2010).

Otros factores que modulan la capacidad de transmisién viral en insectos vectores son la
temperatura, ya que se ha visto que individuos tratados con altas temperaturas pierden la
capacidad de transmision (Klein y Harpaz, 1970; Maramokosch, 1950; Sinha, 1967), y la
presencia de endosimbiontes que influyen en la persistencia de algunos virus en el insecto
(Glaser y Meola, 2010; Moreira y col., 2009; Teixeira y col., 2008).

Por ultimo, el titulo viral alcanzado durante la replicacidn del virus en el vector (que a su vez
podria estar vinculado a los factores mencionados anteriormente como la concentracion de
virus adquirida, la capacidad del virus de saltear las barreras fisiologicas y/o evasion del
sistema de inmunidad) es un factor que se ha visto asociado a la capacidad de transmision,
tanto en Fijivirus (Hughes y col., 2008) como en otros virus (Rotenberg y col., 2009; Todd y col.,
2010).

Por lo dicho, queda en evidencia que el desarrollo de técnicas cuantitativas para determinar
el titulo viral en los insectos vectores es indispensable para realizar estudios moleculares sobre
la transmisién de los virus de plantas. Aunque técnicas como el “Western blot”, el ELISA o la
hibridacion del genoma viral han sido las metodologias cldsicamente utilizadas con este
objetivo, estan siendo rapidamente desplazadas por la técnica de PCR cuantitativa en tiempo
real por ser una plataforma mas sensible, rdpida y sencilla de establecer (Narayanasamy,
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2011). Sin embargo, dada la alta sensibilidad de esta técnica, debe ser utilizada
cuidadosamente y con los recaudos necesarios para que la cuantificacion sea fiable. Uno de los
principales puntos a tener en cuenta es la disponibilidad de un control interno de expresién
invariable en la condicién que se esta estudiando (normalmente genes de mantenimiento o
“housekeeping”) que sirve como referencia para normalizar la variabilidad entre muestras
(Huggett y col., 2005). Muchas veces o no se emplean los controles necesarios o los controles
empleados no son debidamente validados en su estabilidad antes de ser utilizados para
normalizar el valor de expresion de los genes de interés, lo cual es particularmente
problemdtico si se tiene en cuenta que la expresién de muchos genes considerados
clasicamente como “housekeeping” suele variar con las infecciones virales (Brault y col., 2010;
Matis y Kudelova, 2001; Zhang y col., 2010). Existen numerosos trabajos que estudian la
estabilidad de la expresién de posibles genes de referencia para su posterior uso como control
interno en ensayos de PCR cuantitativa en una gran diversidad de sistemas de estudio y de
situaciones (Bower y Johnston, 2009; Brenndorfer y Boshart, 2010; Exposito-Rodriguez y col.,
2008; Hornakova y col., 2010; Jarosova y Kundu, 2010; Lord y col., 2010; Nystrom y col., 2004;
Radonic y col., 2005; Scharlaken y col., 2007; Van Hiel y col., 2009; Watson y col., 2007).
Lamentablemente, ain no se han realizado estudios de este tipo para ningun sistema virus-
insecto.

Las bases moleculares de los mecanismos determinantes de la transmisidon persistente y
propagativa de virus vegetales por parte de insectos vectores es un campo de investigacion
muy poco desarrollado, a pesar de que presenta un alto potencial biotecnolégico para el
desarrollo de estrategias alternativas de control de las enfermedades causadas por este tipo
de virus. Consecuentemente, el desarrollo de técnicas cuantitativas para estudiar la relacion
del MRCV vy el delfacido vector D. kuscheli serd imprescindible para entender los factores
moleculares que determinan su transmisién y desarrollar nuevas herramientas de control viral.
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2. Objetivos

Objetivo General
Establecimiento de un protocolo util para la cuantificacion de ARNm viral o endégeno en
Delphacodes kuscheli mediante RT-qPCR.

Objetivos Particulares

a) Desarrollo de un protocolo para la extraccién de ARN total de delfacidos individuales y
posterior sintesis de ADNc apto para RT-qPCR.

b) Seleccion, asilamiento y secuenciacion parcial de un conjunto de genes de mantenimiento
de Delphacodes kuscheli con potencial como referencia interna para ensayos de RT-qPCR.

c) Disefio de oligonucleétidos para RT-qPCR a partir de las secuencias determinadas en el
punto anterior.

d) Estudio de la estabilidad de expresién de los potenciales genes de referencia frente a una
infeccidon con MRCV persistente y transmisiva.
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3. Métodos

3.1. Aislamiento viral y ensayos de transmision

La obtencion de las muestras utilizadas en este trabajo se realizé mediante un ensayo de
transmision de MRCV en invernadero, a cargo del grupo de la Dra. Truol en el IFFIVE (INTA, Cérdoba).

Se partidé de poblaciones sanas del vector D. kuscheli mantenidas en salas de cria y en fitotrones, a
una temperatura constante de 24 °C, fotoperiodo de 12 horas y 50/ de humedad, y del aislamiento
Rio Cuarto (RC) del MRCV que fue obtenido de una planta de avena proveniente de la zona endémica
de la enfermedad, con severos sintomas de enaciones, hojas en tirabuzén y enanismo. La presencia
del MRCV fue corroborada mediante la prueba serolégica de DAS ELISA (Clark y Adams, 1977),
empleando un antisuero contra MRCV (Giménez Pecciy col., 1986; Rodriguez Pardina y col., 1998).

Para realizar el ensayo de transmisién, se tomaron 50 ninfas del tercer estadio y se las alimenté
colocandolas sobre una planta de avena infectada con el aislamiento RC del MRCV, cumpliendo con
un periodo de adquisicion de 2 dias. Se dejé transcurrir un periodo de latencia de 19 dias
colocdndolas sobre plantas de trigo sanas. A continuacién se inoculd una plantula de trigo sana del
cultivar Prointa Federal (de susceptibilidad comprobada al MRCV), en estadio de primera hoja
desarrollada, con cada delfacido durante un dia. Finalizado el periodo de infeccién, los insectos
individualizados fueron fijados en etanol absoluto y guardados a 4°C hasta su uso, y las plantas de
trigo, también individualizadas, fueron mantenidas en invernaculo durante 25 dias para examinar la
aparicion de sintomas de MRCV y evaluar la presencia del virus por DAS ELISA. Los insectos
alimentados en plantas que posteriormente desarrollaron la infeccién viral fueron catalogados como
transmisores y utilizados para el posterior ensayo de RT-gPCR, junto con chicharritas sanas control
que fueron sometidas al mismo procedimiento pero con plantas sin infectar.

3.2. Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc

La extraccién de ARN total de cada chicharrita se realizd a partir de un protocolo basico de Trizol
(Invitrogen, E.E.U.U.), con las modificaciones que se describen a continuacién. Antes de agregar el
reactivo de extraccién Trizol, se molié exahustivamente la muestra con nitrégeno liquido dentro de
un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Por otro lado, se auxilié la precipitacion del ARN con 1-2 pg de
glicogeno (Sigma Chemical Co., E.E.U.U.) antes de agregar isopropanol. En tercer lugar, el ARN
purificado fue resuspendido en 20 pl de agua libre de ARNasas. La concentracién y pureza del ARN
fue examinada con un espectrofotémetro ND-1000 (NanoDrop Technologies, E.E.U.U.) y su
integridad fue controlada por electroforesis en gel de agarosa 1,5/ . Luego, 500 ng de ARN fueron
tratados con DNAsa | para eliminar contaminantes de ADN vy utilizados para sintetizar ADNc usando
la enzima Superscript Il y oligonucledtidos al azar, de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(Invitrogen, USA). Se realizaron reacciones paralelas sin la retrotranscriptasa para descartar posibles
contaminaciones con ADN gendmico.
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3.3. Aislamiento de secuencias de genes candidatos y disefo de
oligonucledtidos

Para determinar las secuencias de los genes de Delphacodes kuscheli candidatos para su
utilizacion como control interno en experimentos de RT-gPCR, se disefiaron oligonucledtidos
degenerados en base a zonas conservadas de secuencias de genes homdlogos pertenecientes a otros
insectos (especialmente Hemipteros) que se encuentran disponibles publicamente. Luego, los
oligonucledtidos degenerados Ph.Act FW (5- CACCAGGGWGTGATGGTSGGTATGG-3’), Ph.Act RV (5’-
SACGTCGCACTTCATGATSGAGTTG-3’), Ph.Tub FW (5’- ACAACGARGCYATCTACGACATCTG-3’), Ph.Tub
RV (5’- CTCCTTCCTCCATACCCTCWCCGAC-3’), Ph.eFla FW (5'- GGAAATGGGYAARGGTTCCTTCAAG-3’),
Ph.eFla RV (5'- AGCCTGAGGGGCTTSTCAGTRGGTC-3’), Ph.RpS18 FW (5'-
ARCGNAARGTBATGTTYGCCATGAC-3’), Ph.RpS18 RV (5- TCTTNGABACACCAACAGTNCTTCC-3'),
Ph.GAPDH FW (5'- TGGTNTACWTGTTCAARTAYGAYTC-3’), Ph.GAPDH RV (5'-
ATTGGGNACTGGBACTCGGAARGCC-3’), Ph.UbiC FW (5- GWGGTATGCARATCTTCGTSAARAC-3’) y
Ph.UbiC RV (5’- TGTAGTCRGARAGGGTTCTGCCATC3’) fueron utilizados para amplificar fragmentos de
los genes de actina (ACT), a-1-tubulina (TUB), factor de elongacién 1- a (EF1A), proteina ribosomal
S18 (RPS18), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y poliubiquitina C (UBI) por RT-PCR
usando ADNc de D. kuscheli como templado. Los amplicones fueron separados en geles de agarosa
0,8/, purificados usando QIAquick gel extraction kit (QIAGEN, Germany), clonados en el vector
pGemT Easy (Promega, E.E.U.U) y secuenciados automaticamente en el Servicio de Secuenciacion y
Genotipificacidon del CICV, INTA-Castelar. Las secuencias de todos los genes de D. kuscheli obtenidas
se detallan en el Apéndice y fueron depositadas en la base de datos GenBank bajo los cddigos de
acceso detallados en la Tabla 1.1. Finalmente, a partir de estas secuencias se disefiaron
oligonucledtidos especificos para RT-gPCR utilizando el software Primer Express 3 (Applied
Biosystems, E.E.U.U.), con excepcidn de los del gen 18S que fueron disefiados usando la secuencia de
Laodelphax striatellus (GenBank: AB085211) (Tabla 1.1).

3.4. PCR cuantitativa en tiempo real y analisis de datos

Las reacciones de RT-qPCR fueron realizadas usando el kit comercial QuantiTec SYBR Green PCR
kit (QIAGEN, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y corridas en un sistema
ABI7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, E.E.U.U.) con un programa de temperaturas
estandar (1 minuto de elongacién a 60 °C). Se empled una concentracion de oligonucledtidos de 200
nM y una dilucién 1/10 del ADNc como templado en un volumen final de reaccion de 25 pl. A las
reacciones del control negativo no se le agregd templado. Los resultados fueron exportados como
datos crudos e introducidos en el software LinReg (Ruijter y col., 2009) para realizar una correccidn
de linea de base y calcular la eficiencia de amplificacion para cada par de oligonucleédtidos. Los
valores de “cycle threshold” (Ct) resultantes fueron usados para analizar la estabilidad de expresion
utilizando las herramientas geNorm 3.5 (Vandesompele y col., 2002), Normfinder 0.953 (Andersen y
col., 2004) y Bestkeeper v1 (Pfaffl y col., 2004) siguiendo las instrucciones de los desarrolladores. 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.
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4. Resultados y discusion

El hecho de que no todos los delfacidos que son infectados por MRCV son luego capaces de
transmitirlo es interesante ya que sugiere la presencia de barreras que deben ser superadas por el
virus para establecer la persistencia y lograr una infectividad exitosa.

Nos propusimos establecer si la condicién infectiva del insecto se debe a una mayor acumulacién
viral o a diferencias en la distribucién tisular del virus por la posible existencia de barreras
morfoldgicas o fisiolégicas. Se establecié para ello una colaboracién con el grupo dirigido por la Dra.
Graciela Truol (IFFIVE, Cérdoba), entomdloga especialista en la transmision del MRCV. El proyecto
planteado tiene como objetivo estudiar la correlacidn entre el titulo viral, la distribucién tisular de
MRCV vy la capacidad de transmitir el virus, empleando individuos de D. kuscheli. Dentro del marco de
este proyecto, se decidié desarrollar un sistema de cuantificacién del ARN viral en cada delfacido
mediante la técnica de RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

4.1. Adaptacion del protocolo de extraccion de ARN a un delfacido
individual

Para lograr cuantificar el ARN viral en delfacidos D. kuscheli individuales infectados con MRCV, fue
necesario contar con un protocolo que permitiera extraer el ARN total de cada insecto en cantidad y
calidad suficiente para realizar la posterior retrotranscripcion y PCR cuantitativa en tiempo real. Esto
es particularmente dificultoso en nuestro sistema experimental debido al reducido tamafo de cada
muestra, ya que un individuo de D. kuscheli mide cerca de 2 mm largo y pesa entre 1 y 1,5 mg
aproximandamente.

Por lo tanto, se optimizo la técnica de extraccién de ARN de cada insecto introduciendo algunas
modificaciones al protocolo de Trizol basico (ver seccion 3.2 de Métodos). Se observé que el empleo
de glicobgeno para auxiliar la precipitacién del ARN en isopropanol fue determinante para lograr
buenos rendimientos.

Posteriormente, se analizd la efectividad de diferentes condiciones de almacenamiento para
conservar la integridad del ARN de las muestras. Para ello, se extrajo ARN total de insectos
guardados a temperatura ambiente durante 10 dias en Trizol, etanol absoluto o acetona. Como
control se emplearon delfacidos congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -70 °C, ya que
éstas son las condiciones dptimas de almacienamiento de tejidos. Luego de realizar las extracciones,
se analizé la integridad del ARN extraido en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Se
determind que, de los tres tratamientos a temperatura ambiente, el método mas adecuado es el
almacenamiento en etanol absoluto ya que permite la obtencién de ARN de integridad similar al de
las muestras mantenidas a -70 °C. Notablemente, los tejidos conservados en Trizol mostraron un alto
grado de degradacion de ARN indicando que se debe evitar mantener las muestras por tiempos
prolongados a temperatura ambiente en este medio (Figura 1.1). Lamentablemente, no existen
estudios sobre condiciones de almacenamiento de muestras de insectos para conservacion de ARN,
siendo todos los trabajos publicados orientados a la conservacién del ADN. En este caso, se han
reportado buenos resultados al emplear etanol absoluto para la conservacion de insectos
pertenecientes al orden de los Himendpteros (Quicke y col.,, 1999), aunque se observé que la
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acetona es mas adecuada para Lepidépteros (Mandrioli y col., 2006) y Coledpteros (Bisanti y col.,
2009; Reiss y col., 1995). Adicionalemente, se observé que el almacienamiento en etanol absoluto es
efectivo también en afidos, aunque para mezclas acuosas la acetona podria ser una mejor opcion
(Fukatsu, 1999).

temperatura ambiente Figura 1.1. Efecto de diferentes condiciones de
-70°C Etanol Acetona Trizol almacenamiento en la integridad del ARN extraido. Se
fijaron y almacenaron 3 delfacidos en etanol absoluto,
acetona o Trizol durante 10 dias a temperatura
ambiente. Luego, se les extrajo ARN total y se lo
visualizo por electroforesis en un gel de agarosa. Como
; control de la extraccién, se utilizaron 3 insectos
. gk : : congelados instantdneamente en nitrégeno liquido vy
almacenados a -70 °C. Se sefiala con una flecha la

posicién del ARN ribosomal.

Finalmente, se realizd la sintesis del ADN copia (ADNc) mediante retrotranscripcion empleando
500 pg del ARN extraido de cada individuo por reaccién. Se observd que esta cantidad de ARN es
suficiente para una amplificacién eficiente en ensayos de RT-PCR a tiempo final y gPCR en tiempo
real (ver seccion 4.3).

En resumen, se logré adaptar un protocolo de almacenamiento y extraccion de ARN total de
delfacidos individuales para posteriores ensayos de RT-qPCR.

4.2. Aislamiento de secuencias de genes de mantenimiento de
Delphacodes kuscheli y disefio de oligonucledtidos especificos

Debido a que en el momento de comenzar los experimentos no existia ningun estudio sobre la
expresion de genes de mantenimiento de insectos frente a una infeccidn viral, se seleccionaron 7
genes de mantenimiento candidatos que son comunmente utilizados como control interno en
experimentos de RT-qPCR en animales, para analizar |la estabilidad de su expresion y en base a ello
seleccionar el/los mas utiles como referencia (Tabla 1.1). En lo posible, se intentd no seleccionar dos
genes candidatos que estuvieran involucrados en el mismo proceso celular. Los candidatos fueron los
genes de actina (ACT), a-1-tubulina (TUB), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), factor
de elongacion 1-a (EF1A), proteina ribosomal S18 (RPS18), poliubiquitina (UBI) y del ARN ribosomal
185 (18S).

A continuacién, se procedidé a aislar las secuencias de los genes candidatos seleccionados de
Delphacodes kuscheli ya que no existen secuencias de esta especie depositadas en bases de datos
publicas. Para ello, se disefiaron oligonucleétidos degenerados a partir de secuencias de insectos
disponibles, especialmente de las pertenecientes Hemipteros relacionados (Noda y col., 2008), y se
los utilizdé para amplificar fragmentos de ARNm de los genes candidatos a partir de ARN total de D.
kuscheli por RT-PCR. Los fragmentos amplificados fueron clonados, secuenciados y depositados en la
base de datos GenBank (Tabla 1.1). Las secuencias determinadas para los genes ACT, TUB, GAPDH,
EF1A, RPS18 y UBI (Apendice) de D. kuscheli mostraron una identidad del95/,86/,90/,92/,92
/ y 84/ alser alineadas con fragmentos de secuencias expresadas (EST) del hemiptero Nilaparvata
lugens, respectivamente.
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Figura 1.2. Ensayo de amplificacién por RT-PCR a tiempo final. Los oligonucleétidos disefiados
a partir de las secuencias aisladas de D. kuscheli fueron utilizados en un ensayo de RT-PCR a
tiempo final para evaluar su capacidad para amplificar el fragmento de tamafio esperado.
Como templado se utiliz6 ADNc sintetizado a partir de ARN total de 5 insectos sanos (1 a 5) o
no se agregd templado como control negativo (-).

Luego, empleando las secuencias aisladas de D. kuscheli, se disefiaron oligonucledtidos
especificos para RT-qPCR en tiempo real (Tabla 1.1). Dado que las secuencias de ARN ribosomal son
altamente conservadas, los oligonucleétidos para 18S fueron disefiados a partir de secuencia
disponibles del delfacido Laodelphax striatellus. Para evaluar la capacidad de amplificacion de los
oligonucledtidos disefiados se realizaron reacciones de RT-PCR y los productos de amplificacién
fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1,5/, observandose amplicones del tamafio
esperado sin la formacidn de dimeros de iniciadores (Figura 1.2). A continuacidn, los oligonucledtidos
fueron evaluados en su capacidad de amplificaciéon por RT-qPCR usando la tecnologia de SYBR Green
I. Todos los pares de iniciadores fueron capaces de amplificar un solo producto que mostré una
temperatura de desnaturalizacidn esperada en las curvas de disociacion (resultados no mostrados).
Empleando el software LinReg se calculé una eficiencia de amplificacién media para cada par de
oligonucledtidos, a partir de las eficiencias individuales extraidas de la porcién lineal de cada curva
de amplificacién (Ruijter y col., 2009). Las eficiencias medias se encontraron entre 1,83 (83 /) para
los iniciadores de UBI y 1,55 (55 /) para los de 18S (Tabla 1.1). La baja eficiencia de los
oligonucledtidos de 18S podria deberse a un anillado incompleto causado por diferencias puntuales
entre las secuencias de los iniciadores empleados y las secuencias blanco, ya que estos
oligonucledtidos fueron disefiados en base a secuencias de una especie emparentada.

4.3. Andlisis de la expresion de los potenciales genes de referencia

Para examinar la estabilidad de la expresién de un gen, es necesario contar con muestras
sometidas al tratamiento de interés y muestras provenientes de una situacion control frente a la cual
comparar. En nuestro caso, dado que el objetivo final es la cuantificacion de MRCV en delfacidos
infectados para correlacionar los niveles de acumulacion del virus con la capacidad de transmitirlo,
decidimos partir de insectos infectados y transmisores en comparacién con insectos alimentados en
plantas sanas (situacién control). Para ello la Ing. Mdnica Sagadin del IFFIVE realiz6 un ensayo de
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transmision de MRCV en invernaculo partiendo de 50 individuos, de los cuales finalmente 4 fueron
capaces de transmitir el virus a plantas sanas (ver seccion 3.1). Estos insectos, junto con delfacidos
control sometidos al mismo procedimiento pero siempre con plantas sanas, se utilizaron como punto
de partida de este trabajo para la subsiguiente extraccion de ARN, sintesis de ADNc y analisis de la
expresidn de genes potencialmente utilizables como referencia en ensayos de RT-qPCR.

Tabla 1.1. Genes candidatos de Delphacodes kuscheli seleccionados y caracteristicas de los
oligonucledtidos empleados para la RT-qPCR.

.. Acceso Secuencia de iniciadores A? E°
Nombre Abrev. Funcion , o,
GenBank (de5 a3’) (pb) (/)
. Citoesqueleto / FW: AGCGTGGTTACAGCTTCACAAC
Actina ACT Contraccién muscular ~ TM263984 oy GGCCATTTCCTGTTCGAAGTC o176

. . FW: GTTTTGAACCGGCCAATCAG
a-1-tubulina TUB Citoesqueleto HM565965 RV: ACGTCTTTCGGCACGACATC 100 82

L Traduccién de FW: TTGAGGCTGGTATCTCGAAGAAC
Factor de elongacién 1- a EF1A proteinas HM565967 RV: GCTCGGTGGAGTCCATCTTG 111 79
Compone la

P . . FW: TGGCTCACCCAAGACAATACAAG
Proteina ribosomal S18 RPS18 iﬁtgﬁ?m HM565969 RV: TTCAGCCTTTCCAGGTCATCAC 133 77

Gliceraldehido-3-fosfato . FW: CGCCAAGAAGGTGATCATTTC
deshidrogenasa GAPDH  Glucdlisis HMS565966 oy CAGGAGGCGTTCGAGATGAC 115 65

A FW: CTGACCGGCAAGACGATTACG
Poliubiquitina UBI Proteasoma HM565968 RV: GCCCTCCTTGTCCTGAATCTTC 84 82

Compone la
) ) c FW: TCGAAGGCGATCAGATACCG
ARN ribosomal 18S 18S sybumdad ND RV: TCTGGTTTCCCGGAAGCTG 105 55
ribosomal 40S

® Tamafio del amplicén; ® Eficiencia de PCR media calculada por LinReg; © Secuencia no determinada

4.3.1. Analisis de la estabilidad de la expresion de los genes candidatos

Se realizé un analisis de la estabilidad de la expresion de los 7 genes candidatos, empleando los
oligonucledtidos disefiados en base a las secuencias de D. kuscheli, mediante RT-gPCR. El andlisis de
expresion de cada gen fue llevado a cabo con el juego completo de muestras de ADNc (4 insectos
infectivos y 4 insectos sanos) y en una sola corrida para evitar variabilidad metodoldgica. En todos los
experimentos se realizaron tres réplicas técnicas por cada muestra. Los datos crudos obtenidos de
cada corrida de RT-gqPCR fueron procesados con el software LinReg, que realiza una correccién de
linea de base, para obtener los valores Ct. Finalmente, estos valores fueron empleados para el
andlisis de estabilidad por medio de tres métodos diferentes usando las herramientas geNorm
(Vandesompele y col., 2002), Normfinder (Andersen y col., 2004) y Bestkeeper (Pfaffl y col., 2004).

GeNorm es una aplicacién desarrollada en Visual Basic para Microsoft Excel, que sitda a los genes
en estudio dentro de un ranking de estabilidad de acuerdo a su valor M calculado en base a su
variaciéon pareada promedio contra los demas genes estudiados (Vandesompele y col., 2002). De
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acuerdo a la clasificacion generada por geNorm, el gen con menor variabilidad de expresion es ACT
(M=0,4738) seguido por UBI, GAPDH, 18s y RPS18 con coeficientes M similares. Por otro lado, tanto
EFla como TUB fueron detectados como los mas inestables, con valores M mayores a 1,2. (Figura
1.3A). A continuacion, la aplicacion excluye escalonadamente al gen menos estable (con mayor M) y
recalcula el ranking de estabilidad para los genes que quedan. A partir de este analisis, geNorm
detectd que el par de genes mas estable es ACT/GAPDH (Figura 1.3D), los cuales habian ocupado el
primer y tercer puesto en el ranking general. Partiendo de estos dos genes, el programa finalmente
computa un factor de normalizacién (NF) conjunto y estudia la variacién pareada (V) que sufre este
indice al ir introduciendo escalonadamente otro gen (el de menor valor M entre los restantes) a su
calculo. Este analisis mostré que la inclusién de un tercer gen no resulta en un valor NF mas confiable
y que V sdlo alcanza el valor generalmente aceptado como limite (0,15) (Hu y col., 2009; Tong y col.,
2009; Vandesompele y col., 2002) al agregar los dos genes menos estables (Figura 1.3E). En conjunto,
los dos ultimos andlisis indicaron que sdélo son necesarios los dos genes mas estables para una
normalizacién confiable.

La aplicacion Normfinder, también desarrollada en Visual Basic para Microsoft Excel, analiza la
estabilidad de la expresidon de los genes empleando un modelo matematico que se centra en la
variacién entre y dentro de los grupos (Andersen y col., 2004). De esta manera, esta herramienta
colocé a UBI como el gen mas estable con un indice de estabilidad de 0,1754, seguido por 18S, ACT y
RPS18 (Figura 1.3B). Esto concuerda con los resultados de geNorm, que situé a UBI como el segundo
gen mas estable luego de ACT. Sin embargo, Normfinder identificé a GAPDH (tercer gen mas estable
segun geNorm) como el gen mas inestablemente expresado. Esta diferencia probablemente refleja
los diferentes procesamientos estadisticos y supuestos propios de cada herramienta, y sugiere que
es altamente recomendable realizar mas de un analisis estadistico de la estabilidad de expresidn de
los posibles genes de referencia.

Finalmente, Bestkeeper es una herramienta de Excel que estudia la variabilidad de expresion de
los genes calculando el desvio estandar (SD) y el coeficiente de varianza (CV) de los valores de Ct para
cada gen, y luego realiza comparaciones pareadas para estudiar la correlacién que existe entre los
genes y con el indice Bestkeeper calculado en base a todos los datos en conjunto (Pfaffl y col., 2004).
Nuevamente, UBI fue considerado el gen menos variable presentando un SD=0,31, seguido por 18S
con SD=0,39. Los genes mas variables fueron TUB, EF1A y GAPDH (Figura 1.3C). Consistentemente, la
comparacién pareada entre los genes y el indice Bestkeeper mostré que UBI y 18S presentan mejor
correlacién, con R>0,89 y p=0,003 (Figura 1.3C). De todas maneras, es importante notar que, segun
Bestkeeper, ninguno de los genes estudiados puede ser considerado inconsistente ya que todos
presentan valores de SD menores a 1 (Pfaffl y col., 2004).

Los métodos Normfinder y Bestkeeper arrojaron resultados comparables, seleccionando a UBl y
18S como los dos genes mas establemente expresados y a GAPDH como el menos estable (Figura
1.3B y 1.3C), mientras que el ranking generado por geNorm fue distinto al posicionar a GAPDH como
el tercer gen mas estable (Figura 1.3A). Si excluimos este punto conflictivo del analisis, se puede
observar que las tres herramientas concordaron en separar claramente a los 7 genes candidatos en
dos grupos definidos de acuerdo a su estabilidad de expresién: un grupo de alta estabilidad que
incluye a UBI, ACTY, 18S y RPS18, y un segundo grupo de genes de expresidon inestable compuesto
por EF1A y TUB (Figura 1.3A, 1.3B y 1.3C). En resumen, los tres métodos coinciden en indicar que UBI
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es un gen confiable y apropiado para utilizar como referencia al cuantificar los niveles de ARN en
delfacidos infectados con MRCV por RT-gPCR. Ademas sugieren que, si es necesario el empleo de
mas de un gen para la normalizacién, 18S y ACT son los mas convenientes como segunda eleccion.
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las mejores correlaciones (C, abajo).

4.3.2. Determinacion del perfil de expresion de los genes candidato
estudiados

Posteriormente, se compararon los conjuntos de valores Ct obtenidos para cada uno de los
diferentes genes. Estos valores se distribuyeron en un rango de Ct de 15 a 34 (Figura 1.4A), en donde
el menor Ct (mayor expresion) corresponde al gen 18S y el mayor valor pertenece a GAPDH. El bajo
Ct del ARN ribosomal 18S es esperado por su gran abundancia en las células. El hecho de que ACT
mostrara el segundo Ct mas bajo es también esperado, ya que normalmente se detectan altos
niveles de ARNm de este gen (Noda y col., 2008).

Es importante notar que los genes detectados como mas estables (UBI, 18S, ACT y RPS18)
cubrieron un amplio rango de Cts (15-28), lo cual es conveniente dado que es preferible el uso de
controles internos con un Ct cercano al del gen en estudio (Horner, 2003).
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Figura 1.4. Andlisis de los niveles de expresion de los genes candidatos. A. Abundancia de la expresion de
los genes en estudio expresada como valores de “cycle threshold” (Ct) y representada en un diagrama de
caja y bigotes. Los bigotes representan los valores maximos y minimos. Los genes estdn ordenados de
menor (mayor Ct, izquierda) a mayor abundancia (menor Ct, derecha). B. Comparacién de los niveles de
expresion de los genes candidatos en delfacidos sanos versus infectados con MRCV. La significancia de las
diferencias entre tratamientos fue evaluada estadisticamente usando el test T de Mann-Whitney.

Finalmente, debido a que se ha observado que la expresién de genes considerados de
mantenimiento se ve en algunos casos alterada con una infeccidn viral (Brault y col., 2010; Zhang y
col., 2010), se analizé si la infeccion por MRCV altera la expresion de alguno de los 7 genes
candidatos de mantenimiento estudiados. Los valores Ct promedio de cada gen fueron comparados
entre insectos sanos e infectados con MRCV. Se detectd que el valor Ct de EF1A es significativamente
menor (p<0,05) en delfacidos infectados (Figura 1.4B), lo que indica que la infecciéon provocd un
aumento en la expresion de dicho gen. Esto podria explicar la inestabilidad que mostré este gen en
los andlisis previos (Figura 1.3) y concuerda con un trabajo reciente que reportd que la expresion de
EF1A se ve aumentada 97,8 veces en delfacidos Laodelphax striatellus infectados con Rice stunt virus
(RSV) (Zhang y col., 2010). Seria interesante extender este estudio de expresiéon a un mayor nimero
de genes de D. kuscheli, incluyendo genes involucrados en los mecanismos antivirales de la respuesta
innata y del ARN de interferencia. Este conocimiento seguramente contribuira al entendimiento del
mecanismo que subyace durante la persistencia de MRCV en el insecto vector sin causar una
reduccion en el “fitness” del individuo (Arneodo y col., 2002a).
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2. Objetivos

Objetivo General

Determinacion del rol que cumplen las proteinas de MRCV durante la infeccidén del delfacido vector.

Objetivos Particulares

a) Andlisis de la localizacion subcelular de las proteinas de MRCV en células de insecto por
inmunofluorescencia.

b) Desarrollo de un sistema versatil que permita el estudio de la localizacion subcelular de proteinas
de interés en células vivas de insecto.

c) Anadlisis de la localizacién subcelular de las proteinas de MRCV fusionadas a proteinas
fluorescentes en células vivas de insecto.

d) Analisis de la colocalizacién subcelular entre las proteinas de MRCV.

e) Analisis del mecanismo de expresion de P5-2.
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3. Métodos

3.1. Técnicas clasicas de biologia molecular

Las técnicas de extraccion de ADN plasmidico, digestion con enzimas de restriccién, llenado
de extremos protruyentes, defosforilacién y ligacion de ADN, obtenciéon de células E. coli
guimicamente competentes o electrocompetentes y su transformacién, 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 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. La
purificacién de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizé con el kit QIAEX Il Gel
Extraction (Qiagen, Alemania) y las purificaciones de ADN plasmidico de alta calidad para
secuenciacion 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
DH50, quimicamente competentes o XLI blue electrocompetentes, segin 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, cloramfenicol 25
mg/It, kanamicina 50 mg/It 6 spectinomicina 100 mg/It). El medio LB sdlido se prepard
agregando agar (1,5 g/100 ml).

3.2. Sistema de clonado Gateway

El sistema de clonado mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen, E.E.U.U.) se basa en la
recombinacion sitio especifica LR del bacteriéfago lambda (A) seguin el esquema:

Spec”
Vector de Entrada n
= e
w 2 o lem
\ Producto
+ secundario
e e

ww = o R
Vector de Destino
C—:—rmr:‘_::.-—j

En este sistema, attL y attR son sitios de recombinacién, Cm" es un gen de resistencia a
cloranfenicol, ccdB es el gen de 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 spectinomicina (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 homdloga entre los sitios attL y attR
por accion de las enzimas integrasa (Int), factor de Integracién del hospedante (IHF) y
escisionasa (Xis). 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
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el vector de destino (Ampicilina en este caso). 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 antibidtico 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 recombinacién.

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 attL1 y attL2 del vector pCR8/TOPO/GW (Invitrogen, E.E.U.U.) que
lleva el gen de resistencia a spectinomicina.

Antes de realizar las reacciones, se simularon las recombinaciones in silico con el software
Vector NTI 9 Advance (Invitrogen, E.E.U.U.) para comprobar que los productos a obtener y sus
marcos de lectura resultantes fueran los deseados. A continuacidn, 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 ul del reactivo LR Clonase Il (Invitrogen, E.E.U.U.) y completando con
buffer TE (TRIS-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5) hasta un volumen final de 7 pl. Luego de
incubar a 25 °C por 5-12 horas, se transformaron bacterias E. coli de la cepa DH5a. con 2 pl de
la reaccion de recombinacidn. Los clones de interés fueron seleccionados con ampicilina
debido a que todos los vectores de destino utilizados en este trabajo contienen el gen de
resistencia a ese antibidtico.

3.3. Construccion de los vectores utilizados

3.3.1. Vectores de expresion en insectos de las proteinas de MRCV

Para obtener los vectores de expresién de las proteinas de MRCV en células Sf9, se
recombinaron mediante el sistema Gateway los ORFs que codifican para las proteinas P3, P4,
P5-1, P5-2, P6, P7-1, P7-2, P8, P9-1, P9-2 y P10 (sin su coddn de terminacion), contenidos en
una coleccion de vectores de entrada (Mongelli, 2010), en el vector de destino plIB-V5/His-
DEST (Invitrogen, E.E.U.U.). De esta manera se obtuvieron 11 vectores de expresion de dichas
proteinas de MRCV fusionadas al epitope V5/His por el extremo carboxilo terminal bajo el
control del promotor OplE2 de actividad constitutiva en diferentes células de insecto (Lee y
col., 2008; Pfeifer y col., 1997). La construccién del vector de expresiéon conteniendo al
segmento S5 bicistronico se realizd insertando un fragmento con el segundo ORF sin codén de
terminacién, obtenido por digestion del vector pIB-P5-2 con Nsil y Xbal, en el vector pIB-P5-1
digerido con las mismas enzimas.
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3.3.2. Vectores de destino para obtener fusiones fluorescentes

Las secuencias codificantes de eGFP, eYFP, eCFP fueron amplificadas de los vectores pEGFP,
pPEYFP and pECFP (Clontech, E.E.U.U.), respectivamente, usando los oligonucledtidos GFPH-F
(5°- AAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3") y GFPH-s/stop-R (5°-
AAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAG-3") para excluir el codén de terminacion y agregar
sitios de restriccidn Hindlll en los bordes del amplicén, o con los oligonucleétidos GFPX-s/atg-F
(5- TCTAGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3Y) y GFPX-R (5°-
TCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3") para excluir el codéon ATG de iniciacion vy
agregar sitios de restriccion Xbal a ambos lados del amplicon. De manera similar, el ORF que
codifica para la proteina roja fluorescente mCherry fue amplificado del vector pRBCherry
(Baltanas y col., resultados no publicados) usando el par de iniciadores mCherryH-F (5°-
AAGCTTATGGTTAGTAAAGGAGAAG-3") y mCherryH-s/stop-R (5°-
AAGCTTTCTAGATCCGGTGGATCCCG-3) para obtener una secuencia bordeada por sitios Hindlll
y sin  codéon de terminacién, y con el par mCherryX-s/atg-F  (5-
TCTAGAGGTTAGTAAAGGAGAAG-3") y mCherryX-R (5-TCTAGATTACCTGGATCCGGTGGATCCC-
3°) para excluir el coddn ATG de iniciacion y agregar sitios Xbal en ambos extremos.

Todas las secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen,
E.E.U.U.) y los vectores resultantes fueron denominados pTg-eGFPH, pTg-eYFPH, pTg-eCFPH y
pTg-mCherryH para las secuencias con sitios Hindlll, y pTg-eGFPX, pTg-eYFPX, pTg-eCFPX y pTg-
mCherryX para las secuencias conteniendo sitios Xbal. Luego, los primeros cuatro vectores
fueron digeridos con Hindlll y los cuatro ultimos con Xbal, y los insertos obtenidos fueron
subclonados en el vector pIB-V5/His-DEST (Invitrogen, E.E.U.U.) tratado con Hindlll o con Xbal,
respectivamente. Los vectores de destino Gateway resultantes, denominados pIB-GW, pIB-YW,
plB-CW, pIB-RW, pIB-WG, pIB-WY, pIB-WC y pIB-WR, fueron secuenciados automaticamente
en el Servicio de Secuenciacion y Genotipificacion del CICV (INTA-Castelar) para corroborar el
correcto ensamblaje de los marcos de lectura.

3.3.3. Vectores de expresion de marcadores fluorescentes de referencia

Para la construccion de algunos de los marcadores fluorescentes de organelas, las
secuencias codificantes (sin el coddn de terminacién) de los genes LMNA (NM_005572),
KDELR1 (NM_006801), TGOLN2 (NM_006464), Torlaipl (NM_145092), Pxmp2 (NM_031587),
y PLA2G15 (NM_012320) contenidas en vectores de entrada (Simpson y col., 2000) fueron
recombinadas en algunos de los vectores de destino disenados para fusiones carboxi
terminales (pIB-WC, pIB-WG, pIB-WY y pIB-WR).

Para la construccién del resto de los marcadores fluorescentes, las secuencias de los genes
de la actina y la a-1-tubulina (sin el codén ATG de iniciacion), y del receptor de la hormona
diurética (sin el codén de terminacion), de Spodoptera frugiperda fueron amplificadas por RT-
PCR de ADNCc sintetizado con la enzima Superscript Il (Invitrogen, E.E.U.U.) a partir de ARN
total de células Sf9 extraido con el kit RNAqueous (Ambion, E.E.U.U.). Para ello se utilizaron los
oligonucledtidos  Sf.Act-s/atg-F~ (5-TGCGACGACGATGTTGCTG-3') 'y  SfAct-R (5-
TTAGAAGCACTTGCGGTGG-3") en el <caso de la actina, SfTub-s/atg-F (5'-
CGTGAGTGCATCTCAGTAC-3") y Sf.Tub-R (5-TTAGTATTCCTCTGCTCC-3") en el caso de la a-
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tubulina, y Sf.Dhr-s/atg-F (5"-TGCGACGACGATGTTGCTG-3") y Sf.Dhr-R (5-
TTAGAAGCACTTGCGGTGG-3") para el receptor de la hormona diurética, disefiados en base a
secuencias de Spodoptera exigua (en el caso de actina y a-tubulina) y Spodoptera frugiperda
(en el caso del receptor de la hormona diurética) depositadas en el GenBank (actina:
AY507963; a-tubulina: EU100017; receptor de la hormona diurética: FI374694). Para la
construccién del marcador de reticulo endoplasmdtico, se amplific6 un gen sintético rojo
fluorescente dirigido al reticulo endoplasmatico a partir del vector pBin-ER-rb (Nelson y col.,
2007) usando los iniciadores ER-mCherry-FW (5’-ATGAAGGTACAGGAGGGTTTG-3’) y ER-
mCherry-RV (5’-TTACAGCTCGTCTTTAGATCTC-3’). Los cuatro genes amplificados fueron
clonados en el vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, E.E.U.U.) y secuenciados automaticamente
en el Servicio de Secuenciacion y Genotipificacién del CICV (INTA-Castelar), y los vectores de
entrada resultantes fueron empleados para recombinar con vectores de destino adecuados
para fusiones fluorescentes amino terminales (para el caso de la actina y a-1-tubulina), carboxi
terminales (para el receptor de la hormona diurética) o con el vector plIB/V5-His-DEST
(Invitrogen) para el marcador de reticulo endoplasmatico.

3.3.4. Vectores de expresion de proteinas de MRCV fusionadas a
proteinas fluorescentes.

La construccion de las fusiones fluorescentes con las proteinas de MRCV se realizd
utilizando la coleccién de vectores de entrada conteniendo las secuencias codificantes de las
proteinas P3, P4, P5-1, P5-2, P6, P7-1, p7-2, P8, P9-1, P9-2 y P10 sin su coddn de iniciacidn o sin
su codon de terminaciéon (Mongelli, 2010), para recombinar con algunos de los vectores de
destino construidos (ver seccidén 3.3.2) y obtener fusiones por el extremo amino terminal o
carboxilo terminal, respectivamente. Por ejemplo, el vector de entrada de P9-1 sin el codén de
iniciacién se utilizé para obtener las cuatro posibles fusiones fluorescentes por el extremo
amino terminal recombinando con los vectores pIB-GW, pIB-YW, pIB-CW y pIB-RW, y el vector
de entrada de P9-1 sin el coddn de terminacion se utilizé para construir las cuatro posibles
fusiones carboxilo terminales recombinando con los vectores pIB-WG, pIB-WY, pIB-WC y plB-
WR.

3.3.5. Vectores de expresion en bacterias

Para la expresion de proteinas en E. coli se utilizd el vector pRSET (Invitrogen, E.E.U.U.) que
permite la expresién, por medio del promotor T7 inducible indirectamente por IPTG, de
proteinas fusionadas al péptido 6xHis/Xpress por el extremo amino terminal. Dicho péptido
contiene una regién de seis histidinas que facilita la purificacidon de la proteina recombinantes
por cromatografia de afinidad a agarosa Ni-NTA, seguida por el epitope Xpress (Asp-Leu-Tyr-
Asp-Asp-Asp-Asp-Leu).

Para la obtencién del vector pRSET-5.1, la secuencia codificante para P5-1 sin el codén ATG
de iniciacidn se escindié del vector pTopo-S5.1-S/ATG-AS (Mongelli, 2010) con la enzima EcoRl
y se subclond en el vector pRSETb cortado previamente la misma enzima de restriccion. El
vector pRSET-5.2 se construyd con la secuencia codificante para P5-2 sin el codon ATG de
iniciacion obtenida del vector pTopo-S5.2-S/ATG (Mongelli, 2010) por digestién con la enzima
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EcoRl y subclonada en el vector pRSETc tratado con la misma enzima. El correcto ensablaje de
los vectores se corrobord por secuenciacion automadtica en el Servicio de Secuenciacién vy
Genotipificacion del CICV (INTA-Castelar).

3.4. Cultivo y transfeccidn de células Sf9

Se sembraron células Sf9 de Spodoptera frugiperda (IPLBSF21-AE aislamiento clonal 9) en
placas de 6 pocillos o en placas de cultivo de 35 mm con fondo de vidrio (MatTek Corporation,
E.E.U.U.) usando medio Sf900 Il SFM (Invitrogen, E.E.U.U.) suplementado con suero fetal
bovino al 2/ (GIBCO, E.E.U.U.) e incubadas a 27 °C hasta una confluencia del 60-70 /. Las
células fueron entonces transfectadas con 1 pug de pldsmido purificado con el kit QlAprep Spin
Miniprep (Qiagen, Alemania) usando el reactivo de transfeccion Cellfectina (Invitrogen,
E.E.U.U.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez transfectadas, las células
fueron incubadas a 27 °C hasta su utilizacion.

3.5. Localizacién subcelular por inmunofluorescencia

Para los experimentos de inmunofluorescencia, las células fueron sembradas y
transfectadas en placas de 6 pocillos conteniendo cubreobjetos estériles previamente tratados
con HCl 1M para mejorar la adherencia de las células. Luego de 72 horas de transfectadas, las
células adheridas al cubreobjeto fueron lavadas con buffer PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM,
Na,HPO, 4.3 mM, KH,PO,4 1.47 mM, pH 6,2), fijadas con paraformaldehido al 4/ en PBS por 15
minutos, lavadas dos veces con PBS-T (PBS suplementado con Tween al 0,05/) vy
permeabilizadas con Triton X-100 al 0,2/ en PBS por 30 minutos. Las células permeabilizadas
fueron lavadas dos veces con PBS-T e incubadas con “Roche Blocking Reagent” (Roche,
Francia) al 1/ en PBS durante 1 hora. Luego, se retird el medio y se incubd con un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-V5 conjugado al fluoréforo FITC (Invitrogen, E.E.U.U.) diluido 1/500
en solucion de bloqueo. Al cabo de 90 minutos, se lavé dos veces con PBS-T y se tifieron los
nucleos con 1 pg/ml de ioduro de propidio durante 1 minuto. Finalmente, las células fueron
lavadas primero con PBS-T y luego con agua bidestilada, montadas en medio ProLong Gold
antifade (Invitrogen, E.E.U.U.) y curadas a 4 °C en oscuridad por 24 horas hasta su visualizacion
en un microscopio de fluorescencia confocal Nikon EZ-C1 (Nikon, Japdn).

3.6. Localizacidon subcelular en células vivas

Para los experimentos de localizaciéon subcelular en células Sf9 vivas, las mismas fueron
sembradas y transfectadas en placas de cultivo de 35 mm de didmetro con fondo de vidrio
(MatTek Corporation, E.E.U.U.). A las 72 horas postransfeccion, el medio de cultivo fue
remplazado por PBS (pH 6,2) y las células fueron observadas en un microscopio confocal laser
espectral Leica TCS-SP5 (Leica Microsystems GmbH, Alemania) con un objetivo de inmersion
en agua 63X (HCX PL APO CS 63.0x1.20 WATER UV). Se utilizaron las lineas de 458 nm, 488 nm
y 514 nm del laser del Argdn para excitar a CFP, GFP y YFP, respectivamente, y la linea de 543
nm del ldser de HeNe para excitar a mCherry. El escaneo se realizd en modo secuencial para
minimizar el solapamiento de espectros de emision, y la fluorescencia fue detectada con los
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siguientes parametros de PMT: 465-505 nm para CFP, 498-540 nm para GFP, 525-600 nm para
YFP y 610-670 nm para mCherry. El poder de los laseres, la ganancia de los detectores, la
velocidad de escaneo y el aumento fueron ajustados individualmente en cada adquisicidn para
optimizar el contraste y la resolucién de las imagenes.

La cuantificacién de la colocalizacidn se realizé con el mdédulo de colocalizacion del software
Leica LAS AF, el cual crea un grafico de dispersién con la distribucién de la intensidad y grado
de colocalizacién de ambos fluoréforos.

3.7. Expresion y purificacidon de proteinas en bacterias

Los vectores pRSET-P5-1 y pRSET-P5-2 fueron introducidos en la cepa de E. coli BL21 pLys y
luego se realizaron ensayos de expresién de las proteinas. Se partié de cultivos liquidos
saturados, se realizd una diluciéon 1/100 que se dejo crecer a 37°C hasta una DOgy de 0,6. A
continuacién se agregaron diferentes concentraciones de IPTG para inducir la expresion y se
incubd a la temperatura y tiempo indicados para cada caso. Se mantuvo un cultivo paralelo sin
tratar con IPTG como control de la induccidn. Posteriormente, los cultivos fueron fraccionados
y centrifugados durante 10 minutos a 5000 rpm, y los pellets resultantes fueron empleados
para evaluar diferentes métodos de extraccidén y solubilizacion de las proteinas recombinantes.

Para la extraccién de proteinas solubles y nativas, se resuspendié el pellet en 1/10
volumenes (con respecto al volumen de cultivo centrifugado) de buffer TE (TRIS-HCI 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 8) y se agregd Tritén X-100 y lisozima a una concentracion final de 0,01/ vy
100 pg/ml, respectivamente. Se incubd a 30°C por 15 minutos, se sonicd en tres intervalos de
20 segundos usando un sonicador Branson Sonifier 250 (Branson Instruments Co., E.E.U.U.) y
se centrifugd por 15 minutos a 12000 g y 4 °C. El sobrenadante fue recuperado, mezclado con
¥% volumenes de buffer de carga de proteinas 4X (TRIS-HCI pH 6,8 200 mM, SDS 8/, glicerol 50
/ , azul de bromo fenol 0,4/, 2-mercaptoetanol 4 / ), hervido por 2 minutos y guardado hasta
su utilizacién.

Para la extraccion en condiciones desnaturalizantes, se resuspendié el pellet en 1/10
volumenes (con respecto al volumen de cultivo centrifugado) de buffer GA-UREA (TRIS-HCI 70
mM pH 8,2; NaCl 100 mM; Urea 8M). Se sonicd en tres intervalos de 20 segundos usando un
sonicador Branson Sonifier 250 (Branson Instruments Co., E.E.U.U.) y se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 hora. Posteriormente se centrifugd por 15 minutos a 12000 g y 4 °C, se
recuperd el sobrenadante, se agregd % volumenes de buffer de carga 4X, se hirvid por 2
minutos y se guardd hasta su utilizacion.

Para visualizar la presencia de las proteinas recombinantes, las fracciones previamente
obtenidas se sembraron en un gel de poliacrilamida (acrilamida 10 /) y separaron por SDS-
PAGE. Luego de la electroforesis, las proteinas fueron tefiidas con azul de Coomasie (azul de
Coomassie 0,5 /, acido acético 10 / y etanol 30 /) o transferidas a una membrana de
nitrocelulosa Hybond N (Ge Healthcare, Reino Unido) para detectar las proteinas
recombinantes por “Western blot” usando un anticuerpo primario anti-Xpress (Invitrogen,
E.E.U.U.) y un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a fosfatasa alcalina. Para el revelado
se equilibré la membrana en buffer fosfatasa (TRIS-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5
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mM) y luego se incubd con los sustratos BCIP y NBT (Promega, E.E.U.U.) en buffer fosfatasa a
una concentracion final de 0,56 mM y 0,45 mM, respectivamente.

Finalmente, las fracciones conteniendo las proteinas recombinantes solubilizadas fueron
utilizadas para realizar ensayos de purificacién por cromatografia de afinidad con agarosa Ni-
NTA (QIAGEN, Alemania) segun las especificaciones del fabricante.

Para la expresion y purificacion de P5-1 y P5-2 en gran escala, se partié de un volumen de
cultivo de 100 ml y se siguié el protocolo de expresion y purificacion que dio mejores
resultados para cada proteina en particular.

3.8. Inmunizacidn y obtencion de un antisuero anti-P5-2

Para preparar el material de inmunizacién de conejos para el desarrollo del antisuero
policlonal contra P5-2, las fracciones conteniendo la proteina purificada fueron separadas por
SDS-PAGE vy electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond N (Ge Healthcare,
Reino Unido). Las membranas fueron tefidas con solucién rojo Ponceau (rojo Ponceau 0,1 /
p/v, acido acético 5/ v/v) y guardadas. Finalmente, las zonas de las membranas conteniendo
la proteina recombinante fueron recortadas y enviadas a la empresa Pan American Vet labs
(http://www.pavlab.com) donde se utilizaron para la inmunizacion de 2 conejos, empleando
100 ng de proteina pura en una inyeccidn inicial y en cada uno de los cuatro “boosters”
posteriores (500 ng totales). Los sueros obtenidos de los conejos inmunizados fue alicuotados
y guardado a -20 °C.
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4. Resultados y discusion

Como se menciond, el andlisis del genoma de MRCV revela la presencia de 13 ORFs. A través de
estudios bioinformaticos y experimentales de las proteinas estructurales de MRCV se propuso que P1
es la polimerasa viral, P3 es al proteina mayoritaria del nucleo viral, P4 es la espicula B y una
potencial guanilil transferasa, P8 posee un motivo de unién a nucleétidos y podria tener actividad
helicasa, y P10 es la proteina mayoritaria de la cdpside externa (Distéfano, 2004; Distéfano y col.,
2002; Distéfano y col., 2003; Distéfano y col., 2005; Distéfano y col., 2009; Guzman y col., 2007;
Nibert y Kim, 2004; Supyani y col., 2007). Por otro lado, las proteinas no estructurales no presentan
homologia de secuencia apreciable con ninguna proteina de funcién conocida fuera del género
Fijivirus. Al momento de iniciar los experimentos presentados en este apartado existian estudios
demostrando que las proteinas P9-1 de MRCV y de RBSDV se localizan en viroplasmas durante la
infeccidon de de plantas e insectos hospedantes (Guzman, 2005; Isogai y col., 1998a) y que P7-1 de
RBSDV se localiza en arreglos tubulares citoplasmaticos identificados por inmunomicroscopia
electronica sobre cortes de células infectadas de arroz y del insecto vector Laodelphax striatellus
(Isogai y col., 1998a).

Es importante considerar que los eventos que conducen al desarrollo de una enfermedad no
ocurren como procesos aislados sino que se establecen interacciones complejas a nivel molecular
entre las proteinas y el ARN del patdgeno y del hospedante. Estos eventos estan ademas finamente
regulados y generalmente ocurren en sitios subcelulares especificos, en asociaciéon con estructuras
celulares particulares. En este sentido, el estudio de la distribucidn subcelular dentro de las células
suele ser una forma rdpida y efectiva para deducir caracteristicas funcionales de las proteinas virales
(Broering y col., 2004; Gonzalez y col., 1998; Gonzalez y col., 2000; Mena y col., 2006; Wei y col.,
2006a; Wei y col., 2006c). Por lo tanto, se decidié investigar la posible funcidon de las proteinas de
MRCV durante la replicacién persistente y propagativa en el delfacido vector mediante la localizacion
subcelular de las mismas, expresadas en células de insecto en cultivo. Actualmente no existen
cultivos celulares de insectos pertenecientes a la familia Delphacidae (chicharritas), por lo que se
decidié utilizar las células Sf9 de Spodoptera frugiperda, un insecto no hospedante perteneciente al
orden Lepidoptera.

4.1. Estudio funcional de las proteinas de MRCV mediante su
localizacion subcelular en células de insecto

4.1.1. Andlisis de la localizacion subcelular de las proteinas de MRCV por
inmunofluorescencia

Se partié de una coleccion de vectores pCR8/TOPO/GW conteniendo los ORFs que codifican para
las proteinas P4, P5-1, P5-2, P6, P7-1, p7-2, P8, P9-1, P9-2 y P10 sin su coddén de terminacién. Se
excluyé del estudio a las proteinas P1 y P2 debido a la dificultad para clonar sus respectivos ORFs
(Mongelli, 2010). Mediante la transferencia al vector pIB-V5/His-DEST por recombinacidn a través del
sistema Gateway, se obtuvieron 11 vectores de expresién de las diferentes proteinas de MRCV
fusionadas al epitope V5/His por el extremo carboxilo terminal, bajo el control del promotor OplE2
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de actividad constitutiva en diferentes células de insecto (Lee y col., 2008; Pfeifer y col., 1997). Estos
vectores fueron purificados por columna de silica y empleados para transfectar transitoriamente
células Sf9. Se utilizé el vector pIB/V5-His-GW/lacZ, aqui denominado plBg-LacZ, como control
positivo de expresion y localizacién. Las células transfectadas fueron incubadas por 72 horas a 27 °C,
luego de lo cual se realizaron inmunofluorescencias empleando un anticuerpo monoclonal anti-V5
conjugado a FITC. Se estudid la distribucidon subcelular de las proteinas de MRCV utilizando un
microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse TS100 y un microscopio confocal Nikon C1 (Nikon,
Japodn).

Se determind la localizacion subcelular de P6, P7-1 y P9-1 mientras que no se logré detectar
expresion del resto de las proteinas. Es importante notar que el nivel de expresion de la proteina P9-
1 fue excepcionalmente alto comparado con el de P6, el de P7-1 e incluso con el de la proteina
control B-glucuronidasa.

La proteina P6 (peso molecular estimado de 95,2 kDa para la fusién a V5/His) se observd
distribuida en el citoplasma de las células transfectadas. Sin embargo, dicha distribucion fue
completamente irregular mostrando conexiones que atraviesan el nucleo (Figura 2.1B), a diferencia
de las células control que expresan B-glucuronidasa homogéneamente en el citoplasma y poseen
nucleos grandes, centrales y esféricos (Figura 2.1A). Teniendo en cuenta que se detectan algunas
formas filamentosas en su distribucion subcelular, que mediante andlisis bioinformatico se detecta
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un extenso motivo “coiled coil” entre los aminodacidos 550 y 690 aproximadamente y que al realizar
un modelado por homologia en el servidor Phyre 0.2 (Kelley y Sternberg, 2009) se predice una
estructura tridimensional filamentosa, la proteina P6 podria estar involucrada en la formacion de las
fibrillas que se observan en el viroplasma durante la infeccion viral.

La proteina P7-1 (peso molecular estimado de 46,8kDa para la fusién a V5/His) se observo
distribuida homogéneamente tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células transfectadas
(Figura 2.1C), lo que sugiere que esta proteina es capaz de ingresar y/o egresar (ya que la intensidad
de fluorescencia es igual en ambos compartimentos) del nucleo celular. Si bien esta distribucion
podria deberse a un transporte activo, no fue posible detectar sefiales conocidas de importacion y/o
exportacion nuclear por métodos bioinformaticos. Alternativamente, dado que se ha observado que
el limite de exclusion molecular del poro nuclear es de aproximadamente 40 kDa (Davis, 1995), la
proteina (en forma monomérica) podria ingresar y egresar del nucleo celular libremente. En
cualquiera de los dos casos, la capacidad de ingresar al nucleo sugiere que P7-1 podria influir, directa
o indirectamente, en la expresién génica de las células hospedantes durante la infeccion de MRCV. A
pesar de que la proteina P7-1 de RBSDV fue inmunodetectada en estructuras tubulares
citoplasmaticas, en nuestro caso no se la observé formando parte de estructuras de este tipo al
expresar a MRCV P7-1 fusionada a V5/His en células de insecto. Es probable que, a diferencia de lo
gue se ha observado para RDV (Wei y col., 2006a), el establecimiento de dichas estructuras sea un
proceso complejo que involucra mas de una proteina viral y/o celular.

Al inmunodetectar la proteina recombinante P7-1/V5 por “Western blot” (Figura 2.1C) fue posible
observar una banda tenue del tamafio esperado (flecha) y un banda intensa adicional de mayor peso
molecular aparente (punto). Esto sugiere que la forma predominante de P7-1 posee alguna
modificacién postraduccional que altera la movilidad de la proteina en aproximadamente 3-4 kDa.
Una alteracién similar fue reportada al inmunodetectar la proteina P7-1 del RBSDV en extractos de

54



insecto vector infectado pero no en extractos de arroz infectado, sugiriendo que dicha modificacion
es llevada a cabo en el insecto exclusivamente (Isogai y col., 1998a). Es interesante notar que un
aumento de peso molecular de estas caracteristicas suele observarse en proteinas glicosiladas y que
muchas proteinas nucleares y citoplasmaticas, incluyendo factores de transcripcion, son blanco de
glicosilaciones 0O-GIcNAc que influyen en la regulacion de su actividad y transporte nucleo-
citoplasmatico (Ozcan y col., 2010). Teniendo en cuenta lo expuesto y que es posible predecir sitios
de glicosilacion O-GIcNAc mediante el servidor YinOYang 1.2 (Gupta y Brunak, 2002) en la secuencia
de P7-1, serd necesario confirmar si esta proteina es glicosilada mediante ensayos bioquimicos. Esta
confirmacién, junto con la determinacién de si P7-1 es capaz de unir ADN de doble cadena, reforzaria
el papel de esta proteina como regulador de la expresion génica, y abriria el camino a investigar qué
efecto tiene su presencia en el transcriptoma de las células.

La proteina P9-1 (peso molecular estimado de 44,3 kDa para la fusion a V5/His) fue capaz de
formar numerosas y conspicuas estructuras esféricas en el citoplasma de las células transfectadas. El
tamafio de estas inclusiones fue variable, llegando a medir hasta aproximadamente 2 um de
didametro en algunos casos (Figura 2.1D). Esta caracteristica se observa en proteinas de otros
miembros de la familia Reoviridae que conforman el componente mayoritario de los viroplasmas
(Broering y col., 2002; Fabbretti y col., 1999; Thomas y col., 1990; Wei y col., 2006c). Adicionalmente,
se examind la morfologia de las inclusiones formadas por P9-1 por microscopia electrénica de
transferencia realizando inmunomarcacion con oro sobre cortes de las células transfectadas (Figura
2.1E), observandose que dichas estructuras eran similares a las descriptas en células infectadas de
insectos y plantas (Arneodo, 2003; Arneodo y col., 2002b). Estos resultados sugieren, por lo tanto,
gue P9-1 seria un componente importante del viroplasma, probablemente formando una matriz
proteica de anclaje para el desarrollo de dichos complejos replicativos. Esto esta de acuerdo con un
trabajo reciente en el cual se propuso que la proteina P9-1 de RBSDV, la cual presenta 64,5 / de
identidad con P9-1 de MRCV (Guzman y col., 2007), es la proteina mayoritaria de viroplasma y que es
capaz de auto interactuar, formar dimeros y establecer inclusiones en el citoplasma de protoplastos
de Arabidopsis al ser fusionada a GFP (Zhang y col., 2008a). Por otro lado, la inmunodeteccion de la
proteina recombinante por “Western blot” se observé una banda intensa del peso molecular
esperado y una banda mas tenue de mayor peso molecular aparente (Figura 2.1D). Este resultado
serd discutido en mayor profundidad en la seccidn 4.4 del capitulo IlI.

No se logré detectar sefial con el resto de las proteinas, probablemente debido a que sus niveles
de expresion no fueron lo suficientemente altos para la sensibilidad de la técnica. La dificultad para
expresar algunas proteinas de MRCV ya ha sido notada en otros sistemas como bacterias y plantas
(Distéfano, 2004; Guzman, 2005; Mongelli, 2010), y podria implicar una posible toxicidad celular de
las proteinas o una pobre traduccién de los ARNm recombinantes debido a la estructura secundaria
del ARN u otro motivo. Por otro lado, el hecho de que P6, P7-1 y P9-1 hayan mostrado mayores
niveles de expresion (lo cual reflejaria menor toxicidad, o mayor estabilidad o traducibilidad del
ARNmM) podria implicar que estas proteinas cumplen funciones determinantes en etapas tempranas
de la replicacién viral durante la infeccién del insecto vector con MRCV. Sin embargo, debe tenerse
en cuenta que los ARN que actian como mensajeros durante la infeccion viral contienen extremos 5’
y 3’ UTR (y regiones intergénicas) que no estan presentes en las versiones recombinantes y que
podrian contener elementos reguladores de la traduccidn, y que los ARNm recombinantes contienen
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una cola de poliadeninas que no estd presente en los mensajeros virales producidos durante la
replicacién. Dado que la cinética de expresidn de las proteinas virales es un factor determinante en el
éxito de la infeccidn, estudiar los mecanismos responsables de esta regulacion brindara informacion
importante acerca de la estrategia replicativa de los Fijivirus.

Reconstruccion 3D
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Figura 2.1. Localizacién subcelular de las proteinas de MRCV en células Sf9. Las proteinas B-
galactosidasa (A, control), P6 (B), P7-1 (C) y P9-1 (D) fueron fusionadas al epitope V5/His y
expresadas en células Sf9 para luego analizar su localizacién subcelular mediante
inmunofluorescencia directa con un anticuerpo anti-V5 conjugado a FITC. En cada caso se
muestra de izquierda a derecha: la tincién del nucleo celular con ioduro de propidio (Prl), la
localizacién de la proteina en estudio (Anti-V5), la superposicion de las dos imagenes
anteriores (suma), una convolucién a partir de varias secciones de una célula expresando la
proteina en estudio (reconstruccion 3D) y la inmunodeteccidon por “Western blot” de la
proteina en un extracto de células transfectadas utilizando un anticuerpo anti-V5. A la
derecha de cada “Western blot” se indica con una flecha la posicion de la proteina
recombinante y con un punto las bandas de peso molecular mayor al esperado. En (E) se
realizd una inmunomarcacién con oro de P9-1/V5 en secciones de células Sf9 transfectadas y
luego se observo al microscopio electrénico de transferencia.
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Debido a la imposibilidad para estudiar la localizacidn subcelular de la mayoria de las proteinas de
MRCV mediante inmunolofluorescencia, se optd por cambiar de estrategia y estudiar su localizacién
subcelular in vivo expresandolas como fusion a proteinas fluorescentes.

4.1.2. Diseio y construccion de un juego de vectores para estudios de
localizacion subcelular en células vivas de insecto

La localizacion de proteinas fluorescentes en células vivas presenta ciertas ventajas frente a otro
tipo de técnicas. En primer lugar, no requiere de ninguna manipulacion previa de las células a ser
examinadas, por lo que se evita todo tipo de artefacto o problema causado por la fijacién de las
muestras. Ademas, permite detectar el tiempo postransfeccion en el cual se observa mayor nivel de
expresion de la proteina estudiada sin la necesidad de destruir la muestra. Por otro lado, con este
tipo de estudios se puede observar la velocidad de movimiento de las proteinas, lo cual muchas
veces contribuye a definir en qué organela se localizan.

Por las razones expuestas, se decidié proseguir con el estudio de la localizacion subcelular de las
proteinas de MRCV en células vivas mediante fusion a proteinas fluorescentes. Lamentablemente, no
existian vectores disponibles para realizar este tipo de experimentos en células Sf9, por lo que se
decidié construir una serie de vectores de destino (compatibles con la tecnologia de clonado
GATEWAY) para la expresion de fusiones fluorescentes en células Sf9. Partiendo del vector plB-
V5/His-DEST como esqueleto, se insertaron las secuencias codificantes de las proteinas GFP, YFP, CFP
o mCherry, rio arriba o rio abajo del casete GATEWAY en el marco de lectura adecuado para obtener
fusiones amino o carboxilo terminales a la proteina de interés luego de recombinar con el vector de
entrada. Los cuatro vectores disefiados para fusiones amino terminales fueron llamados pIB-GW,
pIB-CW, pIB-YW vy pIB-RW, donde las letras G, C, Y y R corresponden a GFP, CFP, YFP y mCherry,
respectivamente y la letra W indica la posicion del mddulo GATEWAY (en donde quedara situada
finalmente la proteina de interés luego de recombinar) con respecto a la proteina fluorescente.
Siguiendo el mismo criterio, los vectores disefiados para realizar fusiones carboxilo terminales fueron
nombrados pIB-WG, pIB-WY, pIB-WC y pIB-WR. En la Figura 2.2 se muestra un esquema de los 8
vectores resultantes, cuyo correcto ensamblaje fue confirmado mediante secuenciacién automatica.

A continuacion se corroboré la correcta funcionalidad de los 8 vectores de destino empleando a la
proteina MRCV P9-1. Se seleccioné esta proteina debido a que mostré buenos niveles de expresion
en los ensayos previos de inmunofluorescencia. Se obtuvieron mediante recombinacién las 8
combinaciones fluorescentes de P9-1, que se expresaron en células Sf9 para luego analizar su
localizacién subcelular por microscopia confocal de fluorescencia. Adicionalmente se coexpresaron
fusiones fluorescentes a LMNA1 (ver mas adelante) para evidenciar la posicion del nucleo celular.
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Figura 2.2. Esquema de los vectores de expresion de fusiones fluorescentes construidos. Los
bloques negros representan al promotor temprano 2 del virus OpNPV (pOplE2) y al
terminador conteniendo la sefial de poliadenilacién OplE (T); los blogues grises corresponden
a componentes del moédulo de recombinacién Gateway; en color se sefiala la posicion del gen
que codifica para la proteina fluorescente correspondiente a cada vector particular.

Como se muestra en la Figura 2.3, los vectores fueron capaces de expresar todas las variantes
fluorescentes de P9-1, cuya distribucidon subcelular fue, a excepcion de las fusiones a mCherry,
similar a la observada previamente (Figura 2.1D). Esto serd discutido en mayor profundidad mds
adelante en la seccion 4.1.3. Ninguna de las dos fusiones a mCherry se acumularon en inclusiones
conspicuas sino que mostraron baja expresién y una distribucion citoplasmatica irregular (Figura 2.3),
comportamiento que podria deberse a la combinacién de los altos niveles de acumulacion de P9-1
(hecho observado en todas las demas construcciones) y la citotoxicidad que frecuentemente
muestran tanto mCherry como otras variantes derivadas de DsRed (Strack y col., 2009). Sin embargo,
dado que la fusién LMNA1l:mCherry de localizacién nuclear también mostré altos niveles de
expresion, el efecto citotdxico propuesto probablemente dependa de la compartimentalizacién de
cada proteina en particular. Estos resultados evidencian la importancia de emplear mas de una
variante fluorescente para estudiar la localizacion subcelular de una proteina.

En resumen, los vectores construidos permiten la expresidon de una proteina de interés fusionada
a GFP, CFP, YFP o mCherry, ya sea por su extremo amino o carboxilo terminal, bajo el control del
promotor fuerte y constitutivo OplE2 que es funcional en diferentes tipos de células de insecto (Lee y
col., 2008; Pfeifer y col., 1997).
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Figura 2.3. Andlisis de la funcionalidad de los vectores construidos. Los vectores de destino pIB-GW,
pIB-CW, pIB-YW y pIB-RW fueron empleados para obtener fusiones fluorescentes amino terminales de
P9-1 (A), y los vectores pIB-WG, pIB-WY, pIB-WC y pIB-WR se utilizaron para construir fusiones
fluorescentes carboxilo terminales de P9-1 (B). Las ocho fusiones resultantes fueron expresadas en
células Sf9 y su distribucién fue examinada por microscopia confocal. Se coexpresaron fusiones
fluorescentes de la [dmina nuclear (LMNA1) como marcadores de nucleo. La imagenes fueron tomadas
en modo de contraste DIC y fluorescencia, y luego superpuestas (ultima columna a la derecha). Las
barras blancas corresponden a 10 um.

En muchas ocasiones, para determinar la localizaciéon subcelular de las proteinas en estudio de
forma certera, es necesario contar con marcadores de los distintos compartimientos subcelulares
que sirvan como referencia. El uso de tinturas de organelas fluorescentes es comun en experimentos
en los cuales las muestras estan o seran fijadas por algin procedimiento quimico, mientras que para
experimentos con células vivas el uso de proteinas fluorescentes de localizacién conocida es un
procedimiento mas adecuado. Consecuentemente, es importante contar con una diversidad de
marcadores fluorescentes dirigidos a las organelas y estructuras celulares mas comunes, cuyos
espectros de fluorescencia no se superpongan excesivamente con el de la proteina en estudio. Por
ello, se decidié construir un juego de marcadores fluorescentes de referencia mediante la
introduccion de genes que codifican para proteinas de localizacién subcelular conocida en algunos de
los vectores de destino obtenidos previamente. Se partié de 6 vectores de entrada gentilmente
cedidos por el Dr. Stefan Wiemann (Simpson y col., 2000) que contienen marcos abiertos de lectura
qgue codifican para proteinas de localizacidn conocida, 3 vectores de entrada que contienen las
secuencias codificantes de los genes de actina, a-1-tubulina y el receptor de hormona diurética de
Spodoptera frugiperda, y un vector de entrada conteniendo un gen sintético que codifica para una
proteina quimérica que consiste en el péptido sefial del gen WAK2 de Arabidopsis thaliana, la
proteina fluorescente mCherry y una sefial KDEL de retencién en el RE. Los ORFs de los genes de
actina, a-1-tubulina y receptor de hormona diurética fueron amplificados a partir de ADNc de S.
frugiperda y clonados en el vector de entrada, y finalmente secuenciados para confirmar su
identidad. Las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos Genbank. Todos los
marcadores construidos y su localizacion subcelular se detallan en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Proteinas celulares de distribucion conocida empleadas en la construccion de
marcadores fluorescentes de referencia para experimentos de localizacion subcelular.

Simbolo Nombre del gen Origen Localizacién Acceso
LMNA Lamina A/C Homo sapiens Nucleo NM_005572
TGOLN2 Proteina de la red trans Golgi 2 Homo sapiens Aparato de Golgi NM_006464
PLA2G15 Fosfolipasa A2 Homo sapiens Lisosomas NM_012320
Receptor de retencion KDEL en el . Sistema de
KDELR1 i L. Homo sapiens o, NM_006801
reticulo endoplasmatico 1 secrecion -
, . Rattus .
Pxmp2 Proteina de membrana peroxisomal 2 . Peroxisomas NM_031587
norvegicus
i X L, X Rattus
TOR1AIP1 Proteina de interaccion a la torsina A 1 ) Envoltura nuclear NM_145092
norvegicus

Péptido sefial del gen WAK2 de Arabidopsis thaliana / i
Reticulo

ER-mCherry  proteina fluorescente mCherry / sefial KDEL de L (Nelson y col., 2007)
. endoplasmatico
retencion en R.E.

. Spodoptera Citoesqueleto de
Act Actina . . HQO008727
frugiperda actina

. Spodoptera Citoesqueleto de
TubAl a-1-Tubulina . . HQ008728
frugiperda tubulina

L Spodoptera Membrana
Dhr Receptor de la hormona diurética . L HQ008729
frugiperda plasmatica

Todos estos vectores de entrada conteniendo genes que codifican para proteinas de localizacién
conocida fueron recombinados con los vectores de destino adecuados para obtener fusiones
fluorescentes, las cuales fueron expresadas en células Sf9 para estudiar su localizacion subcelular in
vivo por microscopia confocal. Se observd que todos los marcadores se expresaron en altos niveles y
gue, a pesar de que algunos de ellos no fueron construidos con proteinas de insecto, su distribucidon
en células Sf9 transfectadas coincidié con la esperada (Figura 2.4A). Sin embargo, la fusién
fluorescente de tubulina no se observé distribuida en los clasicos microtubulos filamentosos sino que
se localizd6 homogéneamente en el citoplasma de la célula y ocasionalmente con una intensa
acumulacién en la zona perinuclear (Figura 2.4A), lo que concuerda con su funciéon en el
mantenimiento de la estructura y movilidad del reticulo endoplasmatico (Vedrenne y Hauri, 2006).
Dado que este tipo de fusiones a tubulina ya han sido utilizadas para estudiar la cinética microtubular
en diversos tipos de células (Kimble y col., 2000; Rogers y col., 2002; Rusan y col., 2001), la
distribucion observada podria reflejar la distribucién real de la proteina y no se deberia una
imposibilidad de polimerizar debido a la fusion de la proteina fluorescente.

Para demostrar la utilidad de los vectores construidos en experimentos de marcaciéon multiple, se
coexpresaron combinaciones de marcadores de organela fusionados a diferentes proteinas
fluorescentes y se analizd su localizacidon subcelular. Empleando pardmetros adecuados al adquirir las
imagenes con un microscopio de fluorescencia confocal espectral (por ejemplo: rangos de A para
deteccion de fluorescencia, escaneo secuencial, potencia de ldseres, velocidad de escaneo,
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separacion de espectros post adquisicion, etc.) fue posible detectar hasta 3 fluoréforos diferentes
simultdneamente en la misma muestra (Figura 2.4B).

Envoltura nu

Actina

Sistema secretor

Campo claro. =, ) .f' Actina (YFP)

Figura 2.4. Localizacion subcelular de los marcadores de organelas fluorescentes obtenidos. Se
construyeron fusiones fluorescentes de proteinas dirigidas a diferentes organelas y/o estructuras
celulares (ver Tabla 2.1) que fueron expresadas en células Sf9 y su distribucién fue examinada por
microscopia confocal (A). Las imagenes fueron tomadas en modo de contraste DIC (izquierda) y
fluorescencia (rojo), y luego superpuestas (derecha). Mediante la coexpresiéon de diferentes
marcadores, se analizé la utilidad de los cuatro fluoréforos en experimentos de marcado multiple (B).
Todas las barras blancas corresponden a 10 um.
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En resumen, los resultados demuestran que el juego de vectores construidos y los marcadores
fluorescentes dirigidos a nucleo, aparato de Golgi, lisosomas, sistema secretor, peroxisomas,
envoltura nuclear, reticulo endoplasmatico, membrana plasmadtica, citoesqueleto de tubulina vy
citoesqueleto de actina, constituyen una herramienta versatil y apropiada para determinar la
localizacién subcelular de una proteina incégnita mediante experimentos de colocalizacién con

multiples fluordéforos.

4.1.3. Analisis de la localizacion subcelular de las proteinas de MRCV en
células vivas

Se utilizo el set de vectores de destino construidos (Figura 2.2) para recombinar con diversos
vectores de entrada conteniendo los marcos abiertos de lectura, sin coddn de iniciacidn (para el caso
de las fusiones amino terminales) o sin codén de terminacidn (para el caso de las fusiones carboxi
terminales), de las proteinas P3, P4, P5-1, P5-2, P6, P7-1, P7-2, P8, P9-1, P9-2 y P10 de MRCV
(Mongelli, 2010). De esta forma se obtuvieron fusiones fluorescentes de estas proteinas que fueron
expresadas en células Sf9 para estudiar su localizacion subcelular.

P3 es la proteina mayoritaria del “core” viral (Distéfano, 2004; Distéfano y col., 2003; Distéfano y
col., 2009) y es codificada por el segmento S3 de MRCV. Al expresar la fusién P3:GFP en células de
insecto se observé que ésta se localiza en el citoplasma y mas intensamente en el nucleo celular. Esto
sugiere que la proteina P3 podria ser capaz de entrar activamente al nudcleo celular. Un
comportamiento similar ha sido observado en proteinas de capside interna de otros virus (Anzai y
Ozaki, 1969; Suzuki y col., 2005; Weigand y col., 2010; Westaway y col., 1997; Young y col., 1987). Es
interesante notar que P3 posee un extremo amino terminal rico en residuos basicos que podria estar
involucrado en su ingreso al nucleo. Sin embrago, dado que los niveles de expresion de esta fusion
fueron extremadamente bajos y se la observéd en muy pocas células, los resultados podrian ser
producto de construcciones truncadas. Los bajos niveles de expresion impidieron la deteccion de
esta proteina de fusion por “Western blot”. Por otro lado, la fusién GFP:P3 no pudo ser obtenida
dado que no se cuenta un vector de entrada adecuado.

| Nucleo

Figura 2.5. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P3. Se expreso la fusion
fluorescente P3:GFP en células Sf9 y se determind su localizacién subcelular por
microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo luz blanca
en modo DIC, el marcador de ndlcleo, la fusidon fluorescente estudiada y la
superposicién de las tres imagenes (suma). Las barras blancas corresponden a 10 um.

P4 es una proteina estructural codificada por el segmento S4 que ha sido inmunolocalizada en los
vértices de viriones semipurificados de MRCV. Adicionalmente, por experimentos de “far western

Ill

blot” se determind que interactia con ella misma y con la proteina del “core” P3, lo que ha llevado a
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proponer que P4 es la espicula B (Distéfano, 2004). Esto es reforzado por la presencia de un motivo
A/VX,HXgHY(F/L)VF conservado entre espiculas B con actividad guanilil transferasas de los reovirus
con torretas (Mongelli, 2010). Al estudiar su localizacién subcelular, se observd que tanto GFP:P4
como P4:GFP se localizan en el citoplasma y el nucleo de las células transfectadas (Figura 2.6). La
intensidad de fluorescencia fue ligeramente mayor en el nucleo celular, sugiriendo que P4 contiene
una sefal de localizacidon nuclear que no fue posible detectar bioinformaticamente. No se pudo
descartar que la fluorescencia nuclear se deba a la presencia de productos de degradacion de las
fusiones debido a que la deteccidon de estas fusiones fluorescentes por “Western blot” con un
antisuero comercial anti-GFP no fue lo suficientemente sensible para el nivel de expresién de las
mismas. Finalmente, es interesante destacar que se detectaron con frecuencia cumulos
citoplasmaticos aislados que probablemente se deban a una fuerte capacidad de auto interaccién de
P4, ya que las proteinas de espicula B de los reovirus con torretas forman pentameros (Reinisch y
col., 2000) y es factible que P4 también lo haga.

A
GFP:P4
161.4 kDa

B[ FDICT, Nucleo
P4:GFP
160,6 kDa

Figura 2.6. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P4. Se expresaron las
fusiones fluorescentes GFP:P4 (A) y P4:GFP (B) en células Sf9 y se determind su
localizacidn subcelular por microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha:
la muestra bajo luz blanca en modo DIC, el marcador de nucleo, la fusidon
fluorescente estudiada y la superposicion de las tres imagenes (suma). Las barras
blancas corresponden a 10 um.

P5-1 es una proteina no estructural codificada por el primer ORF del segmento S5. Al analizar su
secuencia aminoacidica se detecta la presencia del tripéptido TKF en el extremo carboxilo terminal
gue podria funcionar como una sefial no candnica de importacién a peroxisomas (Mongelli, 2010) y
que ademas ha sido reportado como un motivo de interaccidn a proteinas con dominio PDZ (Harris y
col., 2001; Hegedus y col., 2003; Li y col., 2010). Resultados previos de nuestro grupo revelaron que
una fusidn GFP:P5-1 expresada en células de epidermis de cebolla se distribuye formando
estructuras punteadas y que al eliminar la sefial TKF de la fusion este patrdn se pierde, lo que implica
gue dicho motivo es funcional y responsable del algin tipo de direccionamiento subcelular (Mongelli,
2010). En nuestro caso, al expresar las fusiones GFP:P5-1 y P5-1:GFP en células de insecto se observd
que se localizan en el citoplasma (Figura 2.7). Sin embargo, al igual que lo observado en células de
cebolla, GFP:P5-1 mostrd un patrén granuloso fino que no colocalizdé con peroxisomas (Figura 2.7A).
Esto sugiere que P5-1 interacciona con alglin componente celular desconocido y que el extremo
carboxilo terminal es necesario para dicha interaccién ya que al bloquear dicho extremo con GFP Ia
localizacién subcelular granulosa se pierde (Figura 2.7B). Para determinar si el motivo TKF carboxilo
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terminal es responsable del patrén diferencial, se analizé la localizacidn subcelular de una versiéon
mutante de delecién de P5-1 que carece de los Ultimos tres amino acidos de la proteina (P5-1ATKF).
Al expresar la fusion fluorescente GFP:P5-1ATKF en células de insecto, se observd una distribucién
citoplasmatica completamente homogénea (Figura 2.7C) que indica que el motivo TKF es necesario
para la localizacién observada con GFP:P5-1. Este resultado sugiere que el motivo TKF es funcional en
células de insecto y que la distribucion de GFP:P5-1 podria deberse a la interaccién con proteinas
celulares con dominios PDZ. Las proteinas PDZ participan en mecanismos de sefalizacion intracelular
y transporte diferencial de proteinas a membrana plasmatica en células polarizadas (Hung y Sheng,
2002; Muth y Caplan, 2003; Roh y Margolis, 2003), y se ha demostrado que algunas proteinas de
virus de animales interfieren con dichos mecanismos a través de la interaccion con proteinas PDZ
celulares (Watson y col., 2003). Por ejemplo, recientemente se determind que el motivo carboxilo
terminal de unién a dominios PDZ presente en la proteina NS1 del virus de la influenza es un
importante determinante de la patogenicidad del virus y de la especificidad del hospedante, y que
ademas es capaz de inhibir la respuesta de inmunidad innata del hospedante (Kim y Samal, 2010; Liu
y col., 2010; Soubies y col., 2010). Por lo tanto, es interesante proponer una funcién similar para el
motivo TKF presente en P5-1 que permitiria al virus evadir el sistema de inmunidad del insecto
vector. Alternativamente, esta sefial podria permitir al virus explotar el sistema de transporte a la
membrana plasmatica (en células polarizadas de los epitelios del insecto y/o en células no
polarizadas del insecto y de la planta) para su replicacion y movimiento por los distintos tejidos.
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Figura 2.7. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P5-1. Se expresaron las
fusiones fluorescentes GFP:P5-1 (A), P5-1:GFP (B) y la mutante de delecién GFP:P5-
1ATKF (C) en células Sf9 y se determind su localizacidon subcelular por microscopia
confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo luz blanca en modo DIC, el
marcador de organela empleado, la fusion fluorescente estudiada y la superposicién de
las dos imagenes anteriores (suma). Las barras blancas corresponden a 10 um.

P5-2 es una proteina no estructural codificada por el segundo ORF del segmento S5. El analisis
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 antes del final del primer ORF.
Esto implica que P5-2 (de 255 aa de longitud) seria funcional durante la infeccion viral y se traduciria
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por un mecanismo inusual, a pesar de que no existen evidencias experimentales de su expresion
(Firth y Atkins, 2009). Se determind que la fusion GFP:P5-2 expresada en células de insecto se
distribuye en el nucleo celular, colocalizando con el marcador LMNA1:mCherry (Figura 2.8A). Esto
sugiere la presencia de una sefial de localizacién nuclear en la proteina P5-2 de MRCV. Si bien no fue
posible detectar ninguna sefal de este tipo mediante un analisis bioinformatico, la proteina posee
una cola carboxilo terminal (de 15 aa aproximadamente) rica en aminoacidos basicos que podria
funcionar como sefial de importacion nuclear (Kosugi y col., 2009a). De acuerdo con esto, la fusion
P5-2:GFP que posee dicho extremo bloqueado se distribuye homogéneamente en citoplasma y
nucleo, lo que podria deberse a un transporte nuclear menos eficiente (Figura 2.8B).

A _ Nucleo
GFP:P5-2
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Figura 2.8. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P5-2. Se expresaron las
fusiones fluorescentes GFP:P5-2 y P5-2:GFP en células Sf9 y se determind su localizacion
subcelular por microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo
luz blanca en modo DIC, el marcador de nucleo, la fusién fluorescente estudiada y la
superposicién de las imagenes anteriores (suma). Las barras blancas corresponden a 10
pm.

Serd necesaria la delecién de la cola carboxilo terminal de P5-2 para confirmar su funcionalidad
como sefial de importacion nuclear. Por otro lado, la importacion de muchas proteinas al nucleo
celular suele estar regulada por el estado de fosforilacion de la misma (Jans, 1995). Esto es
interesante dado que P5-2 presenta una serina entre los residuos bdsicos del extremo carboxilo
(amino acido 249) y una concentracidén de serinas en una zona proximal al mismo (amino acidos 202
a 211) en las cuales se predice una alta probabilidad de fosforilacién mediante bioinformatica
empleando los servidores KinasePhos (Huang y col., 2005), pKaPS (Neuberger y col., 2007), GPS 2.1
(Xue y col., 2008) y NetPhos 2.0 (Blom y col., 1999). Adicionalmente, se observd que al expresar
transitoriamente a P5-2 en células de plantas y detectarla por “Western blot” se revelan diversas
bandas de mayor peso molecular ademas de la de tamafio esperado que podrian deberse a
diferentes estados de fosforilacidn de la proteina (Mongelli, 2010). Es posible entonces que P5-2 sea
blanco de quinasas celulares y que su fosforilacién juegue un rol en la regulacién de su importacion
nuclear; esta hipotesis deberd ser investigada en un futuro. Asimismo, seria interesante el estudio de
la capacidad de P5-2 para unir ADN de doble cadena ya que esta proteina podria cumplir un papel en
la regulacién de la expresién génica de la célula hospedante durante la replicacidn viral.

P6 es una proteina no estructural codificada por el segmento S6. Como se menciond, presenta un
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extenso motivo “coiled coil” con cierta similitud a la cola de la miosina o al brazo de las proteinas de

65



segregacion cromosdmica (SMC) que sugiere que la estructura tridimensional de P6 seria
filamentosa. En la seccién 4.1.1 se observé mediante inmunofluorescencia que esta proteina
presenta una localizacion citoplasmatica irregular al ser expresada en células Sf9, comportamiento
que fue observado nuevamente al expresar la fusion P6:GFP (Figura 2.9B).

Por otro lado, se observé que la fusion GFP:P6 se concentra en grandes estructuras irregulares
perinucleares que no colocalizan con el aparato de Golgi, con el reticulo endoplasmico ni con el
citoesqueleto de actina. Notablemente, se observd que el marcador fluorescente de tubulina
colocaliza parcialmente con las estructuras formadas por GFP:P6 (Figura 2.9A), lo que sugiere que P6
es capaz de interactuar y secuestrar a la tubulina, llevdndola hacia las estructuras que forma
(posiblemente por auto interaccién). Por otro lado, es posible que el fenotipo celular alterado
observado en las inmunofluorescencias (Figura 2.1B) y al expresar P6:GFP (Figura 2.9B) sea
consecuencia de la desorganizacidn del citoesqueleto de tubulina, lo que deberd ser confirmado
empleando estabilizadores y desorganizadores del mismo. Estos resultados estdn reforzados por
experimentos recientes que demuestran que P6 es capaz de interactuar con tubulina mediante
ensayos de doble hibrido en levaduras (Llauger et al., resultados no publicados).

El movimiento intracelular de los virus generalmente depende de una o mds proteinas de
movimiento que suelen explotar funcionalmente al reticulo endoplasmatico, al citoesqueleto de
actina y/o a la red de microtubulos para trasladarse hacia los plasmodesmos de las células infectadas
(Nelson y col., 2010; Radtke y col., 2006). Los estudios de movimiento viral en géneros de reovirus
que infectan plantas son limitados. Se ha observado que el tratamiento con drogas
despolimerizantes de los microtubulos evita que el fitoreovirus RGDV sea liberado al medio pero no
afecta su replicacidn en células de insecto hospedante en cultivo (Wei y col., 2009). Por otro lado se
ha demostrado que la proteina P6 del fitoreovirus RDV y la proteina P6 del orizavirus RRSV son
capaces de complementar el movimiento célula a célula de un virus mutante PVX y TMV deficiente
en movimiento, respectivamente, y que ambas proteinas se localizan cerca de la pared celular y en
los plasmodesmos de células de epidermis de N. benthamiana. Esto ha llevado a proponer que estas
proteinas serian las responsables del movimiento de RDV y RRSV durante la infeccién de la planta
hospedante (Li y col., 2004; Wu vy col., 2010b). A pesar de que la proteina P6 de MRCV no presenta
homologia apreciable a nivel de secuencia aminoacidica con las proteinas P6 de RDV o de RRSV, es
posible hipotetizar que la misma estaria involucrada en el movimiento intracelular de MRCV. En
concordancia con esta hipdtesis, resultados preliminares de nuestro grupo indican que MRCV P6
podria ser capaz de complementar el movimiento célula a célula de un PVX mutante deficiente en
esta funcion (Mongelli y col., resultados no publicados). En conjunto, las evidencias sugieren que la
proteina P6 de MRCV podria jugar un rol en el movimiento (intracelular y de célula a célula) del virus
durante la infeccién de sus hospedantes explotando la red celular de microtubulos. Por otro lado, la
posible estructura filamentosa de la proteina (ver seccién 4.1.1) sumada a su capacidad de formar
cumulos proteicos y de interactuar con tubulina, sugieren que P6 podria estar involucrada en la
formacion del material fibrilar que muchas veces se observa en el citoplasma de células de plantas e
insectos infectados (Arneodo y col., 2002b). Estudiar la ultraestructura de las formaciones inducidas
por GFP:P6 en células Sf9 mediante microscopia electrdnica, asi como confirmar y caracterizar su
interaccion con tubulina, podria revelar nueva informacidn acerca de la proteina y su posible funcién.
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Figura 2.9. Localizacion subcelular de la proteina MRCV Pé6. Se expresaron las fusiones fluorescentes
GFP:P6, CFP:P6 (A) y P6:GFP (B) en células Sf9 y se determind su localizacién subcelular por
microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo luz blanca en modo DIC, el
marcador de referencia que se indica, la fusidn fluorescente estudiada, la superposicién de todas las
imagenes anteriores (suma) y un grafico de colocalizacidn con el indice de correlacién de Pearson
(C.P.) indicado en la esquina superior derecha. Las barras blancas corresponden a 10 um.

P7-1 es una proteina no estructural codificada por el primer ORF del segmento S7. Como la
mayoria de las proteinas no estructurales de MRCV, no presenta homologia a ninguna proteina de
funcion conocida. Mediante ensayos de inmunofluorescencia se observé que al ser expresada en
células de insecto se localiza en el citoplasma y el nucleo (Seccidén 4.1.1). Como se menciond, dicha
distribucion podria deberse tanto a un movimiento pasivo como a un transporte activo bidireccional
a través de la envoltura nuclear ya que el tamafio de la proteina (46,8 kDa) esta cerca del limite de
exclusién del poro nuclear (Davis, 1995). Notablemente, a pesar de que las fusiones fluorescentes
GFP:P7-1 (71,2 kDa) y GFP:P7-1 (70,5 kDa) tienen un peso molecular estimado considerablemente
mayor, su distribucién fue similar a la observada para la proteina P7-1 sin fusionar a GFP (Figura
2.10). Se descarté la posibilidad de que la distribucion observada se deba a la presencia de
fragmentos parciales de las proteinas, ya que al realizar una inmunodeteccion de las fusiones por
“Western blot” con un anticuerpo anti-GFP se observaron bandas del tamafio esperado para las
fusiones completas (Figura 2.10). En resumen, los resultados indican que el movimiento de P7-1 a
través de la envoltura nuclear es resultado de un transporte activo que permite que esta proteina o
bien ingrese al nucleo de manera restringida (ya que se la detecta por igual en citoplasma y nucleo),
o se mueva libremente entre el citoplasma y el nucleo. EI mecanismo por el cual esto ocurre es una
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incégnita debido a que, como se menciond en la seccién 4.1.1, no se detectan sefiales localizacion
nuclear en la secuencia aminoacidica de P7-1. Una posibilidad es que los numerosos residuos basicos
situados en el extremo amino terminal (aminodcidos 1 a 28) de esta proteina estén involucrados en
esta caracteristica (Kosugi y col., 2009a), hipétesis que debera ser investigada en un futuro. Aln mds
interesante sera estudiar si P7-1, al igual que se propuso para P5-2 (ver mas arriba), interviene en la
regulacién transcripcional de genes del hospedante.
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Figura 2.10. Localizacién subcelular de la proteina MRCV P7-1. Se
expresaron las fusiones fluorescentes GFP:P7-1 y P7-1:GFP en
células Sf9 y se determind su localizacién subcelular por
microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la
muestra bajo luz blanca en modo DIC, la fusidon fluorescente
estudiada y la inmunodeteccién de la fusién en un extracto de
células transfectadas mediante “Western blot” con un anticuerpo
anti-GFP. Se sefialan con flechas las bandas detectadas. Las barras
blancas corresponden a 10 pm.

P7-2 es una proteina no estructural codificada por el segundo ORF del segmento S7. Resultados
de nuestro grupo han mostrado que esta proteina es capaz de disminuir la expresién transiente de
genes expresados a partir del promotor 35S en N. benthamiana por un mecanismo
postranscripcional aun desconocido. Ademas hemos demostrado que la expresion de esta proteina a
partir de un vector basado en el Potato virus X aumenta drasticamente los severidad de la infeccion
en N. benthamiana mientras que disminuye la acumulacidn viral. Estas caracteristicas, nos
permitieron postular que esta proteina cumple un rol relevante en la interaccién planta-virus
(Mongelli, 2010). Su localizacién subcelular mediante fusidn a proteinas fluorescentes expresadas en
células de epidermis de hoja de N. benthamiana mostré que en este sistema P7-2 se distribuye en el
citoplasma, en zonas cercanas el reticulo endoplasmatico (causando su alteracion morfoldgica) y
frecuentemente forma filamentos que sugieren que podria interactuar con el citoesqueleto
(Mongelli, 2010). Adicionalmente, al ser expresada células Sf9 a partir de un baculovirus
recombinante e inmunodetectada por “Western blot” se observan tres bandas de diferente peso
molecular que sugieren que P7-2 es modificada postraduccionalmente (Llauger G., resultados sin
publicar). Aqui, al expresar las fusiones GFP:P7-2 y P7-2:GFP en células de insecto se observd que
ambas proteinas se localizan en el citoplasma de las células transfectadas, detectdandose con
frecuencia 2 o 3 cumulos citoplasmaticos de naturaleza desconocida (Figura 2.11). Ocasionalmente,
se encontrd a las proteinas de fusion distribuidas en el nucleo (ver fusion P7-2:GFP en la Figura 2.11).
Es interesante notar que la expresién de P7-2:GFP fue dificultosa y que las células que expresaron
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esta fusion mostraban un fenotipo alterado a la luz blanca, lo que sugiere que P7-2 es citotdxica y
que el bloqueo de su extremo amino terminal en la fusién GFP:P7-2 posiblemente mitigue dicho
efecto. Esto debera confirmarse examinando el nivel de muerte celular (programa o no programada)
en las células transfectadas con el vector de expresion de P7-2:GFP.
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Figura 2.11. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P7-2. Se expresaron las
fusiones fluorescentes GFP:P7-2 y P7-2:GFP en células Sf9 y se determind su
localizacién subcelular por microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha:
la muestra bajo luz blanca en modo DIC, el marcador de nucleo, la fusidon
fluorescente estudiada y la superposicién de todas las imagenes anteriores (suma).
Las barras blancas corresponden a 10 pm.

P8 es una proteina estructural codificada por el segmento S8. Se ha detectado por medios
bioinformaticos que posee un motivo de unidn a nucledtidos, conservado entre proteinas de
diversos reovirus como por ejemplo la proteina u2 de Orthoreovirus (Nibert y Kim, 2004). Esto ha
llevado a proponer a P8 como una helicasa viral (Distéfano y col., 2002). Por otro lado, se reportd
qgue la proteina P8 del fijivirus RBSDV (que presenta un 53 / de homologia a MRCV P8) es una
proteina dimérica capaz de ingresar al nucleo de células de insectos y plantas, y actuar como
represor transcripcional (Liu y col.,, 2007a). En nuestro caso, al expresar en células de insecto la
fusion P8:GFP se observd que se distribuye homogéneamente en el citoplasma y el nucleo (Figura
2.12), mientras que no se logré detectar expresion de la fusién GFP:P8. Debido al tamafo esperado
para P8:GFP (97,2 kDa) es improbable que sea capaz de ingresar al nucleo pasivamente y
posiblemente requiera un transporte activo. Si bien los niveles de expresién de esta fusién no son lo
suficientemente altos como para comprobar la integridad de la fusién por “Western blot”, es
interesante notar que el motivo NKLKKQKIT, presente entre los aminodacidos 34 y 42 de MRCV P8, fue
detectado por cNLS Mapper (Kosugi y col., 2009b) como una sefial monopartita débil de localizacion
nuclear. La misma podria ser responsable de la localizacién observada. De acuerdo con esto, se
reporté que el dominio responsable de la localizacién nuclear de la proteina P8 de RBSDV se
encuentra en los primeros 40 aminoacidos de la proteina, donde se encuentra una sefal NLS similar
a la de una nuceloplasmina (Liu y col., 2007a). Las diferencias entre las localizaciones subcelulares de
las proteinas P8 de MRCV y RBSDV sugieren una distinta efectividad de sus sefiales NLS. La obtencion
de virus quiméricos entre MRCV y RBSDV podria revelar si la importacion nuclear de P8 juega un rol
en la infectividad de estos virus. Lamentablemente las herramientas necesarias para ello, como las
existentes para Rotavirus, Orthoreovirus y Orbivirus (Boyce y col., 2008; Kobayashi y col., 2007;
Komoto y col., 2006), aun no han sido desarrolladas para Fijivirus. Finalmente, es importante
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destacar que la proteina u2 de Orthoreovirus, que como se menciond ha sido propuesta como
equivalente funcional a P8, muestra una localizacidn subcelular similar a la observada para MRCV P8
(Kobayashi y col., 2009).

P8.GFP

70,5 kDa

o
Figura 2.12. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P8.
Se expreso la fusion fluorescente P8:GFP en células Sf9 y se
determind su localizacion subcelular por microscopia
confocal. Izquierda: la muestra bajo luz blanca en modo DIC.
Derecha: distribucién subcelular de P8:GFP. La barra blanca
simboliza 10 pum.

P9-1 es una proteina no estructural codificada por el primer ORF del segmento S9, que se
inmunolocaliza en los viroplasmas que se observan durante la infeccién de las plantas e insectos
hospedantes (Guzman y col., 2010; Isogai y col., 1998a). Como se observé en la seccion 4.1.1, al ser
expresada en células de insecto es capaz de establecer numerosas inclusiones citoplasmaticas
similares a VIBs (Figura 2.1D). Asimismo, las fusiones fluorescentes de P9-1 fueron capaces de formar
numerosas inclusiones citoplasmdticas en las células transfectadas, aunque en ocasiones dichas
estructuras fueron mas grandes y de forma mas irregular que las observadas anteriormente (Figura
2.3 y 2.13). Dadas sus interesantes caracteristicas se decidié realizar un estudio funcional y
bioquimico mas profundo sobre P9-1, cuyos resultados se exponen en el Capitulo IIl.
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Figura 2.13. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P9-1. Se expresaron las
fusiones fluorescentes GFP:P9-1 y P9-1:GFP en células Sf9 y se determind su
localizacidn subcelular por microscopia confocal. Se muestran, de izquierda a derecha,
proyecciones maximas de las muestras bajo luz blanca en modo DIC, el marcador de
nucleo, la fusion fluorescente estudiada y la superposicién de todas las imagenes
anteriores (suma). Las barras blancas corresponden a 10 um.

P9-2 es una proteina no estructural codificada por el segundo ORF del segmento S9. Mediante el
analisis bioinformatico de su secuencia es posible detectar dos potenciales pasos transmembrana
abarcando los aminoacidos 80 a 100 y 110 a 140, aproximadamente. Al expresar la fusién GFP:P9-2
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en células de insecto se observd su localizacidon en la membrana plasmatica, lo que fue confirmado
por tincién con el colorante de membranas fluorescente Dil y concuerda con las predicciones
bioinformaticas (Figura 2.14A). Sin embargo, la fusion P9-2:GFP no fue observada en la membrana
plasmatica, sino colocalizando parcialmente con el marcador de aparato de Golgi (Figura 2.14B). Esto
sugiere que la presencia de GFP en el extremo carboxilo terminal de P9-2 bloquea su transito normal
a la membrana plasmatica y provoca su retencién en el aparato de Golgi. Debido a que las proteinas
de membrana suelen estar glicosiladas se decidié analizar las fusiones de P9-2 por “Western blot”,
observando en ambos casos las bandas del peso molecular esperado y otras dos de mayor peso que
podrian corresponder a estados glicosilados de P9-2 (Figura 2.14C). Fue posible predecir
bioinformaticamente dos potenciales sitios de N-glicosilacién en los aminoacidos 161 y 204 de P9-2
empleando el servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Asimismo, es
interesante notar la similitud (de tamafio, estructura secundaria y localizacidn) entre P9-2 vy las
glicoproteinas de membrana NSP4 de Rotavirus y Ns3 de Orbivirus involucradas en el ensamblado y
transporte viral en células de mamifero e insecto, respectivamente (Horie y col., 1997; Roy y Noad,
2006). Esto datos en conjunto sugieren que de P9-2 podria estar siendo glicosilada y esto indicaria
que la causa del trafico alterado de P9-2:GFP no es la falta de glicosilacién de la proteina. Es posible
gue este efecto se deba una alteracion estructural de P9-2 causada por la presencia de GFP.

Una caracteristica notable observada para la fusion GFP:P9-2 es que fue capaz de alterar la
morfologia de la membrana plasmatica de las células, causando la aparicién de numerosas
protuberancias membranosas que en algunos casos se observaron conectando dos células (Figura
2.14D). Estas estructuras son similares a los denominados nanotubos involucrados en mecanismos
celulares de transporte célula a célula o inducidos por virus (Davis y Sowinski, 2008). Por otro lado,
este comportamiento se asemeja al de la proteina de membrana Pns10 de RDV que es capaz de
formar tubulos en el citoplasma de células de insecto hospedante, que protruyen de la membrana
plasmatica y que han sido involucrados en el movimiento del virus durante su replicacidon en el
insecto vector (Wei y col., 2006a). Adicionalmente, se observd que las protuberancias inducidas por
P9-2 parecen estar compuestas en parte por filamentos de actina (Figura 2.14E), lo que es
interesante dado que la funcionalidad de los tubulos formados por Pns10 de RDV depende del
citoesqueleto de actina (Weiy col., 2006a).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, nuestros resultados sugieren que P9-2 es una proteina de
membrana probablemente involucrada en el movimiento viral entre células durante la replicacién de
MRCV en los tejidos del delfacido vector. En tal caso, es posible que esta funcién esté acoplada al
movimiento viral intracelular que ha sido relacionado con la proteina P6 (ver mas arriba).
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Figura 2.14. Localizacién subcelular de la proteina MRCV P9-2. (A) y (B) Se expresaron las fusiones
fluorescentes GFP:P9-2 (A) y 9-2:GFP (B) en células Sf9 y se determinéd su localizacién subcelular por
microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo luz blanca en modo DIC, el
marcador de referencia indicado, la fusion fluorescente estudiada, la superposicion de los fluoréforos
(suma) y un gréfico de colocalizacidon con el indice de correlacion de Pearson (C.P.) indicado en la
esquina superior derecha. La membrana plasmatica (MP) fue tefiida usando el colorante fluorescente Dil
y el aparato de Golgi fue detectado coexpresando la fusion TGOLN2:mCherry. (C) Las proteinas de fusion
fueron inmunodetectadas en un extracto de células transfectadas mediante “Western blot” con un
anticuerpo anti-GFP. Se sefialan con flechas las bandas detectadas. (D) La expresidn de fusiones amino
terminales a P9-2 indujeron la formaciéon de filamentos en la membrana plasmatica similares a
filopodios o nanotubos. Se muestra de izquierda a derecha una célula vista en plano cortical superior,
dos células aparentemente interconectadas mediante un filamento membranoso (flecha blanca) y una
reconstruccion de una célula entera por proyeccién maxima. (E) Colocalizacion del citoesqueleto de
actina con la fusién GFP:P9-2 que muestra la presencia de la actina en los filopodios. En todos los casos,
la barra blanca corresponde a 10 um.

P10 es una proteina estructural codificada por el segmento S10. Debido a que presenta una
homologia del 72,4 / con la proteina P10 de RBSDV, es considerada la proteina mayoritaria de la
capside externa (Distéfano y col., 2005; Isogai y col., 1998a). Estudios bioquimicos sobre P10 de
RBSDV han revelado que esta proteina es capaz de auto interactuar por dominios presentes en los
primeros 240 aminoacidos, formando trimeros (Liu y col., 2007b). Al analizar la localizacion
subcelular de la fusién P10:GFP expresada en células de insecto se observd que se distribuye
homogéneamente en el citoplasma (Figura 2.15B). Por otro lado, la fusién GFP:P10 fue detectada
colocalizando con el reticulo endoplasmatico (Figura 2.15A), lo que implica que esta proteina seria
translocada y retenida en este compartimento. Normalmente, la translocacién al RE esta mediada
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por sefiales hidrofébicas presentes en las porciones amino terminales de las proteinas (Zimmermann
y col., 2010), mientras que la retencidn es mediada o por la presencia de una sefial carboxilo terminal
KDEL en proteinas solubles o por motivos di-lisina o di-arginina en el extremo citosélico de proteinas
de membrana (Pagny y col., 1999). Mediante bioinformatica no fue posible detectar ningin péptido
sefial de translocacién al RE, potenciales pasos transmembrana o sefales de retencién en el RE en la
secuencia de P10. Alternativamente, P10 podria encontrarse anclada a la superficie citosélica de la
membrana del RE, posiblemente por medio de la interaccién con alguna proteina celular.
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Figura 2.15. Localizacion subcelular de la proteina MRCV P10. Se expresaron las fusiones
fluorescentes GFP:P10, YFP:P10 (A) y P10:GFP (B) en células Sf9 y se determind su localizacion
subcelular por microscopia confocal. Se muestra de izquierda a derecha: la muestra bajo luz blanca
en modo DIC, el marcador de referencia que se indica, la fusion fluorescente estudiada, la
superposicion de los fluoréforos (suma) y un grafico de colocalizacion con el indice de correlacion de
Pearson (C.P.) indicado en la esquina superior derecha. Las barras blancas corresponden a 10 um.

Notablemente, GFP:P10 fue capaz de colocalizar con el marcador de tubulina y provocar una
redistribuciéon de ésta ultima hacia la zona en donde se ubica el reticulo endoplasmatico (Figura
2.15A), lo que sugiere que P10 es capaz de interactuar con la tubulina. Esta interaccidn podria ser la
responsable de la localizacién de P10 en el RE ya que la morfogénesis, funcion y movilidad de dicha
estructura requieren la presencia del citoesqueleto de microtibulos anclados al sistema de
membranas. Esta hipdtesis estd reforzada por el hecho de que P10:GFP se localiza en el citoplasma y
no en el RE (Figura 2.15B), lo que ademads sugiere que el extremo carboxilo terminal de P10 seria
importante para guiar a la proteina al RE posiblemente mediante la interaccidn con tubulina u otra
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proteina celular. Para comenzar a dilucidar este mecanismo se podria determinar si GFP:P10 se
encuentra en el lumen del RE o anclado externamente al mismo mediante experimentos sencillos de
tratamiento con digitonina y tripsina (Lorenz y col., 2006).

En resumen, se logré determinar la localizacion subcelular de 11 proteinas del MRCV. Se
determind que P3, P4, P5-2, P7-1 y P8 son capaces de ingresar al nucleo celular. Es posible que
alguna de ellas sea capaz de inducir el apagado de la transcripcién de genes celulares ya que es un
efecto normalmente observado en infecciones virales (Lyles, 2000; Weidman y col., 2003). Sin
embargo, es poco probable que el ingreso al nucleo tenga un significado biolégico en los cinco casos.
Se ha observado que los motivos de unién a ADN y ARN normalmente se solapan con motivos de
ingreso al nucleo (Cokol y col., 2000; LaCasse y Lefebvre, 1995) y por lo tanto la localizacidn nuclear
de alguna de estas proteinas podria deberse a su capacidad de union a acidos nucleicos de doble
cadena, una propiedad que es comun en diversas proteinas de otros reovirus (Mertens, 2004).

Se determind que P5-1 es una proteina citoplasmatica cuyo motivo TKF carboxilo terminal, que es
necesario para la unién a proteinas PDZ en otras proteinas (Kocher y col., 1999; Rossmann y col.,
2005), es determinante de una distribucién citoplasmatica granulosa. P5-1 podria estar interfiriendo
con el sistema de sefializacion mediado por proteinas PDZ o podria explotar el mecanismo de
transporte intracelular que involucra a estas proteinas.

Por otro lado, se observd que P6 se encuentra anclada o formando una estructura citoplasmatica
perinuclear, y que es capaz de asociarse a tubulina. Esto sugiere un posible rol en el movimiento
intracelular del virus en la planta.

P9-1 fue capaz de formar cuerpos de inclusién similares a VIBs como muchas proteinas
mayoritarias de viroplasma, lo que sugiere que se trataria de una proteina importante para la
formacion de estas estructuras. Esto fue estudiado con mayor profundidad en el Capitulo IIl.

Se observd que P9-2 es una proteina de membrana que induce la formacién de filopodios y que
sufre alteraciones postraduccionales que podrian ser glicosilaciones, sugiriendo una posible funcion

como proteina de movimiento intercelular en insectos.

Finalmente, se observé que P10 se localiza en el reticulo endoplasmatico por algin mecanismo
desconocido. Es interesante notar que la proteina trimérica de cdpside externa VP7 de Rotavirus es
translocada (mediante un péptido sefial) y retenida (mediante los residuos amino terminales 30 a
111) en el RE (Maass y Atkinson, 1994; Stirzaker y col., 1987), lo que concuerda con el rol de proteina
de capside externa asignado a P10 previamente (Distéfano y col., 2005) y sugiere que MRCV explota
el sistema membranoso de secrecidn para su morfogénesis y/o transporte. Adicionalmente, dado
que P10 fue capaz de colocalizar con tubulina, es factible proponer que esta proteina seria en parte
responsable de la formacién de las estructuras tubulares que se observan en células infectadas con
Fijivirus.

La vasta informacidn generada mediante estos experimentos constituye un importante punto de
partida para un estudio mas profundo de cada proteina por separado (el capitulo Ill es un ejemplo de
ello). Sin embargo, el maximo potencial de estas técnicas no ha sido explotado y queda aun mucho
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trabajo por realizar que seguramente revelard nuevas caracteristicas funcionales de las proteinas de
MRCV. Asimismo, el uso del sistema de células de insecto no hospedante que se empleé por falta de
cultivos celulares de delfacidos produjo buenos resultados como sistema bioldgico de reemplazo
para el estudio de las proteinas de Fijivirus. Sin embargo, el futuro avance en el conocimiento
integral de la infeccion por estos virus a nivel celular y molecular sera dificultoso si no se logra
desarrollar un sistema mds adecuado en el cual poder estudiar su ciclo replicativo.

4.1.4. Analisis de la colocalizacion subcelular de diferentes proteinas de
MRCV en células vivas

Teniendo en cuenta que en el caso de existir una interaccién entre dos proteinas que muestran
diferente localizacion subcelular es posible que la distribucion de una o ambas se vea alterada, se
decidié detectar posibles interacciones entre las proteinas de MRCV mediante colocalizacion. Se
seleccionaron y coexpresaron diferentes combinaciones de proteinas del MRCV en células Sf9 y se
analizd la localizacion subcelular de ambas proteinas en simultaneo.

En primer lugar, y dado que P9-2 habia mostrado una distribucidon subcelular interesante, se
seleccionaron combinaciones de esta proteina con algunas de las otras proteinas de MRCV (P5-1, P7-
1, P7-2, P9-1y P10) para realizar experimentos de colocalizacion. En nunguno de los casos se detecto
colocalizacion o alteracion de la distribucion subcelular de las proteinas, sino que se observo la
misma localizacion que presenta cada una de estas proteinas al expresarse independientemente
(Figura 2.16A). Si bien esto indicaria que las proteinas combinadas no son capaces de interactuar, no
debe descartarse la posibilidad de que la/las fusiones fluorescentes en sus extremos interfieran con
la posible interaccion. Por otro lado, es interesante notar que la proteina no estructural de
membrana NSP4 de Rotavirus, que esta involucrada en la morfogénesis y egreso viral y presenta un
tamanio similar a P9-2, es capaz de interactuar con las proteinas VP4 y VP6 que conforman la espicula
y la cépside intermedia del viridn, respectivamente (Hyser y col., 2008; Meyer y col., 1989). Por lo
tanto, si P9-2 cumpliese un rol similar en la morfogénesis y/o movimiento del MRCV través de la
membrana plasmatica de las células de insecto, seria esperable que fuera capaz de interactuar con
alguna de las proteinas estructurales del viridn. A pesar de que P9-2 no fue capaz de colocalizar con
la proteina de capside externa P10 (Figura 2.16A), es posible que si lo haga con la proteina P3 de
capside interna o con P2 o P4, las posibles proteinas de las espiculas A y B, respectivamente
(Distéfano, 2004). Se diponen de fusiones fluorescentes para P3 y P4 que se podran emplear en
futuros experimentos de colocalizacién con P9-2.

Paralelamente, basandonos en resultados preliminares de interaccién evaluada por el método del
Doble Hibrido en levaduras obtenidos por nuestro grupo (Llauger y col., resultados no publicados), se
colocalizaron las combinaciones P9-1 + P5-2 y P9-1 + P10. Nuevamente, no se logré observar
colocalizacién entre las proteinas analizadas (Figura 2.16B), lo que sugiere que las mismas no son
capaces de interactuar en las condiciones evaluadas.
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Figura 2.16. Localizacion subcelular de diferentes
combinaciones de proteinas de MRCV. Se coexpresaron
distintas combinaciones de proteinas del MRCV en células
Sf9 y se determind su localizacién subcelular. Se muestra a
la izquierda las células en modo DIC, luego la localizacién de
las proteinas en estudio y a la derecha la superposicidon de
todas las proteinas fluorescentes estudiadas (suma). Las
barras blancas corresponden a 10 pm.

Debido a que tanto la proteina P6 como P10 habian demostrado colocalizar parcial o totalmente
con tubulina (Figuras 2.9A y 2.15A), se decidié coexpresarlas y estudiar su localizacién subcelular. Se
observé que ambas proteinas colocalizan completamente con una distribucién que recuerda al
reticulo endoplasmatico pero con alteraciones morfoldgicas (Figura 2.17A). Asimismo, al realizar
experimentos de localizacion multiple ambas fueron capaces de colocalizar con tubulina en dicha
estructura (Figura 2.17B). Sin embargo, no se logrd observar colocalizacién cuando se coexpresd una
fusion carboxilo terminal de P6 con una fusidn amino terminal de P10 (Figura 2.17C), sugieriendo que
el extremo carboxilo terminal de P6 es requerido para su colocalizacién con P10. Si bien se podria
argmentar que la colocalizacién entre P6 y P10 es consecuencia de la unidn a la tubulina por parte de
ambas proteinas, la colocalizacién entre P6 y tubulina es sélo parcial en ausencia de P10 (Figura 2.9A)
pero completa en su presencia (Figura 2.17A), lo que sugiere que P6 y P10 serian capaces de
interactuar directamente y que seria necesario que el extremo carboxilo terminal de P6 esté libre
para llevar a cabo dicha interaccién.

A continuacion, se realizaron coexpresiones con fusiones fluorescentes de P9-1 y P6. Ambas
proteinas expresadas individualmente son capaces de formar cumulos proteicos, aunque de
diferentes caracteristicas: P9-1 forma cuerpos de inclusién conspicuos esparcidos en el citoplasma
(Figura 2.1D y 2.13), mientras que P6 es capaz de formar un gran cimulo perinuelar cuando hay una
fusén presente en su extremo amino terminal (Figura 2.9A) aunque no cuando la fusién es carboxilo
terminal (Figura 2.9B). Al expresar una fusiodon amino terminal de P9-1 junto con una fusién carboxilo
terminal de P6 se observd una colocalizacion parcial (Figura 2.17D), mientras que una fusion
carboxilo terminal de P9-1 no fue capaz de colocalizar con la misma fusién de P6 (Figura 2.17E). Esto
sugiere que P9-1 es capaz de interactuar con P6 (o con un mismo componente celular), posiblemente
mediante su extremo carboxilo terminal, reclutandola a los cuerpos de inclusidon formados por la
primera. Es interesante notar que este resultado implica que P6 podria cumplir algin rol en la
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formacion y/o funcidén de los viroplasmas. Adicionalmente, la presencia de P6 en los viroplasmas
podria mediar la asociacién de estas estructuras con el citoesqueleto de tubulina, lo cual ha sido
establecido para reovirus de animales (Cabral-Romero y Padilla-Noriega, 2006; Eaton y col., 1987;
Parker y col., 2002). Futuros estudios de la capacidad de colocalizacion entre una fusién amino
terminal de P6 y fusiones de P9-1 podrian contribuir a elucidar la dindmica de asociaciéon entre
ambas proteinas asi como los dominios necesarios para que esto ocurra. Asimismo, se espera poder
confirmar la interaccién directa entre ambas proteinas mediante ensayos de coinmunoprecipitacion
con diferentes fusiones de las mismas expresadas en células Sf9.
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Figura 2.17. Colocalizacion de diferentes proteinas de MRCV. Se expresaron las
combinaciones de proteinas P6 + P10 (A, By C), P6 + P9-1 (D y E) y P6 + P7-2 (F) en células
Sf9 y se determind su localizacion subcelular. Se muestra de izquierda a derecha: las
células con luz blanca en modo DIC, la localizaciéon de las proteinas en estudio, la
superposicion de todas las proteinas fluorescentes estudiadas (suma) y en el caso de
colocalizacién se detalla un grafico con el indice de correlacidon de Pearson (C.P.) indicado
en la esquina superior derecha. Las barras blancas corresponden a 10 um.
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Finalmente, al coexpresar fusiones fluorescentes de P6 y P7-2 se detectéd que P7-2 es reclutada
parcialmente a los cimulos perinucleares formados por P6 (Comparar Figura 2.11 con Figura 2.17F),
lo que sugiere una asociacion, directa o indirecta, entre ambas proteinas. Dado que P6 es un posible
componente del viroplasma (ver parrafo anterior), P7-2 podria ser reclutada al viroplasma mediante
la interaccidn con P6. Este resultado debera ser confirmado en futuros experimentos con diferentes
fusiones de ambas proteinas.

Es preciso estudiar mas en profundidad las combinaciones capaces de colocalizar asi como
también confirmar las posibles interacciones mediante experimentos de FRET y/o otro tipo de
técnicas como la coinmunoprecipitacion. Si bien la colocalizacién de proteinas demostré ser una
forma rapida y sencilla de detectar interacciones entre proteinas, las combinaciones evaluadas en
estos experimentos son sélo unas pocas con respecto a la cantidad de combinaciones posibles entre
las fusiones fluorescentes de las proteinas de MRCV disponibles. La continuacién de este trabajo
aportara mas datos acerca de las interacciones que ocurren entre las proteinas del MRCV, lo que
permitiria conectar funcionalmente a las mismas durante el ciclo infectivo.

4.2. Estudio del mecanismo de expresion de P5-2

Como se menciond en la Introduccién, el segmento S5 de MRCV contiene dos marcos abiertos de
lectura (ORF) parcialmente solapados (Figura 2.21A). A pesar de que se desconoce si el segundo ORF
es traducido durante la infeccidn, estudios bioinformaticos sugieren que el mismo es codificante.
Asimismo, se ha propuesto que los mecanismos mas probables de traduccion del segundo ORF son a)
el ingreso interno del ribosoma por medio de un IRES (sitio interno de entrada del ribosoma), b) la
ocurrencia de un salto de marco de lectura o “frameshift” desde el primer ORF que conduciria a la
sintesis de una proteina de fusidon codificada por los dos ORFs o c) el desvio (“shunting”) del
ribosoma que conduciria a comenzar la traduccién en el codén ATG de inicio del segundo ORF (Firth y
Atkins, 2009). Las proteinas P5-1 y P5-2 poseen un peso molecular estimado de 107 kDa y 29 kDa,
respectivamente, mientras que una proteina generada por fusion de ambos ORFs tendria un peso
molecular aproximado de 115 kDa. Para abordar experimentalmente el problema se decidié producir
antisueros contra las proteinas P5-1 y P5-2 expresadas en bacterias y purificadas.

Se partid de vectores pRSET de expresién en bacterias que contienen los ORFs que codifican para
las proteinas P5-1 o P5-2, fusionados en su extremo 5’ a una secuencia nucleotidica que codifica para
una cola de polihistidinas que facilitan su posterior purificacién. Los pesos moleculares tedricos de
las proteinas P5-1 y P5-2 recombinantes son de 111,7 KDa y 34,5 KDa, respectivamente. Se utilizaron
los vectores descriptos para transformar la cepa BL21 pLys de E. coli y ensayar diferentes condiciones
de extraccion y solubilizacién de las proteinas recombinantes.

Se observaron buenos niveles de acumulacion de P5-1 recombinante a una temperatura de
crecimiento de 37 °C e induciendo la expresién con 0,1 mM de IPTG durante 4 horas (Figura 2.18A),
mientras que P5-2 se expresé abundantemente al inducir con 0,4 mM de IPTG y crecer a 37°C
durante 3 horas (Figura 2.18B). Sin embargo, ninguna de las dos proteinas recombinantes logré ser
recuperada de forma soluble, sino que se las detecté en la fraccion insoluble conformando cuerpos
de inclusién. Los cuerpos de inclusién lograron ser solubilizados con buffer GA-UREA 8M, obteniendo
en ambos casos buenos rendimientos de proteina soluble y no nativa (Figura 2.18A y B). En el caso de
P5-1 fue necesaria la separacion de las proteinas solubles (TRIS-HCI pH 8 50 mM, EDTA 2 mM, Tritdn
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X-100 0,1 /, lisozima 100 pg/ml) antes de solubilizar del pellet la proteina recombinante formando
cuerpos de inclusidn; en cambio, la proteina P5-2 logrd ser solubilizada con el tratado directo del
pellet bacteriano con GA-UREA.
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Figura 2.18. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes P5-1 y P5-2. (A) Se indujo la expresién de
la proteina recombinante P5-1 (111,7 kDa) en E. coli con diferentes concentraciones de IPTG (0,1y 1 mM) y a
distintas temperaturas de crecimiento (28 y 37 °C) para luego realizar ensayos de solubilizaciéon en condiciones
nativas (TE) o desnaturalizantes (Urea). (B) Se sometié un extracto de E. coli expresando la proteina
recombinante P5-2 (34,5 kDa) a solubilizacién en condiciones nativas (TE) o desnaturalizantes (Urea) y luego se
detectd la presencia de dicha proteina en el pellet (P) y sobrenadante (S) resultantes de cada tratamiento. (C)
y (D) Se realizaron ensayos de purificacién por cromatografia de afinidad con agarosa Ni-NTA de las proteinas
recombinantes P5-1 y P5-2 solubilizadas. Se pasé por la columna cada fraccidn (extracto), se recuperaron las
proteinas no adheridas a la columna (eluato), se lavd la columna (lav) y se eluyd con concentraciones
crecientes de imidazol (i50, i250 e i500, que corresponden a una concentracidon de imidazol de 50, 250 y 500
mM) vy finalmente con EDTA 1 M (E1M). La deteccion de P5-1 se realiz6 mediante SDS-PAGE seguida de
“Western blot” con un anticuerpo anti-Xpress, mientras que P5-2 se detecté por tincién con azul de
Coomassie. En todos los casos se indica a la izquierda la posicion de estdndares de peso molecular y con una
flecha la posicion de la proteina recombinante.

Posteriormente se procedio a la expresién y extraccidon de las proteinas recombinantes utilizando
el procedimiento optimizado para cada caso pero en mayor escala, a partir de cultivos bacterianos de
100 ml. Se separdé una muestra de cada extracto obtenido, con las cuales se realizaron ensayos de
purificacién en pequefia escala por cromatografia de afinidad a columnas de agarosa Ni-NTA. Para
eluir las proteinas, se utilizé buffer GA-UREA con concentraciones crecientes de imidazol y con EDTA
1M para la elusién final. En ambos casos se observé que 250 mM de imidazol es una concentracion
apropiada para eluir las proteinas recombinantes (Figura 2.18 C y D). Utilizando las condiciones
ajustadas en los ensayos de purificacidn, se procedio a purificar las proteinas recombinantes en gran
escala a partir de los extractos obtenidos previamente. Las proteinas purificadas fueron cuantificadas
compardandolas con patrones de BSA de concentracién conocida.

Para preparar el material de inmunizacién de conejos, las fracciones conteniendo las proteinas
purificadas por cromatografia se separaron en un gel de poliacrilamida, se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se tifieron con rojo Ponceau para revelar la posicidon de las proteinas
recombinantes en la membrana. Este material se guardd hasta la inmunizacion de conejos.
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Debido a que se logré obtener un mejor rendimiento de purificacidon con la proteina P5-2, se
decidid proceder en primera instancia a la inmunizacién de conejos con esta proteina solamente.
Para ello se recorté la zona de las membranas conteniendo la proteina P5-2 recombinante y se
enviaron al servicio de la empresa Pan American Vet labs para la inmunizacion de 2 conejos,
empleando 100 ng de proteina pura en una inyeccion inicial y en cada uno de los cuatro “boosters”
posteriores (500 ng totales).
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Figura 2.19. Ensayo de los antisueros policlonales contra P5-2. Los antisueros obtenidos por
inmunizacién de dos conejos (conejos 1 y 2) fueron empleados para realizar ensayos de
inmunodeteccion de la proteina recombinante P5-2. Se separd un extracto de E. coli que expresa P5-2
por SDS-PAGE y se inmunodetectaron las proteinas recombinantes por “Western blot” con diferentes
diluciones de los sueros anti-P5-2. Como control negativo, el mismo procedimiento fue llevado a cabo
con un extracto de E. coli que expresa una P7-2 recombinante. Se utilizd un anticuerpo monoclonal
anti-Xpress como control positivo para revelar la posicion de las proteinas recombinantes. Se indica
con una flecha la posicidn de la proteina P5-2 recombinante.

A continuacidn se evaluaron diferentes diluciones de los antisueros en su capacidad de detectar la
proteina recombinante P5-2 con la cual se inmunizd. Para ello, se realizé6 un “Western blot” sobre
extractos proteicos de bacterias que expresan la proteina recombinante P5-2, o P7-2 (43 kDa
aproximadamente) como control negativo, empleando diluciones 1/5000, 1/15000 y 1/30000 de los
antisueros de ambos conejos y revelando con un anticuerpo anti-conejo conjugado a fosfatasa
alcalina. Como control positivo se realizé una inmunodeteccidn de las proteinas recombinantes P5-2
y P7-2 presentes en los extractos empleando el anticuerpo comercial Anti-Xpress. Se observéd que
aunque el antisuero resultante de la inmunizaciéon del conejo nimero 1 fue capaz detectar la
proteina recombinante P5-2, lo hizo con muy baja afinidad y especificidad aparente, detectando
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inespecificamente numerosas proteinas bacterianas (Figura 2.19A). Por otro lado, el antisuero
proveniente de la inmunizacién del conejo 2 logré detectar la proteina recombinante P5-2 con mayor
afinidad, aunque también se observé un alto grado de inespecificidad. Este suero también fue capaz
de inmunodetectar a la proteina recombinante P7-2 probablemente debido a una reaccion contra la
cola de polihistidinas y/o el epitope Xpress, secuencia también presente en la proteina recombinante
P5-2 (Figura 2.19B). Esto fue inesperado ya que la cola de histidinas no suele ser inmunogénica. Se
decidié continuar utilizando solamente el antisuero del conejo 2 por su mejor afinidad por la
proteina P5-2.
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Figura 2.20. Inmunodeteccion de P5-2 en plantas infectadas con MRCV. Se
realizaron inmunodetecciones de P5-2 (28,9 kDa) mediante “Western blot” en
extractos crudos de maiz infectado (+) o no (-) con MRCV, utilizando diferentes
diluciones del suero anti-P5-2 del conejo 2. Se indica con una flecha una banda
de aproximadamente 100 kDa detectada diferencialmente en el extracto de maiz
infectado con MRCV.

No se logré observar ninguna banda diferencial en el peso esperado para la proteina P5-2 (28,9
kDa) en los extractos de planta infectada con MRCV. Sin embargo, ademas de la presencia de bandas
inespecificas en ambos extractos, se detectd una banda de aproximadamente 100 kDa presente en
los extractos de plantas infectadas con MRCV que podria corresponder a la proteina de fusién que
hipotéticamente se generaria por “frameshift” entre los dos ORF (Figura 2.20). Dicha banda fue
detectada por todas las diluciones del antisuero, y su deteccién no disminuyd proporcionalmente al
diluir el antisuero (como si sucedié con las demas bandas) lo cual sugiere que podria tratarse de una
reaccién especifica. Debido a que el suero detecta bandas inespecificas, se planea a futuro purificar
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el suero utilizando una columna de afinidad en base a P5-2. Para construir dicha columna, se utilizara
proteina P5-2 recombinante expresada en bacterias y purificada para conjugar a una resina de
sefarosa 4B CNBr-activada. Con el antisuero purificado, se intentara nuevamente inmunodetectar la
proteina P5-2 en extractos de maiz infectados con MRCV. Si se obtienen buenos resultados, se
procedera a realizar también inmunomicroscopia electrénica en hojas de maiz infectado con MRCV
para analizar la distribucién de P5-2 durante la infeccién. Una vez que se obtengan buenos resultados
con el suero purificado de P5-2, se continuara desarrollando el suero anti-P5-1.

En segundo lugar, y dado los resultados no concluyentes obtenidos con el suero policlonal anti-
P5-2 desarrollado, se decidié cambiar de estrategia por una mas simple. Para ello, se construyd un
vector que expresa el segmento bicistrénico recombinante conteniendo una version de P5-2
fusionada a un epitope V5-His por el extremo carboxilo terminal. La construcciéon fue secuenciada
para controlar su correcto ensamblaje. De esta manera, al expresar esta construccién en células de
insecto e inmunodetectar la versidon recombinante de P5-2 mediante un antisuero contra el epitope
V5-His, el tamafo de la proteina detectada indicaria si P5-2 es expresada independientemente de P5-
1 mediante un IRES ubicado rio arriba del segundo ORF (Figura 2.21B) o si forma parte de una
proteina de fusidn traducida por un mecanismo de “frameshift” (Figura 2.21C).

Se expreso transitoriamente la construccidon recombinante en células Sf9, luego de 72 h se realizd
un extracto de proteinas totales y se inmunodetecté mediante “Western blot” utilizando un
antisuero comercial contra el epitope V5-His. No fue posible detectar ninguna banda que contuviera
el epitope utilizado (resultados no mostrados).
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A Figura 2.21. Vector recombinante
MRCV S5 B " X para estudiar la expresion in vivo del
3162 pb P52 13 segundo ORF del segmento S5. A:

(Al Esquema del segmento gendmico S5
completo (3162 pb). B y C: Se
desarrollé un vector recombinante
con una porcion del segmento S5,
que contiene a los dos ORF
superpuestos en diferentes marcos
de lectura, al cual se le fusioné un
epitope V5-His en el extremo 3’ en
marco con el segundo ORF del
segmento. La estrategia fue disefiada
para poder diferenciar si la
traduccion del segundo ORF se
realiza a través de un IRES interno
presente en el segmento (B) o si
ocurre un evento de salto de la
Promotor OplE2 W P51 _ : polimerasa o “frameshift” desde el
marco de lectura del primer ORF
hacia el marco de lectura del
segundo ORF produciendo una
proteina de fusion (C). Se indican los
pesos aproximados esperados para
(aproximadamente 115 kDa) las proteinas recombinantes en cada

uno de los dos casos.

(106,9 kDa)

Promotor OplE2

(106,9 kDa) (34,1 kDa)

Ya que la falta de deteccién de la proteina recombinante puede deberse a bajos niveles de
expresidn resultantes de una baja eficiencia de transfeccién, se opté por obtener una linea
establemente transformada con el vector empleando el antibidtico blasticidina como agente de
seleccion. Parlelamente, se utilizdé el vector pIB-P5-2 para obtener una linea establemente
transformada que expresa la proteina P5-2/V5 para ser utilizada como control de comparacién si el
segundo ORF del segmento S5 es expresado independientemente (Figura 2.21B). Asimismo, se utilizé
el vector de expresion de la fusién fluorescente GFP:P9-2 como control positivo, ya que su expresién
puede observarse al microscopio y por “Western blot” mediante anticuerpos comperciales contra
GFP. Luego, se amplificaron las lineas obtenidas y se intentdé inmunodetectar las proteinas
recombinantes mediante “Western blot” utilizando un antisuero comercial contra el epitope V5/His
(o GFP en el caso del control positivo). Tampoco fue posible detectar bandas en los extractos
proteicos de la linea establemente transformada. Incluso, aprovechando la presencia de la cola de
histidinas, se intenté concentrar la proteina recombinante presente en los extractos obtenidos por
ambas estrategias mediante cromatografia de afinidad con agarosa Ni-NTA. Nuevamente, no se logré
detectar presencia alguna de proteina recombinante en las fracciones eluidas de la resina.

La imposibilidad de detectar proteina recombinante al transfectar (transitoriamente y
establemente) el vector en células Sf9 probablemente sea causa de una muy baja expresién de la
misma. Si bien la estrategia podria ser efectiva para determinar el mecanismo de expresion de P5-2,
es necesario elevar los niveles de expresion de la construccidén recombinante.
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CAPITULO III
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2. Objetivos

Objetivo General

Definir el rol funcional de la proteina P9-1 de MRCV durante la infeccion.

Objetivos Particulares

a) Expresidn en bacterias y purificacion de una version recombinante de P9-1 en forma nativa.

b) Analizar la capacidad de auto interaccién de P9-1.

c) Analizar la afinidad de P9-1 recombinante por acidos nucleicos de cadena simple.

d) Analizar la capacidad de P9-1 recombinante de hidrolizar de ATP.

e) Delimitar la ubicaciéon de dominios de P9-1 importantes para la formacidn de estructuras similares

a VIBs en células de insecto.
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3. Métodos

3.1. Construccion de vectores

Las especificaciones de las técnicas comunes de biologia molecular y el sistema de clonado
Gateway fueron detalladas en las secciones 3.1y 3.2 del Capitulo Il.

El vector pRSET-9.1, para expresion de P9-1 en E. coli, fue construido aislando la secuencia
codificante de la proteina P9-1 sin el codén de iniciacién a partir del vector pGemT-S9.1
(Mongelli, 2010) usando las enzimas Pstl, Klenow y Ncol, sucesivamente, e introduciendo el
fragmento obtenido en el vector pRSETa tratado sucesivamente con Hindlll, Klenow y Ncol.
Para corroborar el correcto ensamblaje del marco de lectura, el vector construido fue
secuenciado automaticamente en el Servicio de Secuenciacion y Genotipificacién del CICV,
INTA-Castelar.

Para la construccion de las mutantes por delecion de P9-1, se amplificaron por PCR
fragmentos parciales de la secuencia codificante de dicha proteina usando los pares de
olignucledtidos pS9.1-up-s/atg (5° GCAGACCTAGAACGGAGAAC 3°) y pS9.1AC-R-c/stop (5
TCAACGAACGATTTTTGCTGGTAAC 37), pS9.1-up (5 AATGGCAGACCTAGAACGGA 3’) y pS9.1AC-R
(5" ACGAACGATTTTTGCTGGTAAC 3°), pS9.1AN-F (5° GTTCGTGAACTACCATTATTG 3’) y pS9.1-
low (5’ TCAGAGTCACATAAAATAGAC 3’), y pS9.1AN-F-c/atg (5" ATGGTTCGTGAACTACCATTATTG
3’) y pS9.1-low-s/stop (5" AACGTCTAATTTCAAAGAAGA 3°). Las secuencias amplificadas fueron
clonadas en el vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, E.E.U.U.) para obtener los vectores de
entrada pTg-P9-1AC s/ATG, pTg-P9-1AC s/STOP, pTg-P9-1AN s/ATG y pTg-P9-1AN s/STOP,
respectivamente.

Luego, se recombinaron pTg-P9-1AC s/STOP y pTg-P9-1AN s/STOP con el vector de destino
pIB-V5/His-DEST (Invitrogen, E.E.U.U.) para obtener los plasmidos pIB-P9-1AC y pIB-P9-1AN, y
con el vector de destino pIB-WG (ver seccion 4.1.2 del Capitulo Il) para obtener los plasmidos
pIB-P9-1AC-G y plIB-P9-1AN-G. De la misma manera, pTg-P9-1AC s/ATG y pTg-P9-1AN s/ATG
fueron utilizados para recombinar con el vector de destino pIB-GW (ver seccion 4.1.2 del
Capitulo 1), obteniendo los plasmidos pIB-G-P9-1AC y pIB-G-P9-1AN.

3.2. Expresidon de P9-1 recombinante en bacterias y purificacidon

El vector pRSET-P9-1 fue introducido en las cepas de E. coli BL21, BL21 pLys y BL21 pG-KJES,
y los clones obtenidos se utilizaron en las posteriores ensayos de expresion que se realizaron
de manera similar a lo detallado en la seccién 3.6 de Capitulo Il.

La expresion y extraccién de la proteina P9-1 recombinante nativa a gran escala se realizo
partiendo de un volumen de cultivo de 200 ml inoculado con 10 ml de un cultivo saturado de
E. coli BL21 pLys transformada con pRSET-P9-1. Se dejé crecer a 37 °C hasta una DOgy de 0,6,
se agregd IPTG a una concentracién final de 0,1 mM para inducir la expresion y se dejé
creciendo a 28 °C durante toda la noche. Luego, el cultivo fue centrifugado en frio durante 15
minutos a 4000 g y el pellet resultante fue resuspendido en 20 ml de buffer TE (TRIS-HCI 50
mM, EDTA 2 mM, pH 8). Para lisar las bacterias se agregé 2 ml de Tritdn X-100 0,1/, y lisozima
a una concentracidn final de 100 pg/ml, se incubd a 30 °C por 15 minutos y luego se sonicé en
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tres intervalos de 20 segundos usando un sonicador Branson Sonifier 250 (Branson
Instruments Co., E.E.U.U.). Posteriormente se centrifugd por 15 minutos a 12000 g en frio y el
sobrenadante fue recuperado.

Para purificar la proteina recombinante, se fraccioné el extracto mediante precipitacién con
sulfato de amonio a 4 °C. Se realizd una primera precipitacion con sulfato de amonio al 20/
para insolubilizar los restos celulares contaminantes y el sobrenadante se sometié a una
segunda precipitacion con sulfato de amonio al 60/ para concentrar las proteinas totales en el
pellet. Luego de resuspender las proteinas, se desalé y realizé un cambio de buffer por
filtracion molecular con Sephadex G-25 (Sigma Chemical Co., E.E.U.U.), recuperando las
proteinas en buffer TE pH=8. A continuacidn, se fracciond por cromatografia de intercambio
anidnico con resina DEAE Sephacel (GE Healthcare, Reino Unido) eluyendo con
concentraciones crecientes de NaCl. La fraccion eluida con 500 mM NaCl (conteniendo la
proteina MRCV P9-1) fue nuevamente desalada por filtracion molecular para evitar que la
elevada concentracidon de NaCl interfiera con el siguiente paso. Finalmente, se realizd una
cromatografia de afinidad en columna con agarosa Ni-NTA (QIAGEN, Alemania), lavando con 5
volimenes de TRIS-HCI 50 mM (pH 8) y eluyendo con imidazol 250 mM. La proteina P9-1
purificada fue concentrada por ultrafiltracion con un cartucho Centriplus YM-30 (Amicon,
E.E.U.U.), fraccionada y guardada en agua a -20 °C.

En los ensayos de multimerizacion, la proteina purificada se diluyd % en buffer de carga de
proteinas 4X (TRIS-HCI 200 mM (pH 6,8), SDS 8/, glicerol 50/, azul de bromo fenol 0,4/ ) con
o sin 2-mercaptoetanol al 2/, se separd por SDS-PAGE y se reveld por “Western blot” como se
explicd mas arriba.

3.3. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)

La sonda de ARN de 209 nucledtidos de longitud, de secuencia idéntica a la porcién que va
de la posicion 1595 a 1798 de la hebra sentido del segmento S10 de MRCV (GenBank:
AY607586), fue sintetizada por transcripcion in vitro con el kit SP6 MEGAScript (Ambion,
E.E.U.U.) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El templado para la sintesis del ARN
fue un producto de PCR amplificado a partir de ADNc del segmento S10 de MRCV previamente
clonado (Distéfano y col.,, 2005), y purificado usando el kit lllustra™ Purification Kit (GE
Healthcare, Reino Unido), usando los oligonucledtidos 3’S10-RV (5'-
GACAATATCTGCATTTCCCCCTAGCC -3') y SP6-3'S10-FW (5’-
ATTTAGGTGACACTATAGATAGGCTTACTAAAAAGTATAC -3’; promotor SP6 subrayado). Se
agregd 500 ng de este templado, 1 pl de [a-**P]ATP (3000 Ci/mmol, New England Nuclear,

E.E.U.U.) y 2 U/ul de RNAseOUT (Invitrogen, E.E.U.U.) a la reaccion y se incubd toda la noche a
37°C. El ARN sintetizado fue separado de los nucledtidos no incorporados usando columnas
Micro Bio-Spin™ columns (BioRad, E.E.U.U.) y posteriormente purificado por extraccién con
fenol-cloroformo seguida de precipitacién con isopropanol. Como sonda de ADN se utilizd un
oligonucledtido de 30 nucledtidos de longitud de secuencia no relacionada (empleado para
amplificar una regiéon gendmica de girasol) conjugado al fluoréforo HEX en su extremo 5’
(Alpha DNA, E.E.U.U.).
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Para los ensayos de EMSA con ARN, se incubaron 0,1 nmoles de |la sonda radiactiva de ARN
con diferentes concentraciones de P9-1 recombinante purificada en buffer de reaccion (TRIS-
HCl 10 mM (pH 7,5), KCl 50 mM, glicerol 10 /, DTT 1 mM, 2 U/ul de RNAseOUT) en un
volumen final de 20 pl. Se dejé reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente, se mezclé
con buffer de carga y se separd por electroforesis en gel de poliacrilamida (acrilamida 5 /)
TRIS-borato EDTA (TBE) a 150 V. Finalmente se transfirié a un papel de filtro y se visualizé por
autoradiografia (Typhoon Imaging Scanner, GE Healthcare, Reino Unido).

Los experimentos de EMSA con ADN se realizaron de manera similar, pero en presencia de
6 umoles de la sonda fluorescente. Luego de la electroforesis, el gel fue escaneado para
revelar la posiciéon de la sonda empleando el laser y filtros de fluorescencia adecuados
(Typhoon Imaging Scanner, GE Healthcare, Reino Unido). Posteriormente el gel fue tefiido con
azul de Coomasie, transferido a papel de filtro, deshidratado durante dos horas a 80 °C sobre
papel Whatman 3MM en una secadora Bio-Rad 543 y fotografiado.

3.4. Ensayos de hidrdlisis de ATP

Para los ensayos semicuantitativos de medicidon de la actividad ATPasa, se mezcld 1 ug de
P9-1 recombinante purificada con 2 mCi de [a-32P]ATP (3000 Ci/mmol, New England Nuclear,
E.E.U.U.) en 20 mM TRIS-HCI (pH 8) en un volumen final de 10 pl. Luego de incubar 1 h a 37°C,
las reacciones fueron desproteinizadas mediante extraccién con fenol:cloroformo. Se
sembraron 2 pl de la fase superior acuosa en placas TLC de PEI-Celulosa (Merck, Alemania), y
los productos de reaccién fueron separados desarrollando con una fase mévil ascendente
(acido férmico 1 M, LiCl 0,5 M). Una vez finalizada la corrida, las placas se dejaron secar y se
revelaron por autoradiografia (Typhoon Imaging Scanner, Amersham, Reino Unido). Se utilizé
como control positivo 1 U de fosfatasa alcalina intestinal de cabra (CIP, Promega, E.E.U.U.) y
como control negativo 1 pug de seroalbimina bovina (BSA, Sigma Chemical Co., E.E.U.U.). En los
ensayos con cationes divalentes, se agregé MgCl,, MnCl,, CaCl, o ZnCl, hasta una
concentracion final de 10 mM.

La cuantificacidon de la actividad ATPasa se realizd a temperatura ambiente siguiendo la
liberacion de [y-32P]Pi del [y-32P]JATP (3000 Ci/mmol, New England Nuclear, E.E.U.U.) de
acuerdo a un protocolo previamente descrito (Schwarzbaum y col.,, 1995). Los ensayos se
llevaron a cabo en buffer de reaccion (imidazol 20 mM, KCI 100 mM, MnCl, 100 uM, EGTA 100
uM, pH 7,5) conteniendo 100 pM ATP y 0,15 pg/ul de P9-1 recombinante purificada, en un
volumen final de 100 pl. Se incubd la misma reaccidon pero sin agregado de proteina como
control de hidrdlisis espontanea de ATP.

Los datos experimentales obtenidos se utilizaron para ajustar la siguiente ecuacién por
regresion no lineal:

Y =Yo+ A(l—e‘k‘)

Donde “Y” y “Yy” son valores de Pi libre a cualquier tiempo (t) y a tiempo t = 0,
respectivamente; “A” representa el valor maximo para el aumento de Y en el tiempo, y “k” es
una constante cinética. Los parametros con mejor ajuste obtenidos de la regresiéon fueron
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usado para calcular la tasa inicial de actividad ATPasa (denominada V;) como k*A (la primer
derivada de la ecuacion detallada, cuando t tiende a 0).

3.5. Localizacién subcelular y microscopia de fluorescencia

El manejo de células Sf9, transfeccién y estudios de localizacion subcelular por
inmunofluorescencia y en células vivas, se llevd a cabo como se detallé en las secciones 3.4,
3.5y 3.6 del Capitulo Il

3.6. Analisis de interaccion por Transferencia de Energia de
Resonancia Foster (FRET).

Los vectores para expresar las fusiones fluorescentes CFP:P9-1 y P9-1:YFP utilizadas para
realizar el FRET se construyeron como se detalld en la seccidon 3.3.4 del Capitulo II. La
expresion de CFP y YFP se realizé utilizando los vectores pIB-CW y pIB-YW, respectivamente
(ver seccién 3.3.2 del Capitulo Il).

Los cdlculos de FRET se realizaron por el método de Emisién Sensibilizada del Aceptor
empleando el plugin FRET Analyzer del software Imagel (Hachet-Haas y col., 2006). Todas las
imagenes fueron adquiridas usando parametros del microscopio idénticos (Zoom, potencia del
laser, ganancia del detector, velocidad de escaneo, ventanas de deteccién) y los cdlculos se
realizaron ajustando la regién de interés (ROI) a las células estudiadas. La correccién de
solapamiento de espectros o “bleed-through” se realizé usando imagenes de células
expresando solo el donor (CFP) y sélo el aceptor (YFP).
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4. Resultados y discusion

Los viroplasmas o cuerpos de inclusion virales (VIBs) son estructuras citoplasmaticas que se
observan durante la replicacién de virus pertenecientes a la familia Reoviridae. La composicién
y dindmica de la formacion de viroplasmas han sido estudiadas en detalle en reovirus animales
pertenecientes a los géneros Rotavirus, Orbivirus y Orthoreovirus, lo que ha aportado
enormemente al conocimiento de los pasos claves en la infeccion viral (Becker y col., 2001;
Brookes y col., 1993; Gonzalez y col., 2000; Wei y col., 2006c). Se ha determinado que la matriz
proteica que sirve como andamiaje para los viroplasmas estd compuesta por sélo una o dos
proteinas no estructurales que son capaces de formar cuerpos de inclusién similares a VIBs
cuando son sobreexpresadas a partir de un transgén en células en cultivo. En el caso de los
Orbivirus y Orthoreovirus tales estructuras pueden ser formadas por una Unica proteina: NS2 y
UNS, respectivamente (Broering y col., 2002; Thomas y col., 1990). En Rotavirus se requiere la
presencia simultdnea de las proteinas NSP2 y NSP5 y su interaccién, para observar la
formacién de estructuras similares a VIBs (Fabbretti y col., 1999). Comparativamente, se
conoce mucho menos en los géneros de reovirus capaces de infectar plantas y que son
transmitidos propagativamente por insectos. Dentro de éste grupo de reovirus, el género
Phytoreovirus es el mdas profundamente estudiado en parte gracias a la disponibilidad de
células de insecto hospedante en cultivo en las cuales estos virus replican. Asi, se determiné
que la proteina Pns12 de RDV nuclea la formacién de los viroplasmas y, al igual que en reovirus
animales, es capaz de formar estructuras similares a VIBs al ser expresada individualmente
(Wei y col., 2006c). En el caso del género Fijivirus, que ha sido pobremente estudiado, se ha
observado que las proteinas P9-1 de MRCV y RBSDV inmunolocalizan en viroplasmas de
insectos y plantas infectados (Guzman y col., 2010; Isogai y col., 1998a).

Como se mostré en la seccion 4.1 del Capitulo Il y se resume en la Figura 3.1, la proteina P9-
1 de MRCV expresada en células de insecto es capaz de establecer cuerpos de inclusién
citoplasmaticos similares a VIBs (Figura 3.1A y C). De acuerdo con esto, Zhang y col. (2008)
demostraron recientemente que la proteina P9-1 de RBSDV es capaz de formar estructuras
similares a VIBs al ser expresada como fusién a GFP en protoplastos de Arabidopsis. Estos
resultados sugieren que la proteina P9-1 de Fijivirus seria un componente principal de los
viroplasmas formados durante la infeccién. Por lo tanto, se decidié investigar mas
profundamente las propiedades funcionales y bioquimicas de la proteina P9-1 de MRCV para
establecer si comparte otras caracteristicas con proteinas mayoritarias de viroplasma de

reovirus animales.
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Figura 3.1. Localizacion subcelular de la proteina P9-1. (A) Localizacion subcelular de la proteina
P9-1 fusionada al epitope V5 (P9-1/V5) y revelada por inmunofluorescencia sobre células cuyos
nucleos se tifieron con ioduro de propidio (Prl). (B) Deteccién de la proteina P9-1/v5 (44,3 kDa)
expresada en células Sf9 por “Western blot” con un anticuerpo Anti-V5. Se expresd LacZ/V5
como control positivo, o células no transfectadas (sin transf.) como control negativo. Se sefiala
con una flecha la posicién de la proteina esperada y con un punto una variante de mayor peso
molecular (C) P9-1 fue fusionada a GFP por ambos extremos (P9-1:GFP y GFP:P9-1) y colocalizada
con el marcador de nucleo LMNA1:mCherry. En (A) y (C) se muestran, de izquierda a derecha,
proyecciones maximas de las muestras bajo luz blanca en modo DIC, el marcador de nucleo, la
fusidn fluorescente estudiada y la superposicién de todas las imagenes anteriores (suma). Las
barras blancas corresponden a 10 pm.

4.1. Expresion y purificacion de P9-1 en bacterias

Se construyd el vector pRSET-P9-1 para expresar una versién recombinante de P9-1
fusionada a en su extremo 5’ a una cola de polihistidinas y al epitope Xpress (6xHis/Xpress) en
E. coli. Para optimizar las condiciones de expresion se evaluaron diferentes cepas de bacterias,
concentraciones de inductor, temperaturas y tiempos de induccidn. Las cepas bacterianas
evaluadas fueron la BL21 (comunmente utilizada para sobreexpresion inducible de proteinas
debido a que expresa la ARN polimerasa del fago T7, el represor lacl® y posee versiones
defectivas de las proteasas lon y ompT)(Studier y Moffatt, 1986), BL21 pLys (cepa BL21
transformada con el plasmido pLysS que codifica para la lisozima del fago T7 que inhibe a a la
polimerasa T7) y BL21 pG-KJE8 (cepa BL21 que contiene el pldsmido pG-KJE8 que codifica para
diversas chaperonas que auxilian el plegamiento protéico). Se determind que empleando la
cepa BL21 pLys (Figura 3.2A) e induciendo la expresién con 0,1 mM de IPTG a 28 °C durante
toda la noche, se obtienen altos niveles de expresidn de la proteina P9-1 recombinante en
forma nativa (Figura 3.2B). Posteriormente se realizd un ensayo de purificacion por
cromatografia de afinidad empleando una resina de agarosa Ni-NTA, con el objetivo de
confirmar la presencia del epitope 6xHis/Xpress y determinar la concentraciéon de imidazol
adecuada para eluir la proteina recombinante. Se observé que la mayor proporciéon de P9-1
recombinante eluye con imidazol 250 mM (Figura 3.2C).
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Figura 3.2. Ensayos de expresion en bacterias y purificacién de la proteina recombinante P9-1. (A)
Se introdujo el vector pRSET-P9-1 en tres cepas diferentes de E. coli, se indujo la expresion de la
proteina recombinante P9-1 (44,9 kDa), se extrajeron las proteinas totales de las bacterias
solubilizando en condiciones nativas (TE) o desnaturalizantes (Urea) y luego se detectd la presencia
de P9-1 (flecha) en los pellets (P) y sobrenadantes (S) resultantes de cada tratamiento. (B) Se
analizd la expresién de P9-1 en BL21 plys induciendo con diferentes concentraciones de IPTG,
temperaturas de crecimiento (temp) y tiempos de induccion (tpo), segun se indica en la figura.
Luego se detectd la presencia de P9-1 (flecha) en el sobrenadante de un extracto nativo. (C) Se
realizé un ensayo de purificacion de P9-1 recombinante (flecha) expresada en BL21 pLys (inducciéon
con 0,1 mM de IPTG y durante 16h a 28 °C) mediante cromatografia de afinidad con agarosa Ni-
NTA. Se muestran las proteinas no adheridas a la columna (elu) y las fracciones resultantes del
lavado (lav) y del eluido con imidazol 50 mM (i50), 100 mM (i100), 250 mM (i250), 500 mM (i500), y
con EDTA 1M (E1M) y EDTA 2M (E2M). En todos los casos se indica la posicion de marcadores de
peso molecular a la izquierda.

A continuacidn, se realizd una expresion y extraccion de P9-1 recombinante a gran escala
utilizando las condiciones dptimas determinadas previamente. Debido a que se detectaron
bandas espureas en las fracciones eluidas durante el ensayo de purificacion (Figura 3.2C), se
decidié utilizar un protocolo de purificacion mas exhaustivo. En primer lugar, se limpid y
concentré el extracto proteico conteniendo la proteina recombinante por precipitacion con
sulfato de amonio. Posteriormente, el concentrado fue fraccionado por cromatografia de
intercambio anidnico y luego se sometid la fraccidn conteniendo a P9-1 a una cromatografia
de afinidad con agarosa Ni-NTA (Figura 3.3A). Finalmente, la proteina recombinante P9-1 pura
fue concentrada por ultrafiltracién y cuantificada por comparacién con patrones de BSA de
concentracién conocida y mediante el método de Bradford (Figura 3.3B). No se pudo lograr
una concentracién mayor a 0,4 pug/ul, ya que la proteina precipitaba en el filtro del cartucho de
ultrafiltracion. Esto podria deberse a que el medio utilizado (agua bidestilada pH=7,5) no es el
adecuado para P9-1, lo que hace necesario ensayar diferentes condiciones de almacenamiento

para futuros experimentos.
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Figura 3.3. Expresion y purificacion de P9-1. (A)
Distintas fracciones de la purificaci6 de P9-1
recombinante (44,9 kDa) fueron separadas por SDS-
C— - PAGE y teifiidas con azul de Coomasie. Las calles
corresponden al lisado bacteriano inicial (extracto),
luego de un precipitado con sulfato de amonio 60 /
(PP) y de cromatografias de intercambio anidnico
(AEC) y de afinidad a agarosa Ni-NTA (IMAC). La
posicién de P9-1 se indica con una flecha. (B)
Cuantificacion de P9-1 prurificada por comparacion
con una curva de estandares de BSA en un SDS-
PAGE.

4.2. P9-1 autointeractua in vivo, asociandose en complejos de
alto peso molecular

Las proteinas mayoritarias del viroplasma son capaces de formar una matriz proteica que
nuclea las fabricas virales donde ocurre la replicacidon y ensamblado. Para llevar adelante esta
funcién es fundamental que estas proteinas sean capaces de autoasociarse formando
multimeros. Efectivamente, mediante cristalografia de rayos X se ha determinado que la
proteina NSP2 de Rotavirus forma octaméros (Schuck y col., 2001) y se ha propuesto un
modelo decamérico para la proteina BTV NS2 (Mumtsidu y col.,, 2007). También ha sido
demostrada la formacién de homo oligdmeros por la proteina UNS de Orthoreovirus
(Brandariz-Nunez y col., 2010). Por lo tanto, si la proteina P9-1 de MRCV es el componente
mayoritario de viroplasmas, es altamente probable que posea la capacidad de multimerizar.

Para determinar si las bandas de alto peso molecular observadas al expresar la proteina P9-
1 en bacterias eran resultado de una agregacién inespecifica o de formas homomultiméricas,
se realizd un tratamiento con 2-mercaptoetanol, un fuerte agente reductor que rompe los
puentes disulfuro que suelen mantener la estructura tridimensional de las proteinas (Stryer,
1995), tomando la precaucion de no hervir la muestra para evitar la agregacién por
desnaturalizacion. Por medio de “Western blot”, se observd que el tratamiento con este
compuesto reductor al 2/ provoca la desaparicidon de las bandas de alto peso molecular y el
aumento de concentracién de la forma monomérica de P9-1 recombinante, algo que no
ocurrié con la proteina no relacionada MSA-2c que se empled como control negativo (Figura
3.4A). Estos resultados indican que la proteina P9-1 es capaz de autoasociarse formando
complejos estables de alto peso molecular dependientes de la presencia de puentes disulfuro.
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Fue frecuente la aparicion de bandas de degradacidn tanto en extractos como en fracciones
de purificacién, lo que indica que la proteina recombinante es inestable. Debido a esto, fue
dificultoso determinar si las bandas de alto peso molecular corresponden a diferentes formas
multiméricas de P9-1 recombinante, aunque se observd un posible comportamiento trimérico
(Figura 3.4A). Esto no concuerda con lo que se ha reportado para la proteina P9-1 de RBSDV
(que muestra 63,7 / de identidad con MRCV P9-1 a nivel aminoacidico), la cual sélo es capaz

de dimerizar al ser expresada en bacterias (Zhang y col., 2008a).

Es posible que esta caracteristica de P9-1 sea importante para la formacidn de estructuras
similares a VIBs en células de insecto. Se decidid confirmar esta hipdtesis analizando la
autointeraccién de P9-1 in vivo mediante experimentos de Transferencia de Energia de
Resonancia Foster (FRET). Para ello, se coexpresaron las fusiones fluorescentes CFP:P9-1 y P9-
1:YFP, o el par CFP/YFP como control negativo, en células Sf9 y se analizé su capacidad de FRET
mediante el método de Emisidn Sensibilizada del Aceptor empleando el plugin FRET Analyzer
del software Imagel) (Hachet-Haas y col., 2006). El par CFP:P9-1/P9-1:YFP mostrd capacidad de
transferencia de energia localizada en los cuerpos de inclusién compuestos por ambas fusiones
fluorescentes (Figura 3.4B). Esto indica que P9-1 autointeractia fuertemente en estas
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estructuras, reafirmando que la formacion de las mismas depende de dicha capacidad de
autointeraccion.

Adicionalmente, nuestro grupo ha determinado mediante experimentos de doble hibrido
en levaduras que la coexpresion de fusiones de P9-1 al dominio AD de activacion (AD:P9-1) y al
dominio DB de unién a ADN (DB:P9-1) del factor de transcripcién GAL4 induce el crecimiento
de las levaduras en medio selectivo, indicando que P9-1 es capaz de auto interactuar
eficientemente para restaurar la funcién de dicho factor de transcripcién (Maroniche y col.,
2010). Asimismo, en un ensayo cuantitativo se demostr6 que P9-1 logra restaurar
intensamente la actividad del gen reportero, lo que sugiere que la proteina auto interactua
muy fuertemente incluso en comparacién con la proteina dimérica P19 del Tomato bushy stunt
virus (TBSV) empleada como control positivo (Llauger et al., resultados no publicados).

En resumen, los resultados sugieren que la fuerte auto interaccion de P9-1 es requerida
para la formacidn de estructuras similares a VIBs que se observan al expresar esta proteina en
células de insecto. Consecuentemente, la formacion de viroplasmas durante la infeccién de los
Fijivirus podria ser iniciada por P9-1 al establecer una matriz proteica. La comprension del
comportamiento de autointeraccion para formar estructuras macromoleculares que muestra
P9-1 no sélo aporta al entendimiento de la replicacidn y ensamblado viral, sino que también
tiene obvias implicancias biotecnoldgicas (presentacion de antigenos, vehiculos para la entrega
de drogas, etc.). Sera interesante estudiar este proceso en mayor profundidad mediante el
ajuste de las técnicas aqui realizadas, en complementacién con nuevos acercamientos como
por ejemplo ensayos de dispersién de luz, microscopia electrénica de alta resolucion,
cristalografia de rayos X y/o resonancia magnética nuclear (RMN).

4.3. P9-1 une acidos nucleicos de cadena simple

Los viroplasmas son zonas de replicacién y ensamblado viral, donde se acumula el ARN
recientemente sintetizado (Antczak y Joklik, 1992; Aponte y col., 1996; Kar y col., 2007).
Consecuentemente, se ha demostrado que varias proteinas que forman estas estructuras son
capaces de unir ARN de cadena simple (Huismans y col., 1987; Mattion y col., 1992; Richardson
y Furuichi, 1985; Vende y col., 2002). Se decidid investigar si P9-1 comparte esta caracteristica,
lo que reforzaria su papel como componente principal de los viroplasmas.

Se realiz6 un ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) empleando una
sonda de ARN de cadena simple de 209 nucledtidos correspondientes al extremo 3’ del
segmento 10 de MRCV. Se incubd la sonda con concentraciones crecientes de P9-1y se separd
por electroforesis nativa. Se observd la alteracidon de la movilidad de la sonda de manera
dependiente de la concentracion de P9-1 (Figura 3.5A), lo que indica que esta proteina es
capaz de interactuar con el ARN de cadena simple.

Para estudiar si P9-1 tiene ademads capacidad de unién a ADN de simple cadena, se realiz
EMSA utilizando una sonda fluorescente de ADN de cadena simple de secuencia no
relacionada a MRCV. Nuevamente, la movilidad de la sonda fue alterada por la presencia de
P9-1 de forma dependiente de la concentracion (Figura 3.5C). El gel fue posteriormente tefiido
con azul de Coomasie (Figura 3.5D), revelando que la sonda con diferente movilidad colocaliza
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con P9-1 (Figura 3.5B). Este efecto no fue observado al reemplazar P9-1 por BSA, confirmando
que la interaccién no es un artefacto de la técnica. De manera interesante, el agregado de 2-
mercaptoetanol a la reaccién produjo un cambio de movilidad y de afinidad en el complejo P9-
1/sonda, probablemente debido a la alteraciéon del estado de asociacion y/o estructural de P9-
1.

A B Po-1 (
Pg-1 (uM) R oF -_“g} +2-Mer
o @ 0,25 1 25 75 2 C

s/p 0 0005 05 25 5 25 50 100 500

BT B

Figura 3.5. P9-1 se une inespecificamente a dcidos nucleicos de simple cadena. Ensayos de retardo
de la movilidad electroforética (EMSA) por P9-1 utilizando una sonda radiactiva de ARN de 209
nucledtidos correspondiente al extremo 3’ del segmento S10 de MRCV (A) o un oligonucledtido de
ADN conjugado a un fluoréforo en su extremo 5’ (B). En el segundo caso, luego del revelado de la
sonda fluorescente (en verde, C) se tifieron las proteinas totales con azul de coomasie (en rojo, D)
para determinar la colocalizacion de P9-1 y la sonda como coloracién amarilla luego de superponer
ambas imdgenes (B). Se sefiala con una barra gris la posicién de la sonda y con flechas la banda
corresponiente a la sonda que sufrié el cambio de movilidad debido a la interaccién con P9-1. s/p:
sin proteina.

En resumen, los ensayos indican que P9-1 posee la capacidad de unién a acidos nucleicos
de cadena simple, inespecificamente de la secuencia nucleotidica. También indican que la
afinidad de la proteina por estas moléculas es mayor al encontrarse estructuralmente intacta
(nativa y/o auto asociada en multimeros), ya que la uniéon es menos intensa al alterar la
estructura terciaria y/o cuaternaria de la proteina mediante la ruptura de los puentes
disulfuro. Las bandas de P9-1 con diferente movilidad en el gel nativo podrian corresponder a
formas multiméricas, a diversos estados estructurales de la proteina con diferente
electromovilidad o a una combinaciédn de ambas situaciones. Este efecto no fue observado en
los experimentos con ARN, quizas debido a la baja concentracidn o al diferente tamaiio de la
sonda. Si bien estos ensayos muestran que no hay especificidad de secuencia en la unién de
P9-1 a los acidos nucleicos, no excluyen la posibilidad de que la proteina posea mayor afinidad
por determinada secuencia o estructura secundaria del ARN, como lo hace la proteina NS2 de
Orbivirus (Lymperopoulos y col., 2003). Futuros ensayos de competencia con acidos nucleicos
de cadena simple 6 doble con diferentes secuencias nuceotidicas permitirdn analizar este
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fendmeno con mayor profundidad. Asimismo, seria interesante estudiar si P9-1 muestra
actividad de desplazamiento de doble hebra ya que es una caracteristica que ha sido
demostrada en otras proteinas de viroplasma (Gillian y col., 2000; Taraporewala y col., 2001;
Taraporewala y Patton, 2001).

4.4, P9-1 posee actividad ATPasa

Estudios bioquimicos han evidenciado que la capacidad de hidrolizar fosfatos de
nucleétidos podria ser otra caracteristica comun de las proteinas mayoritarias de viroplasmas.
En Rotavirus, se ha demostrado que NSP2 posee actividad NTPasa, RTPasa y NDP kinasa, que
NSP5 es una ATPasa y que ambas proteinas muestran actividad autoquinasa in vitro (Bar-
Magen y col., 2007; Kumar y col., 2007; Taraporewala y col., 1999; Vasquez-Del Carpio y col.,
2006). Por otro lado, la proteina NS2 de Orbivirus posee actividad nucelotidil fosfatasa ya que
es capaz de hidrolizar los tres fosfatos de los nucledtidos (Horscroft y Roy, 2000). Si bien en
Orthoreovirus este tipo de caracteristicas no se ha detectado en las proteinas no estructurales
mayoritarias de viroplasma oNS y uUNS, se demostré que la proteina estructural pu2, que estd
intimamente relacionada con la formaciéon y funcionamiento de viroplasmas durante la
infeccidn, posee actividad NTPasa y RTPasa (Gillian y col., 2000; Kim y col., 2004; Noble y
Nibert, 1997). Por lo expuesto se decidid, por lo tanto, estudiar si P9-1 presenta actividad
ATPasa mediante ensayos bioquimicos.

En primer lugar se utilizé un método que permite detectar los productos resultantes de la
desfosforilacion secuencial de ATP semicuantitativamente. Para ello se incubé la proteina P9-1
recombinante purificada con [0->’P]ATP en diferentes condiciones y luego se separaron los
productos de reaccién mediante cromatografia en capa delgada (TLC). La concentracién vy
posicion del ATP y de los productos de su desfosforilacidon se determind mediante la deteccion
de la radiactividad de la placa de TLC por autoradiografia. Se observd que P9-1 es capaz de
hidrolizar el ATP en AMP (Figura 3.6A, calle 2), y que dicha actividad se incrementa a mas del
doble en presencia de 2-mercaptoetanol al 1/ quizds debida a una estabilizaciéon de la
estructura proteica o a que P9-1 presenta mayor actividad ATPasa en forma monomérica que
al estar autoasociada en complejos multiméricos (Figura 3.6A, calle 3). Por otro lado, no fue
sorprendente observar que la actividad ATPasa de P9-1 muestra un profundo incremento
proporcional a la concentracidon de KCl en el medio (Figura 3.6A, calles 4-6) ya que es bien
conocido el efecto positivo no especifico que tienen los cationes univalentes, en particular el
potasio, en la actividad enzimatica de muchas proteinas (Evans y Sorger, 1966). La fosfatasa
intestinal de cabra (CIP) usada como control positivo logré convertir el ATP en AMP + Pi
completamente, liberando [a-*2P]Pi, y la seroalbimina bovina (BSA) empleada como control
negativo no produjo ningln cambio en la concentracién de ATP (Figura 3.6A, calles 7 y 8).

Posteriormente, se procedié a profundizar el estudio examinando la cinética de esta
funcidn enzimatica. Se cuantificé la actividad ATPasa de P9-1 midiendo la acumulacién de [y-
32p1pj liberado a partir de [y->*P]ATP luego de diferentes tiempos de reaccion. Se determiné
que, en un medio de reaccidn conteniendo KCl 100 mM, MnCI2 100 uM, ATP 100 uM y 0,15
pg/ul de P9-1, el contenido de Pi aumentd no linealmente en el tiempo con una cinética que
corresponde a una actividad ATPasa (tasa inicial de producciéon de Pi) de 3,402 nmolemg-
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lemin-1. £ 0.461 (n=6) (Figura 3.6B). Como es esperado, la hidrélisis de ATP en ausencia de

proteina fue despreciable. P9-1 fue capaz de hidrolizar sélo el 9/ del ATP total, lo que sugiere

la presencia de un efecto inhibitorio o inestabilidad de la proteina en las condiciones del

experimento.
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Figura 3.6. P9-1 posee actividad ATPasa. (A) Se
ensayé0 la  actividad ATPasa de P9-1
semicuantitativamente incubando 2 pg de P9-1
recombinante con 2 mCi de [a-aZP]ATP en las
diferentes condiciones indicadas, y separando los
productos de reaccion por TLC en placas de PEI-
Celulosa. La abundancia del [a—32P]ATP y sus
derivados por desfosforilacion secuencial, cuyas
posiciones se sefialan a la izquierda, se reveld por
autoradiografia. Se empled seroalbimina bovina
(BSA) como control negativo y fosfatasa Intestinal
de cabra (CIP) como control positivo y se realizd
un tratamiento sin proteina (s/p) para descartar
la posible hidrdlisis espontdnea del ATP. (B) Se
examind la  actividad ATPasa de P9-1
cuantitativamente midiendo la acumulacién de
[v-SZP]Pi, liberado por hidrdlisis de [y -32P]ATP, a
diferentes tiempos de reaccion. Se realizé una
reaccion paralela sin proteina como control para
descartar la influencia de hidrdlisis espontanea
del ATP. La actividad fue cuantificada segun se
detalla en Métodos. (C) Se estudid el efecto de
diferentes cationes divalentes en la actividad
ATPasa de P9-1 sobre [a-32P]ATP, por TLC y
autoradiografia como se indicé en (A). Se incluyo
un control de hidrdlisis espontdnea del ATP sin
agregar proteina (s/p) y controles negativo y
positivo de reaccién incubando con BSA y CIP,
respectivamente.

Finalmente, se investigd el efecto de diversos cationes divalentes en la actividad de P9-1 ya

que estos compuestos que suelen actuar como cofactores de ATPasas y otras enzimas.

Sorprendentemente, los cationes divalentes Mg, Ca**y Zn?* (en una concentracidn final de 10

mM) no solo no tuvieron un efecto positivo en la actividad ATPasa de P9-1, sino que su
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presencia fue inhibitoria (Figura 3.6C, calles 3, 5 y 6). El efecto negativo que pueden provocar
las altas concentraciones de Mg en la actividad de algunas enzimas ha sido notado (Cho y
col., 2001; Fagan y Racker, 1977) y podria explicar los resultados obtenidos. Por otro lado, la
presencia de Mn?* en la reaccion indujo un notable cambio de actividad en P9-1: se observé la
acumulacién de [a-**P]Pi en lugar de [a-*’P]ADP (Figura 3.6C, calle 4). Esto indica que P9-1 fue
capaz de hidrolizar los tres fostatos del ATP, y sugiere que la proteina posee actividad
nucleotidil fosfatasa en estas condiciones. Serd necesario profundizar el estudio bioquimico de
P9-1 para establecer inequivocamente que tipo de actividad presenta. Asimismo, se deberan
emplear rangos de concentracidn fisioldgicos para estudiar el efecto de las condiciones salinas,
cationes divalentes, pH y temperatura en la actividad fosfatasa de P9-1 sobre los diferentes
nucledsidos (ATP, CTP, GTP y UTP).

Los resultados en conjunto demuestran que P9-1 posee actividad ATPasa inducida por KCl y
sugieren que esta proteina podria ser capaz de funcionar como nucleotidil fosfatasa en
presencia de MnCl,, aunque las condiciones optimas para esta funcidon enzimatica deberan ser
estudiadas en mayor profundidad.

La implicancia bioldgica de este tipo de actividad bioquimica en P9-1 es una incégnita y
debera ser investigada. Se ha observado que las proteinas mayoritarias de viroplasma NS2 de
Orbivirus, NSP2 y NSP5 de Rotavirus y Pns12 de Phytoreovirus son fosforiladas (Afrikanova y
col., 1996; Devaney y col., 1988; Suzuki y col., 1999; Taraporewala y col., 1999). Si bien NSP2 y
NSP5 son capaces de autofosforilarse in vitro mediante sus respectivas actividades NTPasa y
ATPasa (Afrikanova y col., 1996; Taraporewala y col., 1999), la actividad nucleotidil fosfatasa
de NS2 no parece influir en su estado de fosforilacién (Taraporewala y col., 2001), mientras
qgue no se ha estudiado si Pns12 presenta este tipo de actividad enzimatica. Si bien el estado
de fosforilacién de P9-1 de Fijivirus no ha sido estudiado, hemos observado que al
inmunodetectar por “Western blot” a la proteina P9-1 de MRCV expresada transitoriamente
en células Sf9 se observa una banda intensa del peso molecular esperado y una banda
adicional tenue de mayor peso molecular (Figura 3.1B). Este mismo patrén se observa al
detectar la proteina en un extracto de insectos D. kuscheli infectados con MRCV (Guzman y
col., 2010), lo que sugiere que P9-1 sufre algln tipo de procesamiento postraduccional durante
la infeccién del insecto (y probablemente de la planta también). Sera interesante investigar si
dicha banda corresponde a un estado hiperfosforilado de P9-1, y cdmo se relaciona esto con
su actividad ATPasa. Asimismo, la fosforilacion también podria influir en otras caracteristicas
como la formacién de inclusiones citoplasmaticas, como ya se ha observado para NS2 de
Orbivirus (Modrof y col., 2005).

4.5. La segunda mitad de P9-1 es indispensable para la formacidén
de VIBs

Cuando se realiza un alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de diferentes
proteinas P9-1 de Fijivirus se observa una zona de baja identidad y con diversos saltos,
localizada entre los aminoacidos 130 y 168 de P9-1 de MRCV, que podria representar un sector
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interdominios (Figura 3.7). Basados en esta informacion, se resolvié fragmentar la proteina P9-
1 de MRCV en dos partes para comenzar a delimitar los dominios funcionales de la misma.

+9.4
Complejidad
Absoluta
o6 i . y
1 50 100 150 200 250 300 350
Aminoécido
Aminoacido 101 150 200
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RBSDV Pg-1 (o ENLOLKDYDROANTSVESPDFTLLLEY TLKESS! NAKBVTPKVVT PKEEKK IVEMELLETILNRES LSSEILEGEARVUNV |
FDV Pg-1 (101) ¥ SEAQLDGYTLNKTFSVIMPEFSFSLEFIKN- IVVELVSLENRDEIEYTPEQVRGETALIAL |
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Figura 3.7. Alineamiento multiple de proteinas homdlogas a P9-1 de diferentes Fijivirus. Se analizé
la complejidad absoluta (arriba) de un alineamiento multiple entre MRCV P9-1 y las proteinas
homologas de otros fijivirus (abajo) con una ventana de 5 amino 4cidos, empleando el software
Vector NTI 9. Se marcan en rojo los residuos idénticos, en verde los débilmente conservados y en azul
los conservativos. Los numeros en gris denotan la posicidn amino acidica de las secuencias dentro de
la secuencia completa de la proteina correspondiente. Se pintd en negro la secuencia consenso.

Se obtuvieron dos proteinas mutantes por delecion: P9-1AC, que consiste en los primeros
156 amino acidos de la proteina completa, y P9-1AN que abarca los ultimos 183 amino 4acidos
de la proteina completa (Figura 3.8A). Se utiliz6 ambos fragmentos de P9-1 para investigar su
localizacién subcelular mediante inmunofluorescencia y en células vivas como fusién a GFP.

Al expresar P9-1AC/V5 (23,5 kDa) y analizar su distribucion subcelular mediante
inmunofluorescencia, se determind que esta proteina se localiza homogéneamente en
citoplasma y nucleo. Este tipo de localizacidon es caracteristica de proteinas citoplasmaticas
pequefias que difunden a través de la envoltura nuclear e ingresan al nucleo libremente (por
ej. GFP), lo que indica que P9-1AC no es capaz de auto asociarse en estructuras similares a VIBs
(Figura 3.8B). Por el contrario, P9-1AN (26,5 kDa) se localizdé solamente en el citoplasma de las
células transfectadas y frecuentemente formando inclusiones similares, aunque en menor
numero, a las observadas con la proteina P9-1 completa (Figura 3.8C). Esto sugiere que esta
proteina alberga un dominio indispensable para la formaciéon de estructuras similares a
viroplasmas en la porcién comprendida entre los aminodcidos 155 a 337.
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Figura 3.8. Localizacion subcelular por inmunofluorescencia de las

versiones mutantes de P9-1. Se realizaron deleciones sobre P9-1,
obteniendo las proteinas mutantes P9-1AC y P9-1AN (A). Se las
fusiono al epitope V5/His y se estudid su distribucién subcelular
mediante inmunofluorescencia (B). Se adquirieron imagenes en
campo claro (BF) y se detectd la fluorescencia del anticuerpo
conjugado a FITC y de la fusion fluorescente LMNA1:mCherry que
fue coexpresada como marcador de ntcleo.

Se obtuvieron resultados similares al fusionar las proteinas delecionadas a GFP por ambos
extremos y observar su distribucién en células vivas. Las fusiones fluorescentes GFP:P9-1AC
(47,9 kDa) y P9-1AC:GFP (47,1 kDa) se localizaron en citoplasma y mas débilmente en nucleo,
indicando que P9-1AC logra moverse, aunque limitadamente, a través de la envoltura nuclear
(Figura 3.9A). Esto no solo corrobora que P9-1AC no es capaz de formar inclusiones, sino que
ademas sugiere que la proteina no es capaz de auto interactuar ya que el movimiento a través
de la envoltura nuclear no podria observarse para las formas diméricas de las fusiones
fluorescentes (94 kDa aproximadamente). Por otro lado, las fusiones GFP:P9-1AN (50,9 kDa) y
P9-1AN:GFP (50,2 kDa) se distribuyeron solamente en el citoplasma celular y fueron capaces
de formar numerosas inclusiones (Figura 3.9B), como habia sido observado con esta porcion
de P9-1 en los experimentos de inmunofluorescencia.
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Figura 3.9. Localizacion subcelular en células Sf9 vivas de las versiones delecionadas de
P9-1. Fusiones de las mutantes P9-1AC (A) y P9-1AN (B) a GFP, tanto por el extremo amino
terminal como por el carboxi terminal (ver esquema a la derecha), fueron expresadas en
células Sf9 y observadas por microscopia confocal de fluorescencia. Se controld el buen
estado general de las células mediante luz blanca en modo DIC, y se visualizaron los
nucleos por coexpresion del marcador LMNA:mCherry. Las barras blancas corresponden a
una longitud de 5 pm.

En resumen, los resultados indican que los elementos localizados en la primera mitad de
P9-1 no son suficientes para la autointeraccién y el establecimiento de inclusiones
citoplasmdticas, mientras que su segunda mitad contiene dominios esenciales que son
necesarios para la autoasociacion de esta proteina en estructuras citoplasmaticas similares a
VIBs. Sin embargo, a pesar de que la porcién incluida en P9-1AC no parece ser critica para la
formacion de la matriz viroplasmatica, seguramente sea necesaria para una correcta y
completa funcionalidad de estas estructuras. En concordancia con nuestros resultados, se ha
demostrado que la zona carboxiterminal de la proteinas uUNS Orthoreovirus (Broering y col.,
2005) y NS2 de Orbivirus (Kar y col., 2007) contiene dominios importantes para la formacién de
estructuras similares a VIBs. Esto refuerza la idea de una conservacion funcional y
posiblemente estructural entre las proteinas mayoritarias de viroplasma de la familia
Reoviridae. Serd interesante estudiar en un futuro si las mutantes P9-1AC o P9-1AN poseen la
capacidad de unidn a acidos nucleicos de cadena simple y/o la actividad ATPasa que presenta
la proteina P9-1 completa, y de esta manera delimitar la posicidon de los dominios criticos para

dichas caracteristicas.
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5. CONCLUSIONES

5.1. Establecimiento de un protocolo util para la cuantificacion
de ARNm viral o endégeno en Delphacodes kuscheli mediante
RT-gPCR

Con el objetivo de estudiar las bases moleculares de la interacciéon entre el MRCV y el
insecto vector Delphacodes kuscheli, se desarrollé una plataforma util para la cuantificacion
del MRCV o ARNm enddgenos en delfacidos individuales por medio de RT-qPCR, optimizando
tanto los primeros pasos de extraccién del material como los controles internos de referencia
frente a los cuales normalizar los valores obtenidos. Esta plataforma ciertamente contribuira al
estudio de la correlacion que existe entre los niveles de acumulacién viral y la transmision
exitosa de MRCV por el vector Delphacodes kuscheli. Asimismo, facilitard el estudio de los
factores determinantes para la transmisidn viral y de los patrones de expresion génica del
insecto vector del MRCV, lo que a su vez aportard a la comprensién del patosistema virus-
vector y podria impactar en el disefio de nuevas estrategias para el control viral.

5.2. Analisis del posible rol que cumplen las proteinas de MRCV
durante la infeccidn del insecto vector

La localizacién subcelular en células vivas fue una técnica adecuada y potente para explorar
la funcionalidad de las proteinas de MRCV en células de insecto en cultivo. Asimismo, al
analizar la distribucion subcelular de 11 proteinas de MRCV fue posible proponer posibles
funciones para muchas de las proteinas de Fijivirus que aun no habian sido estudiadas:

e Las proteinas P3, P4, P5-2, P7-1 y P8 fueron capaces de ingresar al nucleo celular, lo que
sugiere que podrian jugar un rol en la regulacion del transcriptoma de la célula hospedante
y/o que poseen capacidad de unién a ADN y ARN de doble cadena;

e P5-1 mostré un patron citoplasmatico rugoso dependiente del motivo TKF carboxilo
terminal que podria deberse a una interaccidn con proteinas PDZ;

e P6 podria estar implicada en el movimiento viral y/o formar parte de los viroplasmas, dado
que fue capaz de formar agregados perinucleares que colocalizan parcialmente con
tubulina asi como colocalizar con P10, P9-1y P7-2;

e P9-1 fue capaz de formar cuerpos de inclusién similares a VIBs, sugieriendo que esta
proteina juega un rol en la formacion de los viroplasmas, lo cual fue analizado en
profundidad en el Capitulo Ill;

e P9-2 podria estar implicada en el movimiento intercelular del MRCV en insectos ya que se
localiza en filopodios presentes en la membrana plasmatica;

e P10 se observé en el reticulo endoplasmatico y colocalizé con tubulina y P6, sugierendo que
MRCV explota el sistema membranoso de secrecion y el citoesqueleto de tubulina para su
morfogénesis y/o transporte mediado por P6.
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Los resultados presentados constituyen el primer andlisis molecular de las caracteristicas
funcionales de las proteinas de MRCV en insectos. Las técnicas y sistemas seleccionados para
tal fin fueron adecuados y poderosos, proporcionando una gran cantidad de informacién
novedosa en la cual basarse para futuros experimentos que profundicen la caracterizacion de
cada una de las proteinas.

5.3. Analisis del mecanismo de expresion de P5-2

Con el objetivo de analizar el mecanismo molecular que permite la expresion del segundo
ORF del segmento S5 del MRCV, se llevaron adelante dos estrategias experimentales. En
primer lugar se produjo un antisuero policlonal contra la proteina P5-2 que fue utilizado para
inmunodetectar la misma en extractos de plantas de maiz infectadas con el MRCV. Si bien no
se logré detectar una banda del peso esperado para la proteina P5-2 (28,9 kDa) en los
extractos de maiz infectado con MRCV, el antisuero reacciond con una banda que
correspoderia a una proteina de aproximadamente 100 kDa presente exclusivamente en los
extractos de maiz infectado. Sin embargo, las fuertes reacciones inespecificas contra proteinas
de maiz del antisuero policlonal impidieron obtener un resultado concluyente. Por otro lado,
se construyé un vector de insectos que expresa un ARNm bicistrdnico recombinante
codificando para una versién de P5-2 fusionanada al epitope V5/His por el extremo carboxilo
terminal. Al tranfectar células Sf9 de forma transitoria y estable con este vector, fue imposible
inmunodetectar el producto del segundo ORF.

En conclusidn, ninguno de los dos métodos empleados permitié detectar el mecanismo
subyacente a la expresion de P5-2. Sera necesario mejorar las estrategias aqui seguidas, o
cambiar a una estrategia de traduccién in vitro cldsicamente utilizada para detectar productos
de traduccién de ORFs internos de genomas virales (Marzachi y col., 1996; Schnitzer, 1985;
Shmulevitz y col., 2002).

5.4. Caracterizacion funcional de la proteina P9-1 de MRCV

Debido a su intersante capacidad de formar estructuras citoplasmaticas similares a VIBs al
ser expresada en células de insecto, en el Capitulo Ill se realizé un profundo analisis funcional y
bioquimico de P9-1. Los resultados indicaron que P9-1 es capaz de autointeractuar en dichas
estructuras y que es capaz de asociarse en complejos de alto peso molecular al ser expresada
en bacterias. Asimismo, P9-1 fue capaz de unir acidos nucleicos de cadena simple de manera
inespecifica, y también mostré actividad ATPasa. Estas caracteristicas de P9-1 son compartidas
por proteinas mayoritarias de viroplasma de otros reovirus, lo cual indica que P9-1 es la
proteina mayoritaria de viroplasmas responsable de iniciar la formaciéon de los mismos al
autointeractuar mas fuertemente por su regién carboxi terminal y formar una matriz proteica
(Maroniche y col., 2010).

A modo de resumen, las posibles funciones de las distintas proteinas del MRCV segun los
antecedentes y los resultados de esta Tesis se resumen en la Tabla D.
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Tabla D. Caracteristicas funcionales asignadas a las proteinas de MRCV.

Proteina  Antecedentes Resultados de este trabajo Posibles funciones
P1 Presencia de motivos conservados de ARN Polimerasa viral
Polimerasas ARN dependientes (Distéfano, 2004).
Proteina estructural, posiblemente espicula A 3
P2 (Distéfano, 2004). Epliete
, o AT ., Proteina mayoritaria de capside interna
P3 Proteina mayoritaria de capside interna. Interaccicn Localizacidn nucleocitoplasmatica Morfogénesis viral
con P4 (Distéfano, 2004; Distéfano y col., 2009). .
Regulador transcripcional
Protei tructural. Espicula B ibl ilil , ,
roteina estructura .’SpICU i F.)OS,I . L . ‘o Proteina de espicula B
P4 transferasa. Interaccion con P3 (Distéfano, 2004; Localizacién nucleocitoplasmatica Regulador transcrincional
Distéfano y col., 2002; Mongelli, 2010). g P
Localizacién subcelular particulada en céulas de N o . Unidn a proteinas PDZ
. . . Localizacién citoplasmatica granulosa dependiente e . .
P5-1 cebolla dependiente del motivo TKF carboxilo . . ) Inhibidor de la respuesta inmune de insectos
. . del motivo TKF carboxilo terminal . . .
terminal (Mongelli, 2010). Transporte viral hacia la membrana plasmatica
P5-2 Modificada postraduccionalmente (Mongelli, 2010).  Localizacién nuclear Regulador transcripcional
o . . . Componente estructural del viroplasma
Localizacién perinuclear, colocaliza con tubulina, P7- . , .
P6 Reclutamiento de proteinas P7-2 y P10 al viroplasma?
2, P9-1y P10. . . .
Movimiento intracelular de los viriones
P7-1 Induce la degradacion de ARNm (Mongelli, 2010). Localizacic')rlm nucleocitoplasmatica. Modificada Regulador transcripciorﬁ?l »
postraduccionalmente. Regulador de la expresidn génica del hospedante.
Induce la degradacién de ARNm. Reeulador transcrincional
P7-2 Determinante de patogenicidad en plantas Localizacidn citoplasmatica. Colocaliza con P6. & P S
. Regulador de la expresidn génica del hospedante.
(Mongelli, 2010).
Motivo de unidn a nucledtidos (Distéfano, 2004; ., . ‘o L
P8 Localizacién nucleocitoplasmatica. Regulador transcripcional

Distéfano y col., 2002).

109



P9-1

P9-2

P10

Localizada en viroplasmas (Guzman y col., 2010).

Homologa a la proteina mayoritaria de capside
externa de virus relacionados (Distéfano y col.,
2005).

Localizacidn en cuerpos de inclusién citoplasmaticos.
Forma multimeros en bacterias y autointeracciona in
vivo por FRET. Unidn a acidos nucleicos de simple
cadena. Hidroliza ATP. Su mitad carboxilo terminal
forma cuerpos de inclusiéon (Maroniche y col., 2010).
Colocaliza con P6.

Localizacién en la membrana plasmatica de células
con filopodios que contienen actina. Modificada
postraduccionalmente.

Localizacién en reticulo endoplasmatico.
Colocalizacién con tubulina y con P6.

Proteina mayoritaria del viroplasma.
Recluta a P6 al viroplasma

Movimiento intercelular viral en insectos

Proteina mayoritaria de capside externa
Morfogénesis viral

Involucrada en la formacién de tubulos membranosos
citoplasmaticos que contienen particulas virales
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APENDICE

Secuencias parciales de ARNm de los genes de Delphacodes kuscheli secuenciados. En cada
secuencia se resalta en gris y subrayado la posicién de los oligonucleétidos diseiiados y el
fragmento amplificado en los experimentos de RT-qPCR.

Dk.Act - Actina [Delphacodes kuscheli)
Genbank ID: HM565964

caccagggagtgatggtcggtatgggtcagaaggacagctacgtaggtgacgaagcgcagtcaaagagaggtatcctcaccctgaag
taccccatcgagcacggtatcatcaccaactgggacgacatggagaagatctggeatcacaccttctacaacgagetgegagttgeccc
cgaagagcaccccatcctgectgaccgaggctcccctcaaccccaaggecaaccgtgagaagatgacacagatcatgtttgagaccttc

aacacacccgccatgtacgtcgccatccaggetgtgetctcectctacgectcecggtegtaccaccggtatcgtgetcgactctggtgacg
gtgtctctcacacagtccccatctatgaaggttatgecttgecccatgecatectecgtetggacttggetggtegtgacttgaccgactac
ctcatgaagatcctcactgagegtggttacagcttcacaaccaccgcetgagegtgaaatcgtcagggacatcaaggagaagcetttgeta

cgtcgecctggacttcgaacaggaaatggecaccgecgecgectecaccteectggagaagtcctacgaactgectgacggtcaggtga

tcaccatcggtaacgagaggttccgtigcccagaagecctgticcagecttecttcctgggtatggaatcgtgeggtatccacgagaccgt
gtacaactccatcatgaagtgcgacgtg

Dk.Tub - a-1-tubulina [Delphacodes kuscheli]
Genbank ID: HM565965

acaacgaggctatctacgacatctgecgacgtaacttggacatcgagegecctacctacaccaacctcaaccgtctcattggtcagateg
tttccteccatcactgettecctcagattcgacggegecctcaacgtggatttaaccgaattccagactaacctggtgecatatcccaggatt
cacttccctctggtcacttacgcacccgtcatctcggeggagaaagectaccacgaacagttgtccgttatggagatcaccaacgectgt

tttgaaccggccaatcagatggtgaagtgcgacccgaggeatggcaagtacatggegtgttgcatgetgtaccgaggegatgtegtgec
gaaagacgtgaatgccgctattgcgacgatcaagacgaagagaacgattcagttcgttgactggtgtccgactggattcaaggttggaa
tcaactatcagccaccaaccgtigtgccagggggegactiggecaaagtgeagegtgecgtgtgeatgttgtctaacaccactgecatceg

ctgaggcctgggctegectcgaccacaagttcgacctcatgtacgecaagegtgcttttgtgeactggtacgtcggagagggtatggage
aaggag

Dk.GAPDH - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa [Delphacodes
kuscheli]

Genbank ID: HM565966

tggtctacttgttcaagtacgactctacccacggacgcttcaagggegaagtgagtgecgaaggaaactgcettggttgtcaacggeaac
aagatccaggtgttcagcgagcegegacccgaaggegattecttggggcaaggegggegeccattacattgtggagtcgaccggtgtgtt
caccaccgtcgagaaggcgtcggeccacttggagggcggegccaagaaggtgateattteggcgecctcagecgacgegeccatgttce

gtgtgcggtgttaacctggaggcectacgacccctccttcaaggtcatctcgaacgcectectgecaccaccaactgectggegeccectggec
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aaggtcattcacgacaactttgagatcgtcgaaggcectcatgaccaccgtgcacgecaccaccgecacacagaagactgtcgacggac
cgtctggaaagctgtggcgtgacgggcgtggtgctcagecagaacatcattectgeggegaccggagecgecaaggecgecggeaaggt
cattccgtccctgaacggcaagetgaccggaatggctttccgagtgecagtecccaat

Dk.eFla - Factor de elongacién 1- a [Delphacodes kuscheli)
Genbank ID: HM565967

ggaaatgggtaagggttccttcaagtacgectgggtgttggacaagetgaaggcetgagegegagegtggtatcaccategacattgege
tgtggaagttcgaaaccgccaagtactacgtcaccatcatcgacgccccgggacacagggatticatcaagaacatgatcaccggaac
gtcacaggccgattgtgetgtgectgattgtcgecgecggtaccggtgagtitgaggetggtatctcgaagaacggccagacccgtgage
acgctctgctegecttcacactcggagtcaagcagctcatcgtcggagtgaacaagatggactccaccgagecaccctacagegagaa

ccgtttcgaggaaatcaagaaggaggtgagcagctacatcaagaagatcggctacaaccecggegacagtggegtttgtgecgateteg
ggctggcacggcgacaacatgcetggaggcatcggacaagatgecctggttcaagggatggaacattgagecgcaaggagggcaagget
gagggcaagtgcctcatcgaggecttggacgcecattctgecacccagtcgacccactgacaageccctcagget
ttgaggctggtatctcgaagaac

Dk.UbiC - Poliubiquitina C [Delphacodes kuscheli]
Genbank ID: HM565968

gaggtatgcagatcttcgtcaagacgetgaccggcaagacgattacgttggaggtggagecgtcggacacgattgagaacgtgaaggc
gaagattcaggacaaggagggcatcccgectgaccageageggctcatetttgecggcaageagetcgaggatggeagaaccectttce

gactaca

DK.RpS18 - Proteina ribosomal S18 [Delphacodes kuscheli]

Genbank ID: HM565969

agcgcaaggtcatgttcgecatgactgecatcaaaggagttggtegecggtatgcaaacatcgtcctgaaaaaggecgatgtegacttg
gacaaacgagcgggagaatgctcagaagaagaggtggagaaaattatcaccatcatggetcacccaagacaatacaagatccctgat

tggtttttgaacagacagaaagatatccaagacggaaaatactcacagcttacgtcatccaaccttgacagtaaacttcgtgatgacct
ggaaaggctgaagaagatcagagcccaccgeggtatgegtcactactggggtttgagagtgegeggtcaacacaccaagaccaccgg
tcgtagaggaagtactgttggtgtatcgaaga
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