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Resumen

Antecedentes: El virus del mosaico de la cafia de azicar, SCMV (Potyviridae) es un
miembro de la gran familia de virus de ARN de cadena positiva, sin una estructura
CAP en su extremo 5'no traducido (5'UTR), pero con una proteina viral unida al
genoma (VPg) y una cola poli A en su extremo 3"UTR. Se ha sugerido que proteinas del
hospedero hacen un puente entre las regiones no traducidas virales 5y 3" para potenciar
la traduccion viral. Dado que las regiones no traducidas presentes en los genomas virales
contienen elementos involucrados en la regulacion de su ciclo replicativo, es importante
analizar la interaccion entre estas regiones y las proteinas virales o del hospedero para
inferir su funcion. Objetivo: Determinar si existen proteinas del hospedero maiz que
pudieran estar interactuando con la region 5'UTR de SCMV. Metodologia: La region
5'UTR de SCMYV se amplificoé por PCR incluyendo la secuencia del promotor T7 en la
secuencia del oligo 5" UTR y se generaron sus transcritos marcados radiactivamente. Los
transcritos marcados fueron entrecruzados con extractos proteicos de hojas de maiz sanas
e infectadas. Resultados: Los resultados sugieren la presencia de una proteina putativa
de interaccion del hospedante maiz de aproximadamente 53kDa, con la regién 5'UTR de
SCMV. Conclusién: Los ensayos de entrecruzamiento, especificidad y estabilidad de los
complejos ARN-proteina sugieren que en el hospedante maiz existe al menos una proteina
que interacttia con la region 5 UTR de SCMV.

Palabras Clave: Complejo ARN-proteina, entrecruzamiento UV, fraccion proteica,
Potyvirus, VPg.

Abstract

Background: Sugarcane mosaic virus is a member of the great family of positive sense
RNA viruses, without a CAP structure in its 5"UTR end, but with a viral protein attached
to the genome (VPg) and a poli A tail in its 3"UTR end. It has been suggested that some
host proteins make a bridge between the untranslated 5’and 3" regions (UTRs) to enhance
the canonical and/or non-canonical virus translation. Since the UTR regions present in the
viral genomes have some elements involved in the regulation of their replicative cycle,
it is important to analyze the interaction that may occur between these regions and the
viral or host proteins to infer regarding its function. Objective: To identify proteins of
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1. Introduccion

Exploracion de la interaccién entre la region 5S"UTR del Sugarcane Mosaic Virus (SCMYV) y proteinas del

hospedero maiz

the host maize that could be interacting with the 5"UTR region of SCMV. Methodology:
5'UTR region of SCMV was amplified by PCR including the sequence of the T7 promoter
in the 5’oligo sequence. The transcripts were radioactively labeled. Labeled transcripts
were crosslinked with proteins extracts from healthy and infected maize leaves. Results:
The results suggest the presence of a 53 kDa putative protein interacting with the 5 "UTR
region of SCMV. Conclusion: Crosslinking essays, specificity and the stability of the
RNA-protein complex suggest that in maize host there is at least one protein that interacts
with the 5’"UTR region of SCMV.

Keywords: RNA-Protein complex, UV crosslinking, protein fraction, Potyvirus, VPg

Resumo

Antecedentes: O virus do mosaico da cana de agucar (SCMV) da Familia Potyviridae é
um membro da grande familia de virus de ARN de cadeia positiva, sem uma estrutura CAP
em seu extremo 5’ ndo traduzido (5'UTR), mas com uma proteina viral unida ao genoma
(VPg) e uma cola poli A em seu extremo 3'UTR. Tem-se sugerido que proteinas do
hospedeiro fazem uma ponte entre as regidoes nao traduzidas virales 5’e 3" para potenciar a
traducdo viral. Devido que as regides nao traduzidas presentes nos genomas virais contém
elementos involucrados na regulacdo de seu ciclo replicativo, ¢ importante analisar
a interacdo entre estas regides e as proteinas virales O do hospedeiro para inferir sua
fun¢do. Objetivo: Determinar se existem proteinas hospedeiras milho que puderam estar
interatuando com a regido 5'UTR de SCMV. Metodologia: A regido 5"UTR de SCMV
se amplificou por PCR incluindo a sequéncia do promotor T7 na sequéncia do oligo 5°
UTR e se geraram seus transcritos marcados radiativamente. Os transcritos marcados
foram entrecruzados com extratos proteicos de folhas de milho saudaveis e infetadas.
Resultados: Os resultados sugerem a presenca de uma proteina putativa de interagdo
do hospedeiro milho de aproximadamente 53 kDa, com a regido 5'UTR de SCMV.
Conclusio: Os ensaios de entrecruzamento, especificidade e estabilidade dos complexos
ARN-proteina sugerem que no hospedeiro milho existe pelo menos uma proteina que
interatua com a regiao 5" UTR de SCMV.

Palavras-chave: complexo ARN-proteina, entrecruzamento UV, frac¢do proteica,
Potyvirus, VPg,.

relativamente pocos componentes virales y
muchos factores del hospedero. Los factores

El virus del mosaico de la cafia de azucar
(SCMV), es un miembro del grupo de los
potyvirus, dentro de la familia Potyviridae,
y puede infectar varios cultivos, incluyendo
cana de azucar, sorgo y maiz, causando
clorosis y retraso en el crecimiento [1].

Losviruscomo SCMYV codificanrelativamente
un numero bajo de genes con respecto a
sus hospederos. Por ejemplo, las células de
hospedantes vegetales codifican miles de
genes, por lo que la mayoria de pasos en la
infeccion viral involucra interacciones entre

del hospedero juegan papeles importantes
en la mayoria de pasos de la infeccion viral,
y la identificacion de tales factores y sus
contribuciones ha sido reconocido como un
importante objetivo de investigacion [2].

Los genomas vegetales codifican proteinas
de union a ARN, las cuales se piensa que
se unen a sitios especificos de los ARN
mensajeros afectando la fisiologia de las
plantas. Sin embargo, la funcion de estas
proteinas aun no es muy clara en términos
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de como las interacciones entre el ARN viral
y las proteinas de union al ARN se regulan
de manera especifica, o como estas proteinas
influyen en el ARN viral [3].

En el caso de los Potyvirus como el virus
del mosaico de la cafia de azucar (SCMV),
funciones como la replicacion y movimiento
sistémico requieren de la interaccion de
factores del hospedero con proteinas virales y
ARN [4]. Aunque se conoce mucho respecto
a la funcion individual de las proteinas de
los potyvirus y la estructura del ARN en la
replicacion viral y el movimiento, [5], [6] poco
se conoce acerca de la identidad y funcién de
los factores del hospedero que son requeridos
para la infeccion potyviral en plantas [7].

De manera similar a los ARNm celulares,
los ARN virales de cadena positiva tienen
regiones codificantes y regiones no traducibles
(UTRs). EI ARN de los potyvirus, tiene una
proteina viral unida al extremo 5'UTR y
una cola poli(A) en el extremo 3'UTR. En
contraste a los ARNm celulares, el extremo
5’de los ARN virales puede tomar una de
diferentes formas: un grupo fosfato, una
proteina “cap”, o un polipéptido codificado
por el virus llamado VPg (“Viral protein
genome-linked”), unida covalentemente al
primer nucleétido de ARN [8].

Los virus de ARN de cadena positiva han
evolucionado diferentes maneras para utilizar
los recursos de las células huésped. Sin
embargo, a pesar de los diversos juegos de
factores del hospedero que son reclutados
por diferentes virus, los estudios funcionales
sugieren que las diferentes proteinas de los
hospederos podrian proporcionar funciones
similares durante la replicacion del ARN
viral [9].

La interaccion entre proteinas o de proteinas
con ARN desempefian funciones importantes
en la mayoria de procesos durante el ciclo de
infeccion viral; por ejemplo, en la formacion
de los complejos de replicacion viral, el

ensamble de viriones, el movimiento viral
entre células y la transmision de virus entre
plantas por vectores [10]. Como ejemplo, en
el caso de los potyvirus, se ha encontrado que
la interaccion entre el factor de traduccion
eucariota eIF4E con la proteina viral VPg
es necesaria para la infeccion viral [11], y la
resistencia recesiva de la planta al virus se
determina por el éxito o no de la interaccion
entre esta proteina y proteinas virales [12]. En
el caso del movimiento viral, los potyvirus
no codifican proteinas de movimiento [13],
pero se ha determinado que algunas proteinas
del virus podrian estar relacionadas con
el movimiento potyviral en asociaciéon con
proteinas de los hospederos [14]-[16].

Existe informacion limitada respecto a
proteinas del hospedero que interactiien
con las regiones no traducidas de potyvirus,
sin embargo se ha reportado la interaccion
de proteinas de hospedero con las regiones
5'UTR y 3'UTR no traducidas del genoma
del virus Norwalk [17].

En este trabajo se presentan los resultados
exploratorios de la interaccion in vitro de
la region 5'UTR del virus del mosaico de
la cafa de azucar (SCMV) con proteinas
del hospedero maiz. El conocimiento Yy
comprension mas detallado de las proteinas
de union al ARN del hospedero requeridas
para la replicacion viral podra ayudar en el
desarrollo de novedosas estrategias antivirales
[18].

2. Materiales y métodos

2.1. Extraccion de ARN viral. Para la
extraccion de ARN total, se utilizaron
hojas de maiz de plantas que presentaban la
sintomatologia tipica de SCMV utilizando
el reactivo TRIzol (Invitrogen), de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. El ARN
cuantificado fue almacenado en alicuotas a
una temperatura de -80°C hasta el momento
de usar el templado.
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2.2. Subclonacion del extremo 5°del ADN
complementario (ADNc) genémico de
SCMV

El segmento desde la posicion 1 hasta
la posicion 892 del genoma de SCMV
amplificado por RT-PCR se clond en el
vector TOPO de Invitrogen, siguiendo las
indicaciones del fabricante. La amplificacion
especifica de la region 5'UTR se realizd
empleando el ADNc anterior utilizando un
oligo 5’'UTR que contenia la secuencia del
promotor T7 para facilitar la sintesis de ARN.
El fragmento de PCR obtenido de 149 pb
fue subsecuentemente clonado en el vector
pGEM-T (Promega).

2.3. Trascripcion in vitro de la region 5’
UTR de SCMV. Para la transcripcion in vitro
se siguiod la metodologia descrita previamente
[19]. La region 5'UTR de SCMV fue
amplificada por PCR incluyendo la secuencia
del promotor T7 en el oligo 5°. La reaccion
de PCR se realizo con 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 45°C por 30 segundos y
75°C x 30 segundos. El producto de PCR
fue purificado del gel antes de ser empleado
como templado para la sintesis de ARN. La
reaccion de transcripcidn in vitro se realizo a
38°C por dos horas en un volumen final de 20
ul, empleando la RNA polimerasa T7. Luego
de la reaccion de transcripcion, el molde
de ADN remanente se elimino tratando la
muestra con 1 pul DNase RQ1 (Promega) en
presencia de inhibidores de ARNasa durante 1
hora a 38°C. Para la sintesis de los trasncritos
de ARN radiomarcados se incluy6 [a-**PJUTP
(Dupont).

2.4. Extraccion de proteinas totales de
hojas de maiz

2 gramos de hojas de maiz sana e infectada
por separado se lavaron con agua destilada
y se maceraron en morteros de porcelana en
presencia de tampon fosfato sédico 0,2 M
pH 7.5. El macerado se filtr6 y se centrifugd
a 18.000 rpm a 4°C durante 20 minutos. Se

hospedero maiz

colectd el sobrenadante con las fracciones
proteicas.

2.5. Ensayos de entrecruzamiento
ultravioleta. Para los ensayos de
entrecruzamiento inducidos por UV, se
incubaron 20 pg/ul de extracto proteico de
maiz con 1x10° c.p.m de ARN radiomarcado
a 0°C por 15 minutos expuestos a luz
ultravioleta de longitud corta. E1 ARN no
entrecruzado fue cortado con RNasa T1 (25U)
y RNasa A (Img) por 5 minutos y 37 °C.
Finalmente, la muestra fue hervida en buffer
de carga proteica por 5 min. y analizada en
un gel SDS-PAGE. Los geles se secaron y se
autoradiografiaron.

2.6. Inmovilizacion de ARN en perlas de
agarosa dihidrazida y ensayos de afinidad
de ARN. Este procedimiento se llevé a cabo
empleando dihidrazida de 4acido adipico
(Sigma) y las metodologias descritas por
[20] , [21] con algunas modificaciones. En
resumen, 50 pg de ARN sintetizado in vitro
se oxid6 con periodato de sodio (10 mM)
durante 2 horas. E1 ARN oxidado se precipitd
con etanol absoluto y se resuspendié en 100 pl
de acetato de sodio 0,1 M. El ARN tratado se
mezclo con las perlas de dihidrazida de acido
adipico y se coloco en agitacion toda la noche
a4°C. Las perlas con el ARN inmovilizado se
incubaron con el extracto proteico a 4°C por
1 hora y las proteinas unidas por afinidad se
lavaron con NaCl. Las proteinas recuperadas
se corrieron en geles SDS-PAGE.

3. Resultados y analisis

3.1. Verificacion de clonacion del segmento
5" de SCMYV Yy transcripcion in vitro de la
region S"UTR.

Con el proposito de verificar que la region
correspondiente a la 5"UTR de SCMV estaba
siendo amplificada correctamente por PCR y
de que el tamafio del transcrito in vitro eran
correspondientes, los productos de PCR y de
transcripcion se corrieron en geles de agarosa.
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En la figura 1, panel A, se puede apreciar un
producto amplificado de aproximadamente
150 pares de bases, mientras que en el panel
B, se indica lo correspondiente al transcrito
de ese segmento. Las imdgenes indican
que tanto la amplificacion por PCR como
la transcripcion in vitro se sintetizaron de
manera adecuada, produciendo tamafios de
amplificacion esperados.

!
My o e
"y )
-t
200 PB
&
200 pb
AMPLIFICACION PCR
Transcrito

Figura 1. A. RT-PCR de laregion 5’ UTR de SCMV . B.
Transcrito de la region 5"UTR. Tanto los productos de RT-PCR
como el transcrito presentan el tamafio esperado
Fuente: Autor

3.2. Interaccion de la region S'UTR de
SCMY con extractos proteicos de Maiz.

Para determinar si la region no traducida
del extremo 5 del genoma del virus SCMV
interactuaba con proteinas del hospedero
maiz, los transcritos de ARN marcados
radiactivamente con P32 que incluye los
nucleotidos 1-149 se incubaron con los
extractos proteicos de maiz. Luego de la
electroforesis, se encontr6 al menos un
complejo ARN-proteina tanto con los
extractos de maiz obtenidos a partir de plantas
sanas como de las plantas con expresion clara
de sintomas de la virosis (Figura 2). El ensayo
de entrecruzamiento se hizo tanto con plantas
de maiz sanas como plantas de maiz enfermas.
Se puede apreciar que en los dos sistemas se
encuentra proteinas de interaccion, lo que
sugiere que las proteinas con las cuales esta

interactuando esta region no son proteinas
inducidas por el virus, sino que son proteinas
constitutivas de maiz.

Figura 2. Ensayos de entrecruzamiento UV
de ARN 5" UTR-Proteinas de maiz. ARN
marcado incubado en ausencia (lineas 1y 3)
o presencia (lineas 2 y 4) de extractos proteicos
de maiz. Las flechas al costado derecho
indican los complejos ARN — proteina.

Las manchas de menor peso en el gel
corresponden a ARN marcado radiactivamente
que no se uni6 a proteinas (ARN libre)
Fuente: Autor

3.3. Estabilidad de los complejos ARN-
Proteina

Con el proposito de determinar la estabilidad
de los complejos ARN-proteina, las muestras
se incubaron con diferentes concentraciones
de solucion salina de cloruro de potasio.
Los complejos ARN-proteina formados
con el transcrito de 149 nucleo6tidos de la
5'UTR de SCMV fueron estables ya que atin
a concentraciones de 0.6 M de cloruro de
potasio no se deshicieron (Figura 3).
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Figura 3. Estabilidad de los complejos 5” UTR.
Los Complejos ARN-proteina formados por UV
fueron tratados con KC1 0.3 M (Linea 3) 0.6M
(Linea 4) y proteinasa K (Linea 5). En la linea | ARN
marcado libre. Linea 2 ARN unido a proteina sin
tratamiento de sal
Foto: Autor

Cuando la mezcla se trat6 con proteinasa K,
una serine proteasa, el complejo desaparece
(Figura 3, linea 5) por la digestion de la
proteina. Cuando no se adiciond proteina
al sistema, el ARN se moviliz6 mas rapido
porque no se formd ningin complejo (Figura
3, linea 1).

Los resultados de los ensayos de
entrecruzamiento y la estabilidad de los
complejos ARN-proteina sugieren que en el
hospedante maiz existe al menos una proteina
que interactia con laregiéon 5° UTR de SCMV
y que esta interaccion es estable.

3.4. Cromatografia de afinidad ARN-
Proteina

Una vez que se encontrd evidencia de la
presencia de por lo menos una proteina del
hospedero maiz que formaba complejos con
el trascrito de 149 nucleotidos de la region
5'UTR de SCMYV, se realizdo el ensayo
de cromatografia de afinidad empleando
dihidrazida de 4cido adipico basado en
metodologias previamente reportadas [20,
21] con algunas modificaciones. La figura
4 muestra los resultados del gel SDS-PAGE
con las proteinas eluidas que estaban unidas
por afinidad al transcrito de la regién 5"UTR

hospedero maiz

de SCMV. Como control se empled ARN de
transferencia (ARNt), el cual se mezcld con
extracto proteico del mismo hospedero maiz.
Como se observa en el carril 2 de la figura 4,
con el ARNt no se aprecia el complejo que
se formo6 con los transcritos de la 5° UTR
(Figura 4, carriles 3 y 4), lo que sugiere la
especificidad de la interaccion de las proteinas
del maiz con el transcrito 5"UTR de SCMV.

Figura 4. Gel SDS-PAGE con proteinas eluidas. En el carril 1
control sin ARN, carril 2 control con ARNt, carriles 3y 4 eluidos
1y 2, carril 5 marcador de peso molecular. En los carriles 3 y 4
se visualiza una banda de aproximadamente 53 kDa que no esta
presente en el carril 2, en el que se empled ARNt como control
positivo, ni en el carril 1, control en el que no se cargd ARN. En el
carril 5 marcador de peso molecular.

Fuente: Autor

4. Discusion de resultados.

Los genomas de los pequefios virus de ARN
de cadena sencilla, sentido positivo, no
solamente deben codificar las proteinas virales
requeridas para la replicacion del genoma
viral y la produccién de particulas infecciosas,
sino que ademds deben tener estructuras
y secuencias de ARN que desempefian un
papel critico en el ciclo de vida del virus.
Los factores celulares del hospedero que
interactiian con estos elementos de ARN,
desempefian funciones importantes en todos
los aspectos del ciclo de vida del virus
[17]. En consecuencia, la manipulacion de
estas interacciones o la modificacion de las
interacciones RNA-proteina pueden permitir
una atenuacion o una actividad antiviral [22].

En la literatura existen reportes de proteinas
del hospedero maiz que se encontraron
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interactuando con proteinas codificadas por
SCMV. Por ejemplo las interacciones entre
la elongina C y la proteina viral VPg [23],
o la interaccion entre la Ferredoxina-5 con
la proteina viral HC-Pro [24]. Sin embargo
la interaccion de proteinas del hospedero
con las regiones no traducidas ha sido menos
estudiada, a pesar de la importante funcion
de estas regiones en el proceso de traduccion
en virus, que no presentan una estructura
caperuza (cap) 7-metilguanosina (m7GpppG)
en el extremo 5” como es el caso de los ARN
mensajeros de eucariotas.

La mayoria de los virus de ARN han
evolucionado diversos elementos de ARN en
las regiones no traducidas 3"y 5" para reclutar
el complejo ribosomal e iniciar la traduccion
en el codon AUG proximo al extremo 5 [25].
En los potyvirus, como SCMV, en el extremo
5'UTR, en lugar de una estructura cap,
se encuentra una proteina viral VPg unida
covalentemente que remplaza la estructura
cap, y el extremo 3'UTR estd poliadelinado
[26]. De acuerdo a los resultados de
entrecruzamiento por luz ultravioleta, en este
estudio se encontr6 que en el hospedante
maiz existe por lo menos una proteina de
aproximadamente 53 kDa, que posiblemente
esté interactuando con la region 5 UTR del
potyvirus SCMV.

Los resultados obtenidos al tratar el complejo
ARN-proteina con concentraciones crecientes
de solucion salina, sugieren que esta proteina
putativa de interaccion forma complejos
estables con los transcritos de la region 5’
UTR de SCMV. Asi mismo, la especificidad
de la formacion del complejo fue confirmada
en ensayos de competencia utilizando ARN
de transferencia como control. La formacion
de complejos estables y especificos, sugieren
que la interaccion del ARN de SCMV con la
proteina de 53 kDa podria desempenar una
funcion importante en la traduccion de SCMV.

Dado que la region S5'proximal de los
genomas de algunos virus de ARN contienen

elementos que desempenan funciones criticas
en la traduccion, se podria proponer de manera
preliminar que la proteina de 53 kDa que
se encuentra interactuando con esta region,
posiblemente cumpla un papel como proteina
auxiliar en la trascripcion o traduccion del
virus por interaccion directa con la region,
o sirviendo como puente entre la region
5" UTR y la 3" UTR, ya que el sistema de
transcripcion y traduccion de los virus de
ARN con estructura tipo cap en el extremo
5’del genoma forman un puente con el otro
extremo circularizando su genoma [27]. Se
requiere de estudios complementarios para
confirmar lo encontrado en este estudio.

5. Conclusiones

Se encontrd evidencia preliminar de que una
proteina de aproximadamente 53 kDa del
hospedante maiz puede estar interactuando
de manera especifica y estable con la region
5'UTR del virus del mosaico de la cana
de azuhcar, la cual al interactuar con esta
region del genoma viral sugiere que podria
desempefiar una funciéon en la traduccion
del genoma viral. Sin embargo, es necesario
realizar analisis posteriores que permitan
identificar la naturaleza de la proteina. El
conocimiento y comprension mas detallado
de las funciones de las proteinas de unidn
al ARN del hospedero requeridas para la
replicacion viral pueden ayudar al desarrollo
de estrategas antivirales novedosas [18].
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