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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomicete aislada desde
distintas regiones frias del planeta y que se caracteriza por producir astaxantina, un
pigmento utilizado en la industria acuicola y farmacéutica. En la mayoria de las cepas
de esta levadura se describi6 la presencia moléculas de RNA de doble hebra (dsRNA)
y particulas tipo virus (VLPs). Este tipo de Elementos Genéticos Extracromosémico es
comunmente encontrade en levaduras y hongos filamentosos, los cuales se
encuentran encapsidados en VLPs. Las investigaciones realizadas en la levadura
Saccharomyces cerevisiae permitieron identificar a los dsRNAs como micovirus dando
origen al género Totivirus, cuyos miembros poseen genomas no segmentados con dos
marcos de lectura abiertos sobrepuestos, que codifican para la proteina de la capside y
para una RNA polimerasa viral. Algunos aislados de S. cerevisiae que tienen un
fenotipo conocido como “killer” (capacidad de matar a otras levaduras) ademas poseen
otros dsRNAs M-dsBNA que codifican para una micotoxina y la inmunidad a la misma.
Estos M-dsRNAs son considerados elementos llamados “satélites” porque dependen
de las proteihas virales codificadas por el genoma viral para su replicacion y
mantenimiento, conformando de esta forma un sistema viral conocido como
helper/satélite. En las diferentes cepas de X. dendrorhous existe una alta variacién en
el nimero y tamafo de las moléculas de dsRNAs presentes, incluso existiendo una
relacién con el origen geografico. En estudios realizados por nuestro grupo con la cepa
UCD 67-385, que posee 4 dsRNAs de diferente tamafio, se logré identificar tres
genomas de Totivirus distintos. En el presente trabajo se realizé una caracterizacién

molecular y funcional de los dsRNAs presentes en cinco cepas de X. dendrorhous que




se diferencian el tipo de dsRNAs que contienen, de acuerdo con su tamafio. En cada
cepa se evalud la existencia de dsRNAs virales y satélites, la encapsidacién de los
dsRNAs en particulas virales y la posible participacién de estos en la produccién de
micotoxinas. Se realizaron ensayos de actividad antifungica de X. dendrorhous contra
diferentes especies de levaduras, y si bien se detecté actividad, ésta no se pudo
correlacionar con la presencia de los dsRNAs. Los analisis moleculares permitieron
identificar distintos genomas de Totivirus en los aislados, los que pueden coexistir
ademas con dsRNAs satélites. Desde cultivos de cada cepa se purifico y separaron las
particulas virales por densidad usando gradientes de sacarosa y en cada fraccion
obtenida se determiné el contenido de dsRNA y proteinas. Tal como ocurre en el
sistema helper/satélite descrito en S. cerevisiae, los distintos dsRNAs estarian
encapsidados separadamente en las parifculas virales, las que estarian principalmente
constituidas por una proteina de 76 o 37 kDa apréx, segin el genoma viral presente.
La cepa UCD 67-385 es la tnica en que se observan ambas proteinas, cuyo tamafio
estimado coincide con el predicho para la proteina de la cépside codificada por los tres
genomas virales identificados. La identidad de estas proteinas se confirmé por MALDI-
TOF/MS, encontrando ademds en sus secuencias mltiples segmentos de estructura
secundaria caracterfsticos de las proteinas de la cdpside y aminodcidos que son
conservados en los Totivirus. La existencia de particula tipo virus en los aislados que
contienen sdlo una o ambas proteinas virales (76 y/o 37 kDa) se determiné por
microscopia electronica, observando particulas con didmetros que variaron (40, 26 y 36
nm) segln la proteina Gag que las conforma. Con los resultados obtenidos en este
trabajo se logré describir por primera vez la presencia de un sistema viral compuesto
por genomas virales y dsRNAs satélites en X. dendrorhous, demostrando la

coexistencia de hasta tres Tofivirus diferentes en un mismo hospedero, fenémeno que
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es inusual en levaduras. Estos virus son los responsables de generar las proteinas
virales necesarias para para la encapsidacién de todos los dsRNAs, permitiendo la

mantencion y propagacion de estos elementos en los distintos aislados de la levadura.
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ABSTRACT

Xanthophylfomyces dendrorhous is a Basidiomycetous yeast isolated from cold
regions of the planet, which have the characteristic to produce astaxanthin, a pigment
used in aquaculture and pharmaceutical industry. Most strains of this yeast have
double-stranded RNA (dsRNA) molecules and virus like particles (VLPs), an
extrachromosomal genetic element commonly found in yeasts and filamentous fungi.
Studies performed in Saccharomyces cerevisiae conducted to the identification of
dsRNAs as viral genomes giving origin to the Totivirus genus, whose members are
characterized by have unsegmented genomes with two overlapped open reading
frames encoding for a capsid protein and a RNA-dependent RNA polymerase. Strains
of 5. cerevisiae that have a “killer” phenotype (ability to kill other yeasts), furthermore
have dsRNAs of minor sizes called M-dsRNA, which encodes for a mycotoxin and self-
immunity. The M-dsRNA is classified as a “satellite” element because depends on viral
proteins encoded by the totiviruses for its replication/propagation, conforming in this
way an helper/satellite virus system. There is a high variation in the number and sizes
of dsRNAs among the different strains of X dendrorhous, even there exists a
correlation with the geographic origin of isolation. In studies of our group with the strain
UCD 67-385 that has four dsRNAs, three different Totivirus were identified. in this work,
the dsRNAs of five strains of X. dendrorfious were studied in relation to their
encapsidation into viral particles and involvement in mycotoxins production, and were
characterized at molecular level. The antifungal activity of X. dendrorhous was assayed
against different yeast species, finding no correlation between the antimicrobial activity

and the presence of dsBRNAs. The molecular analysis suggests the existence of
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different Totivirus genomes in all X. dendrorhous strains studied, which coexist with
probable satellite dsRNAs in some strains. The virus-like particles were purified and
separated by sucrose gradients, and the content of dsRNA and protein were
determined in the fractions obtained. Similar to helper/satellite viral system described in
S. cerevisiae, the dsRNAs of X. dendrorhous would be separately encapsidated into
viral particles, which are formed by a protein of 76 or 37 kDa approx. according to the
viral genome present in the strain. Only in the strain UCD 67-385 it appeared both
proteins, whose estimated size matches with these ones predicted for capsid protein
encoded by the viral genomes identified in this strain. The identity of these proteins was
confirmed by MALDI-TOF/MS and muitiple segments of secondary structure were
founded in capsid protein sequences, while the conserved amino acids of the Totivirus
also were identified. Under electron microscopy, the VLPs were determined appear with
morphology similar of the Totivirus, with diameters of 36, 40 and 26 nm, for VLPs
associated to 37 kDa, 76 kDa and both proteins. With the results obtained in this work,
we described for first time the existence of a Helper/sateliite viral system in X
dendrorhous, demonstrating the coexistence of three different Totivirus on the same
host, which is unusual phenomenon in yeast. These viruses are responsible for
generating all viral proteins necessary for dsRNAs encapsidation, allowing the
maintenance and propagation of these elements in the different isolates of X,

dendrorhous.
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INTRODUCCION

Elementos genéticos extracromosémicos

La mayoria de las levaduras y hongos filamentosos portan Elementos Genéticos
Extracromosdémicos (EGEs) que pueden ser plasmidios de DNA de doble hebra (dsDNA)
circulares o moléculas de RNA de doble hebra (dsRNA). Los EGEs son generalmente
considerados como elementos cripticos en funcion y sélo en algunos casos se han
logrado relacionar con algtin fenotipo en sus hospederos flingicos como por ejemplo, la
senescencia en hongos filamentosos (Castro y cols., 2003), la hipovirulencia en
fitopatégenos (Nuss, 2005) y la produccién de micotoxinas en levaduras (Schmitt y
Breing, 2006; Magliani y cols., 1997; Van de Sade y cols., 2010). No obstante, las
investigaciones realizadas en relacién a la replicacion y propagacion de los EGEs han
permitido importantes avances en el conocimiento biolégico de sus hospederos (Widner
y Wickner, 1993; Ohtake y Wickner, 1995; Magliani y cols., 1997), el desarrollo de
métodos para el biocontrol de fitopatdgenos y la identificacion de nuevos agentes
antifungicos (Magliani y cols., 1997; Nuss, 1996, 2005). Actualmente el estudio de los
EGEs es un campo activo de investigacién debido a su potencial uso como herramienta
para estudiar hongos no convencionales y por sus aplicaciones en el area médica,
agricultura, microbiologia industrial, entre otras (Magliani y cols., 1997, Nuss, 2005;
Powilleit y cols., 2007). Los EGEs del tipo dsBNAs son encapsidados en particulas tipo
virus (VLPs, del inglés Virus-Like Particles) que estan localizadas en el citoplasma de
sus hospederos flngicos, razén por la que son llamados micovirus. A diferencia de los
virus de animales, los micovirus no poseen efectos nocivos para sus hospederos y
carecen de una fase extracelular de infeccién, por lo que su transmision es

citoplasmética y ocurre durante la esporogénesis, divisién y fusion celular (Pfeiffer y




cols., 1996; Schmitt y Breining, 2006). El Comité Interna_lcional para la Taxonomia de
Virus (ICTV) clasifica a los micovirus con genomas de dsRNA en las familias
Chrysoviridae, Reoviridae, Partitiviridae, Hypoviridae y Totiviridae segun la organizacion
de sus genomas Yy la forma en que éstos son encapsidados (Mertens, 2004; Wickner y
cols., 2005). Los micovirus en levaduras se encuentran principalmente clasificados en el
género Totivirus de la familia de los Totiviridae, que se caracterizan por tener un genoma
no segmentado que es encapsidado en particulas icosahédricas de una sola cubierta

con un didmetro aproximado de 40 nm (Ghabrial y Patterson, 1999; Mertens, 2004).

Género Totivirus

Los Totivirus se describieron por primera vez en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, dando origen a la familia de los Totiviridae. La mayoria de los aislados
ambientales, industriales y clinicos de esta levadura portan genomas virales de 4,6 kb
nombrados como L-A o L-BC segun se secuencia. Ambos genomas poseen dos marcos
de lectura abiertos (ORFs) sobrepuestos en 130 nucleétidos: El ORF del extremo 5’
codifica para la proteina de la cépside (Gag, 76 kDa) y del extremo 3’ que codifica para
una RNA polimerasa dependiente de RNA (Pol). Esta tltima sélo se sintetiza como una
proteina de fusién con la Gag (Gag-Pol, 171 kDa) como resultado del corrimiento del
marco de lectura en menos una base (CML-1) que ocurre durante la traduccién (Schmith
y Breining, 2002; Wickner, 1996; Dinman, 1995; Farabaugh, 1996). En varios aislados
de S. cerevisiae se describié un segundo elemento llamado M-dsRNA (1,6 - 1,8 kb) que
sélo contiene un ORF y que codifica para la micotoxina responsable de la actividad

| antifingica que posee la levadura {Schmitt y Breinig, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Organizacion gendmica de las moléculas de dsRNA presentes en S. cerevisiae.
El genoma viral L-A contiene dos ORFs: el 5 que codifica para la proteina de la capside Gag y
el ORF 3' que codifica para una RNA polimerasa dependiente de RNA (Pol). Ambos ORFs estan
sobrepuestos en 130 nucledtidos, zona que contiene las senales necesarias (Pseudoknot y
slippery site) para el corrimiento en el marco de lectura -1 (CML-1) y que permite la sintesis de la
proteina de fusion Gag-Pol. El M-dsRNA sélo contiene un ORF que codifica para una preprotoxina
responsable de la actividad antifungica de la levadura. La posicion de los sitios de reconocimiento
para la replicacion y senales de empaquetamiento de los dsRNAs son indicadas en cada caso

(Adaptado desde Wickner, 1996).




El M-dsRNA es considerado un elemento satélite del genoma L-A o L-BC, ya que
requiere de las proteinas virales para su replicacion y encapsidacién. Es asf como la
pérdida del genoma viral conlleva a la eliminacién consecutiva del genoma satélite y def
fenotipo antifingico. Ambos dsRNAs forman un sistema viral conocido como “Helper/
Sateélite” que fue descrito en detalle en S. cerevisiae (Fujimura y cols, 1990; Ribas y
cols., 1994). El ciclo replicativo del sistema viral Tolivirus es conservativo, donde los
dsRNAs son encapsidados en particulas virales compuesta por 120 monémeros de la
protefna Gag y un dimero de la proteina Gag-Pol (Figura 2). Desde estas particulas se
libera al citoplasma un (+) ssRNA (L-A (+) ssBNA 6 L-BC (+) ssRNA) previamente
sintetizado por la RNA polimerasa sintetiza desde el genoma viral L-A-dsRNA o L-BC-
dsRNA (Fujimura y Wickner, 1988; Fujimura y Wickner, 1989). La proteina Gag, que
constituye la capside viral, corta el 5’ Cap (7-metil GMP) de los mBNA celulares v los
transfiere al (+) ssRNA favoreciendo su interaccién con la maquinaria de traduccién del
hospedero para la sintesis de las proteinas Gag y Gag-Pol (Fujimura y Esteban, 2011,
2013). La hebra (+) ssBNA porta ademas estructuras secundarias especfficas (“Stem-
loop”™) en su extremo 3” que son reconocidas por la proteina Gag-Pol, conformando de
un complejo que sirve como base para la polimerizacién de la proteina Gag y la
formacion de la capside. Una vez ensamblada la particula, la RNA polimerasa viral
sintetiza la segunda hebra de BRNA desde el (+) ssBNA para formar el genoma viral
completo dsBNA, terminando la maduracién del virion (Wickner y cols., 1996). El ciclo
replicativo del M-dsBNA es similar al descrito para genoma viral y utiliza las proteinas
virales sintetizadas desde el L-A o L-BC para su encapsidacién. En este caso, desde el
M (+) ssRNA se sintetiza la preprotoxina que participa en la actividad antifingica y en la

inmunidad a la misma.
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A diferencia de [as particulas que encapsidan al genoma viral, el virus satélite
maduro contiene dos moléculas del M-dsRNA. En trabajos previos atribuyen este
comportamiento al fenémeno denominado “llenado de cabeza”, donde la RNA
polimerasa puede sintetizar nuevas moléculas hasta completar la capside viral. De
acuerdo a esto, el virus satélite pueda contener varias moléculas de dsRNA cuando
éstas tienen un tamafio menor que el genoma viral (Newman y cols., 1981; Williams y

cols., 1987; Fujimura y cols., 1989).

En S. cerevisiae se describieron diferentes secuencias de M-dsRNAs que
codifican para tres micotoxinas proteicas distintas que son secretadas al medio
extracelular, cuyos mecanismos de accién sobre las células blanco incluyen la formacién
de canales iénicos en la membrana citoplasmatica o el arresto del ciclo celular (Magliani
y cols, 1997; Marquina y cols., 2002; Schmitt y Breining, 2006). La actividad antifingica
o fenotipo “killer” se observd en otras especies de levaduras tales como Kluyveromyces
lactis, Ustilago maydis, Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces baili, (Magliani y
cols., 1997), Saccharomyces bayanus (lvannikova y cols., 2005), Wickerhamomyces
anomalus (Guo y cols., 2013}, Debaroymyces hanseii (Marquina y cols., 2002), Williopsis
saturnus (Wangy cols., 2012), Pichia acaciae (Paluszynski y cols., 2007), Mrakia frigida
(Huay cols., 2010) entre otras. Aunque [a existencia de actividad antifiingica se relaciona
con la existencia de dsRNAs satélites en levaduras, las bases genéticas implicadas en
el fenotipo son variadas, pudiendo las micotoxinas estar codificadas en plasmidios
lineales de dsDNA o en genes nucleares (Magliani y cols, 1997; Schmitt y Breinig, 2006).
Para todos los casos las cepas “killer” son inmunes a las micotoxinas que producen,

confiriéndoles una mayor ventaja en la colonizacion de nichos durante la competencia

por nutrientes y espacio (Lenski and Riley, 2002). Factores como [a temperatura, pH, la



concentracion salina son importantes para la determinacion del fenotipo “Killer” sobre
una especie de levadura en particular, las que deben ser consideradas para el estudio
de la actividad antifingica en el laboratorio {Golubev and Shabalin, 1994; Marquina y

cols., 2002).

dsRNAs en Xanthophyllomyces dendrorhous

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomicete aislada desde
las regiones frias de Japdn, Rusia, Alaska, Finlandia y Alemania (Miller y cols., 1976;
Golubev, 1995; Weber y cols., 2007), y recientemenie desde la Patagonia Argentina
(Libkind y cols., 2008) y del sur de Chile {(Weber y cols., 2008; datos no publicados). En
estudios realizados con esta levadura se describié la existencia de multiples EGEs de
tipo dsDNA lineales y dsRNAs en varias cepas de esta levadura (Castillo y Cifuentes,
1994, Pfeiffer y cols., 1996), siendo el primer hallazgo de dsRNAs en la cepa japonesa
UCD 67-385 (Castillo y Cifuentes, 1994). La caracterizacién de los perfiles de dsRNAs
realizada por nuestro laboratorio permitié determinar que la mayoria de las cepas de X.
dendrorhous poseen dsRNAs, los que se nombraron de acuerdo con su tamafio como
L1 {5 kb), L2 (3,7 kb), M (1,4 kb), S1 (0,9 kb) y S2 (0,8 kb) (Baeza y cols., 2009). En
estas cepas se observd un polimorfismo en el nimero de dsRNAs que contienen,
existiendo algunas que portan 4 (L1, L2, S1,582),2 (L1 yS1oL1y M)oun (L1 o L2)
dsRNA (Figura 3). A pesar de esta diversidad de dsRNAs, los L1- y L2-dsRNAs de las

distintas cepas presentarian similitud nucleotidica de acuerdo a los experimentos de Dot-

blot (Baeza y cols., 2009).
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En estudios posteriores se realizaron experimentos de curacién en la cepa UCD 67-385
usando diversos agentes fisicos y quimicos que fueron efectivos en la eliminacién de los
dsRNAs en otras levaduras y hongos filamentosos. Sélo se logro obtener cepas que
perdieron el S2-dsRNA y que no presentaron diferencias fenotipicas con la cepa
silvestres, pero sf se observd un incremento en el niimero de copias del L.1-dsRANA
(Flores, 2008; Baeza y cols., 2009). Paralelo a esta Tesis, se logré clonar y secuenciar
los cuatro dsBNAs (L1, L2, S1 y S2-dsRNA) de la cepa UCD 67-385, lograndose
identificar tres genomas Tofivirus distintos desde los L1 y L2-dsRNAs, miientras que los
ORFs de los dsRNAs de menor tamaiio (S1- y S2- dsRNA) no presentaron identidad con
la base de datos (NCBI). De acuerdo con estos antecedentes, en este trabajo se propuso
caracterizar los dsRNAs presentes en las distintas cepas de X. dendrorhous, evaluando
la existencia de sistemas helper/satélite, identificando las proteinas virales que participan
en la encapsidacion de los dsBNAs, y abordar ademas los posibles fenotipos asociados

a estos elementos.
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HIPOTESIS

El alto grado de polimoriismo en los perfiles de Elementos genéticos
extracromosdmicos del tipo dsRNA en las cepas de Xanthophyflomyces dendrorhous se
debe a la existencia de distintos genomas virales y a sus elementos satélites, los que
constituyen un sistema viral que permite la mantencion y replicacion de [os dsRNAs en

su hospedero.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar molecular y funcionalmente Ilos dsRNAs presentes en

Xanthophyllomyces dendrorhous.

Objetivos especificos

1. Determinar el contenido de dsRNAs en aislados chilenos de X. dendrorhous y

seleccionar cepas representativas para la caracterizacion de estos elementos.

2. Analizar la existencia de actividad antifingica en los aislados de X. dendrorhous

y su posible relacién con los perfiles de dsRNAs observados.

3. Caracterizar molecularmente los dsBNAs de distintas cepas de X. dendrorhous.

4. Analizar el contenido gendmico y proteico de las particulas virales purificadas

desde las cepas de X. dendrorhous.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Células
Las levaduras utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 1. Para la

clonacién se utilizé la cepa de Escherichia coli DH5a.

Acidos nucleicos

Los marcadores de peso molecular 1 kb, el DNA del bacteridéfago lambda digerido
con la enzima de restriccion Hindlll, y el 100 bp, se adquirieron desde New England
Biolabs y Thermo Scientific. El plasmidio pBluescript SK- (pBS) se obtuvo desde la
coleccion disponible en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR, RT-PCR

y RT-qPCR se indican en [a Tabla 2.

Enzimas

Las enzimas DNasa |, BNasa A, nucleasa S1, Tag DNA Polimerasa, T4 DNA
ligasa, DNA polimerasa fragmento Klenow, T2 RNA ligasa y la endonucleasa de
restriccidon EcoRV se adquirieron de las empresas Promega, New England BiolLabs,

Thermo Scientific y Sigma.
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Tabla 1. Levaduras utilizadas en este estudio.

Especie Cepa Origen
UCD 67-385 Shinkai, Kiso, Japén
UCD 67-202 Hiroshima, Japdn
UCD 68-653C | Rainbow Lake, Peninsula Kenai, Alaska
VKMY-2786 Mosct, Rusia
CBS 6938 Finlandia
ANT1—ANT9 | Peninsula Barton, Territorio Antartico Chilenc?
Xanthophyllomyces

dendrorhous Rv4 Parque Nacional Puyehue, X Regién, Chile?
RV7.,6 Parque Nacional Puyehue X Regién, Chile2
MCNT Parque Nacional Huerquehue IX regién, Chile?
AVHN1 Parque Nacional Nuble, VIII Regién, Chile?
CCNA Parque Nacional Huerquehue, IX Regién, Chile2
385 (S52)-40 Derivada de la cepa UCD 67-385°

Sporidiobolus salmonicolor
Leucosporidiella fragaria
Leuconeurospora sp.
Cryptococcus gilvencens
Cryplococcus vicloriae
Rodothorula laringis
Holtermanniella watticus
Candida sake
Leucosporidiella creativora
Cryptococceus gastricus
Mrakia blollopis
Mrakia sp2
Diozsegia fristingensis

Diozsegia sp

Isla Rey Jorge, regidn subantartica?

Colecciones: CBS, Centraalbureau voor Schimmelcuitures, Netherlands; ATCC, American Type
Culture Collection, USA; UCD, Culture Collection, Department of Food Science and Technology,
University of California at Davis, USA; VKM, Russian Collection of Microorganisms, Russia. a.
Coleccion del Laboratorio de Genética. b Obtenida por tratamiento con anisomicina (Flores, 2008;

Baeza y cols., 2009).
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5'53’) Posicién o aplicacion
M13 Fw GTAAAACGACGGCCAGT Plasmido pBS
M1i3 Rv AACAGCTATGACCATG Plasmido pBS
pL1AF1 GCGAAAATGAAGCGATGACA RT-qPCR, especifico para XdV-L1A
pL1A.R1 TTAGTCTCCGCGCCCTTCTA RT-4PCR, especifico para XdV-L1A
pLiB.F2 GACGAACTGATGCCCAAACA RAT-qPCR, especifico para XdV-L1B
pL1B.R2 CCGGAGACAGCTCATTGTA RT-qPCR, especffico para XdV-L1B
Cap661Rv GAGGACTTCAAGGGTTACG RT-PCR, especifico para XdV-L1A
Cap288Rv GAAGTTTTCGCCCACAAGAG RT-PCR, ORF Gag de XdV-L1B
L1RV4 AACGTTCAGGGTTAAGGGGC "Primer walking", L1-dsRNA cepa RV4
LIVR2 AACAGCTATCGCCCACATAAT RT-PCR, especifico para XdV-L1A
LIVR3 CCTCTGCTGATCTGAAATGTT RT-PCR, ORF Gag de XdV-L1B
L8,2R CCGTGTAGAGCTAAAATACC RT-PCR, ORF Gag ds XdV-L1A
L13F1 GAAGGGATAAAAGCTACAGTC RT-PCR, especifico para XdV-L1B
L13IR TGGCTGGGATAAAGACGAAC RT-PCR, especifico para XdV-L.1B
L23F AGGTCCAAATTGCATGGAA RT-PCR, especifico para XdV-L1B
Mot 4F GAGGACTTCAATAGTCAACA Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1A
Mot 5R AAGTCGTCAGCCTCCACCCC Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1A
Mot 6R AGACATCGTCTCCGTTGTGC Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1A
Mot 4FB GAAGATTTCAACAGTCAACATAG  Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1B
Mot 5RB ATGTCGTTAACCTCCAGCCC Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1B
Mot 6RB GCACGTCGTCGCCGTTATG Motivo conservado de la RdRp de XdV-L1B
M1ic15R ACCAGTGGCTGTGTTGGGAA Especifico para clon M-dsRNA cepa RV4
M1c15F TTCCCAACACAGCCACTGGT Secuenciacion y PCR, Clon M-dsRNA
M19R1 TTTAGGAAACATAGACCCAA RT-PCR, especifico para XdV-L1A
SR4 AAGCGCATCTTCTGGGCTCA RT-PCR, ORF Gag de XdV-L1A
S1Kand Fw  CTACCCATTTAAGCTCATTGTA RT-PCR, especifico para XdV-L1A
S1Kan4Rv  TACAATGAGCTTAAATGGGTAG RT-PCR, especifico para XdV-L1A
S2Fw K5 TTAAGGCATAGACAAGTTAAC RT-PCR, especifico para XdV-L1B
13.3 GTACGATTTAAACCTAGGATC RT-PCR, especifico para XdV-L1B
Random primer NNNNNN RT-PCR, Clonacién dsBNAs
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Reactivos quimicos.
Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos se adquirieron

de Sigma Chemical y Merck. El antibiético anisomicina se obtuvo de Sigma aldrich.

Métodos

Condiciones de cultivo.

X. dendrorhous: Se utilizé el medio YM (extracto de levadura 0,3%, extracto de malta
0,3% y peptona 0,5%) suplementado con glucosa 2%. A los medios semi-sdlidos se
adicioné agar microbiolégico Bacto™-agar 1,5 %. Para el medio YM tamponado, los
sustratos se disoivieron en el buffer fosfato-citrato (pH 4,2 - 4,6 - 5,4 - 5,6 -5,8). La

levadura se incubd a la temperatura dptima de crecimiento (22 °C).

E. coli.: Se utilizé el medio Luria Bertani (LB) que contiene Triptona 1%, extracto de
levadura 0,5% y NaCl 0,5%. A los medios LB sélidos se agregé Bacto™-Agar 1,5%. Para
la seleccion de transformantes, el medio se suplementé con ampicilina (Amp) 100 pg/mi

y X-Gal 75 pg/ml. Las placas y los cultivos de E.coli se incubaron a 37 °C.
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Extraccion de acidos nucleicos

Extraccion de RNA total: Se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Baeza y
cols. (2009). Las células (0,1 g) se colectaron por centrifugacién a 10.000 x g por 1 min
desde un cultivo de X. dendrorhous en fase estacionaria y se lavaron 2 veces con 1 ml
del buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTAT1mM). El sedimento se suspendié en 2 ml
del mismo buffer y se adicioné 4 g de microesferas de vidrio (0,5 mm de diametro) y un
volumen de fenol acido (pH 4,0). La ruptura celular se realizé en un homogeneizador
(Marca: Bio Spec products; modelo: Mini-Beadbeater-16) durante 3 min y se centrifugé
a 10.000 x g por 10 min. La fase acuosa se colecté en un tubo limpio para realizar la
extraccion organica con un volumen de fenol acido, y posteriormente con un volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Finalmente se adicioné 2 volimenes de
isopropanol absoluto y se incubd a -20 °C durante 2 h para la precipitacidn del RNA total.
Posteriormente, la muestra se centrifugd a 14.000 x g durante 10 min y se suspendio en
40 pl de agua libre de nucleasas. Las muestras se guardaron a -20 °C hasta su analisis

por electroforesis en geles de agarosa.

Extraccion del DNA plasmidial: Se utilizo el Kit de extraccion de DNA plasmidial

MiniPrep {Axigen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Electroforesis de acidos nucleicos

Las muestras de acidos nucleicos se mezclaron con buffer de carga 6X (azul de
bromofenol 0,25%, ficoll 15%, glicerol 30%) y se cargaron en geles de agarosa (1%)
gue contenian bromuro de etidio 0,5 pg/ml y buffer TAE 1X (Sambrook y cols, 2001). La
corrida electroforética se realizd a 90 V utilizando el buifer TAE 1X. Para la visualizacién
de los acidos nucleicos el gel se expuso a la luz ultravioleta utilizando un fransiluminador
(UVP, High Performance UV transilluminator, 302 nm) y se fotografié con una cémara
digital con filtro UV. La estimacion de los tamarios moleculares y de la concentracion de
los Acidos nucleicos se realizé de acuerdo a los marcadores de pesos moleculares

utilizados en la corrida (1 kb o A Hindill) utilizando el programa ImageJ (Rasband, 2007).

Purificacion de acidos nucleicos por GeneClean

La purificacién se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Boyle y Lew (1995).
Los acidos nucleicos se separaron en un gel de agarosa (1%) y la banda de interés se
cortd con un bisturi. El fragmento se deposité en un tubo eppendorf al que se adicionaron
500 pl de KI 6M y se incubé durante 10 min a 55 °C hasta disolver [a agarosa. Se agrego
10 pl de sflica de vidrio (Sigma) y se incubd por 5 min a temperatura ambiente para
permitir la adherencia de los &cidos nucleicos. La silica se concentrd por centrifugacion
a 14.000 x g por 1 min y se lavo dos veces con la solucién NewWash (Tris-HCI 10 mM
pH 8,0, NaCl 50 mM, EDTA 2,5 mM, etanol 50%). Posteriormente se suspendié en 20 pl
de Ho0 bidestilada, se incubd a 55 °C por 5 min y se realizé una centrifugacién a 14.000
x g por 5 min. El sobrenadante obtenido se transfirié a un tubo limpio y se almacend a -

20 °C hasta su analisis por electroforesis en geles de agarosa.
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Digestiones enzimaticas

DNasa I: Se utilizd 1 U de enzima por pg de &cido nucleico. La reaccidon se incubd
durante 1 h a 37 °C con el buffer acetato de sodio 50 mM, MgCl. 10 mM, CaCl>2 mM,

pH 6,5, en un volumen final de 20 ul

Nucleasa S1: La reaccion se realizé a 37 °C en el buffer acetato de potasio 30 mM pH
4,5, NaCl 0,3 M, sulfato de zinc 1 mM y glicerol 5% en un volumen final de 20 pl. Se

utilizé 1 U de enzima por pg de acido nucleico.

RNasa A: La digestion se realizé a 37 °C durante 30 min con una concentracion de

enzima de 50 pg/ml.

RNasa H: Se us6 1 U de enzima por pg de acido nucleico, incubando durante 20 min a
37 °C en un buffer que contiene Tris-HCI 20 mM pH 7,5, KCI 0,1 M, MgCl> 10 mM, DTT

0,1 mM, sacarosa 5%,

EcoRV: Para cada reaccidon se utilizé 5 U de la enzima y el buffer dispuesto por el

proveedor. Se digirié 300 ng de DNA en un volumen final de 20 ul a 37 °C durante 2 h.
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Extraccidn y purificacion de las particulas tipo virus (VLPs)

La metodologia para la extraccion y purificacion de las VLPs de X. dendrorhous
se optimizo6 de acuerdo a los trabajos de Castillo y Cifuentes (1994), Pfeiffer y cols.
(1996) y Bostian y cols. (1980). Las células (4-6 g) se colectaron por centrifugacion a
10.000 x g por 7 min desde un cultivo de X. dendrorhous en fase estacionaria, se lavaron
con 10 ml de agua destilada y se suspendieron en 20 ml de buffer TBS (Tris-HCI 10 mM
pH 7,6; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM), suplementado con el inhibidor de proteasas
“CompleteTM Protease Inhibitor Cocktail Tablets” (Roche). El volumen total (20 ml) se
distribuyd en alicuotas de 3 ml y a cada uno se adiciond 4 g de microesferas de vidrio
(0,5 mm de diametro). La ruptura celular se realizé utilizando un homogeneizador
(Marca: Bio Spec products; Mini-Beadbeater-16) durante 30 s y posteriormente se
incubaron en hielo por 1 min. Los pasos de ruptura y de incubacién se repitieron por 4
veces y posteriormente las muestras se centrifugaron a 6.000 x g por 5 min y
posteriormente a 12.000 x g por 20 min a 4 °C para remover las perlas de vidrio y los
restos celulares, respectivamente. El sobrenadante se ultracentrifugé a 120.000 x g por
80 min y el precipitado se suspendid en 1,5 ml del buffer TBS suplementado con el
inhibidor de proteasas y se deposité en el gradiente lineal de sacarosa (10 % - 40 %
p/v). El gradiente se ultracentrifugé a 120.000 x g por 3 h y alicuotas de 500 pl se
recolectaron desde el borde superior del tubo hasta completar el volumen total del
gradiente (15 ml). Para la extraccidn de los dsRNAs, alicuotas de 300 il de cada fraccion
se mezclaron con un volumen de fenol (pH 4,0): cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1),
se agitaron en vértex por 5 min y se centrifugaron a 14.000 x g por 10 min. La fase
acuosa se colectd en un tubo limpio y se realizé una extraccién con un volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Los RNAs se precipitaron adicionando 2 voliimenes

de isopropanol absocluto e incubando a -20 °C durante 2 h. Las muestras obtenidas desde
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cada fraccion se centrifugaron a 14.000 x g por 10 min, se suspendieron en 20 pl de
agua libre de nucleasas y se analizaron en geles de agarosa. Las fracciones que
contenian los dsRNAs se mezclaron y se adiciond 7 ml del buffer TBS. Las VLPs se
concentraron por centrifugacion a 120.000 x g por 90 min a 4 °C, se suspendieron en
200 pl de buffer TBS suplementado con el inhibidor de proteasas y se guardaron a 4 °C

hasta su utilizacion.

Ensayo de proteccion a la digestion con RNAsa A

El tratamiento enzimatico con las muestras de VLPs se realizé con 50 pg/ml de
RNAsa A a 37 °C por 30 min, antes y después de la extraccién organica del RNA total.
Para la extraccion de los RNAs, a 200 ul de la muestra de VLPs se adiciond un volumen
de fenol &cido, se agitd en vértex por 2 min y se centrifugé a 12.000 x g por 5 min. La
fase acuosa se colecté y se mezclé con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) y se centrifugd nuevamente. El sobrenadante se colecté en un tubo limpio, se
mezclé con 2 volimenes de isopropanol absoluto y se incubd a -20 °C por 2 h, Los RNAs
se precipitaron a 14.000 x g durante 10 min y se suspendieron en 40 pl de agua libre de

nucleasas. Las muestras se guardaron a -20 °C hasta su analisis.

Determinacion de la cantidad relativa de dsRNAs en el gradiente de sacarosa

La intensidad de banda de los distintos dsRNAs se determind desde los geles de
agarosa con el programa Imaged (Rasband, 2007). Los valores de intensidad se
normalizaron (%) con respecto al valor mas alto (100%) estimado entre las dsRNAs

separados en un mismo gel. Los datos se graficaron (Intensidad v/s n° de fraccion) y se
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identificaron las fracciones que presentaron un maximo en la intensidad a lo largo del
gradiente. Para el cédlculo de la razon entre los pesos moleculares de las particulas (Wr)
se utilizé la férmula Wr = (Nr)*2, donde Nr = NL/NH es la razén entre la movilidad
(distancia recorrida) de las particulas en el gradiente a baja (NL) y alta (NH) densidad de
sacarosa (Martin y Ames, 1961; Ralston, 1993). Los valores de NL y NH se representaron

con el N° de [a fraccion donde la intensidad del dsRNA fue maxima.

Separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes (SDS-PAGE).
Los geles de poliacrilamida, la preparacién de las muestras y las condiciones de

la electroforesis se realizaron de acuerdo a Sambrock y cols. (2001).

Preparacidn de las muestras: 30 pl de cada fraccién del gradiente se mezclaron con
10 Wl del buffer de carga (Tris-HClI 50 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, pB-
mercaptoetanol 1%, EDTA 12,5 mM, azul de bromofenol 0,02%) y se incubdé a 98 °C por

5 min. La totalidad de la muestra se cargé en un gel de poliacrilamida al 10%.

Condiciones de corrida y tincion de geles. En la electroforesis se utilizé un voltaje
constante de 150 V. El gel se tifié con azul de Coomasie G-250 0,25 % disuelio en
metanol 45%: acido acético10% durante 10 min con agitacion. Se retiré el colorante y el

gel se destiiid con una solucién de metanol: 4cido acético: agua destilada (3:1:7).

Determinacion del tamafio molecular: En la corrida electroforética se utilizé el
marcador Prestained Protein Marker (New England) con el que se construyé una curva

de calibracién considerando los valores del logaritmo de la masa molecular de cada
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proteina relativo a su movilidad electroforética (Rf). Los tamafios de las proteinas de
interés se determinaron utilizando su valor de Rf e interpolando su masa molecular en la

curva de calibracion.

Anélisis de las proteinas por MALDI-TOF MS

Una alicuota (30 pl) de la muestra de VLPs purificadas por gradiente de sacarosa
se utilizo para la separacién de las proteinas por SDS-PAGE. Las bandas de interés,
previamente tefiidas con azul de Coomassie, se cortaron con un bisturi y se enviaron
para su analisis por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of
Fiight) acoplado a espectrometria de masas a Alphalyse Inc.,, USA. Las masas
experimentales se compararon con las obtenidas (Masas tedricas) desde las secuencias
primarias de la proteinas Gag de X. dendrorhous (L1A, 681 aa; YP_007697650), L1B
(683 aa; AFH09413), L2 (347 aa; AFH09415) y la secuencia parcial deducida desde el
L1-dsRNA de la cepa RV4) con el programa FindPept (http://web.expasy.orgfindpept/)
(Gattiker y cols., 2002; Asteiger y cols., 2005), permitiendo una diferencia maxima + 0,5
Da (Tolerancia) entre las masas experimentales y teoricas. Los péptidos identificados se
compararon con los obtenidos por [a digestion in sifico de las proteinas Gag con el
programa MS-Digest de Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu), utilizando los
siguientes parametros: digestion enzimatica: tripsina; rango de masas: 400 — 5.000 Da,
y cero sitios de corte enzimaticos no reconocidos. Para la comparacion de las masas
experimentales con la secuencia nucleotidica parcial de la Gag, se utilizé el programa
GFS (Genome-based Fingerpritint Scanning; htip://athena.bioc.uvic.ca/virology-ca-

tools/gfs/) (Wisz y cols., 2004; Holmes y Giddins, 2008). El porcentaje de cobertura de la

proteina (C) se estimé utilizando la férmula C = (A/A7)*100, donde A, es el nlimero total
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de aminodcidos que componen los péptidos identificados por MALDI-TOF y Ar es el

numero de aminodcidos totales que tiene la proteina analizada.

Andlisis bioinformatico de proteinas

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos se realizd con el programa
ClustalW (http://athena.bioc.uvic.ca/virology-ca-tools/gfs/) (Larkin y cols., 2007; Goujon
y cols., 2010). En la prediccion de estructuras secundarias se utilizé varios métodos de
prediccion disponibles en el servidor GeneSilico fold prediction metaserver
(https://genesilico.pl/meta2/) (Kurowski y Bujnicki, 2003). La generacién del modelo 3D
a partir del alineamiento se realizé con el programa Jalview (http://www.jalview.org/)
(Waterhouse y cols., 2009), utilizando como referencia la estructura de la Gag de ScV-

LA disponible en la base de datos Protein Data Bank (N° de acceso 1M1C).

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Una alicuota (5 pl) de la muestra de VLPs purificadas se deposité en una rejilla
de cobre para su tincién negativa con de acetato de uranilo 2 % (p/v). Las muestras se
analizaron y fotografiaron en un microscopio electrénico Jeol JEM1010, disponible en el
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidad Auténoma de Madrid, Espafia.
Los tamarios de las VLPs se determinaron a partir de las microfotografias utilizando el

programa Imaged (N = 100} (Rasband, 2007).
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Clonacion de los dsRNAs

Las reacciones de RT-PCR se realizaron de acuerdo a la metodologia
previamente optimizada por Baeza y cols. (2012). Una alicuota (8 pl) del dsRNA (100
ng) purificado por GeneClean se mezclé con 2 pl de dimetil sulféxido (DMSO) y se incubd
a 94 °C durante 10 min. Posteriormente se enfrié en hielo y el ssRNA se hibridé con 1 pl
de cada oligonucledtido (25 mM) a 25 °C por 5 min. La transcripcién reversa se realizé
con Maxima Reverse Transcriptase 200 U y los dNTPs 0,2 mM a 50 °C por 90 min. A la
muestra se adiciono 4 U de BRNasa H para degradar el RNA molde. Para la formacién de
la segunda hebra, 2 pl del cDNA obtenido se utilizé en una mezcla de reaccion que
contenia Taq DNA polimerasa 2,5 U, el buffer de PCR (Tris-HCI 20 mM pH 8,8, 50 mM
KCI), dNTPs 0,2 mM y partidores (25 uM) en un volumen final de reaccién de 50 pl. La
amplificacién por PCR se realizé utilizando 35 ciclos a 94 °C, 55 °C y 72 °C por 1 min,
30 s, y 3 min, respectivamente; seguido por una incubacidn a 72 °C por 7 min. Los cDNAs
obtenidos se purificaron por GeneClean y se ligé al vector pBS previamente digerido con
la enzima EcoRV utilizando la enzima T4 DNA ligasa durante 16 h a 22 °C. La muestra
se dializé sobre membranas de nitrocelulosa (Millipore) y se utilizé para la transformacién
de la cepa electrocompetente de E. coli DH5a. Los clones recombinantes se
reconocieron por su color blanco dado por su incapacidad de degradar el sustrato X-Gal
debido a la interrupcion del gen lacZ del plasmidio pBS. Las colonias blancas se
sembraron en una nueva placa LB-Amp-XGal y se guardaron a 4 °C hasta su andlisis.
Se determind la existencia del fragmento de interés en el plasmidio pBS por PCR con
los oligonucledtidos M13Fw y M13Rv utilizando el DNA plasmidial purificado de los
clones recombinantes. Los fragmentos de interés fueron secuenciados por Macrogen
Inc. Korea y las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Vector Suite

Invitrogen). Los ensambles se generaron con la herramienta “contig” del programa
g
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Vector y el andlisis bioinformatico se realizé con la herramienta de blisqueda Blastn y
Blastx ~del National Center for Biotechnology Information, (NCBI,

hitp://www.ncbi.nhim.com/blast).

Transformacidn de E. coli por electroporacién

La cepa de E. coli DH5a se crecié en 200 ml de medio LB hasta alcanzar una
D.O.s00 nm entre 0,5 y 0,8. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5.000 x g por
10 min. Posteriormente se lavaron dos veces con 50 ml de agua destilada estéril y una
vez con 5 ml de glicerol (10 %) estéril y frio. Las células se suspendieron en 2 ml de
glicerol (10%) y se guardaron alicuotas de 50 pl a -80 °C hasta su uso. Para la
electroporacion las células elecirocompetentes se descongelaron y se mezclaron con 5
pl de la reaccién de ligacion. Posteriormente, la mezcla se depositd en una cubeta de
0,2 cm (BioRad). Con el equipo Gene Pulser BioRad se realizd un pulso (25 uF, 200 Q
y 2,5 kV) tras el cual las células se suspendieron en 1 ml de medio LB y se incubaron a
37 °C por 1 h. Posteriormente, 100 pl de las células se sembraron en placas con medio

LB-Amp-XGal y se incubaron a 37 °C.

RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR)

Una mezcla de 10 ng del dsRNA purificado con 2 ul de DMSO y 1 pl del partidor
forward (25 uM) se incubd a 94 °C por 10 min. Se adicioné 1 yl de dNTPs (25 mM), 200
U de Maxima Reverse Transcriptase (Fermentas Life Sciences), 4 yl de 5X RT buffer y

9 ul de agua libre de nucleasas. La mezcla se incubd a 50 °C por 90 min seguido por
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una incubacién a 85 °C por 20 min. El gPCR se realizé en MX3000P Real-time PCR
Thermal cycler (Stratagene) utilizando 2X de Sensimix SYBR kit (Bioline) utilizando las
siguientes condiciones: volimenes de 0,5, 1 o 3 yl de los productos de la reaccion de
AT, se mezclaron con 10 pl de Sensimix Kit, 1 pl de primers mix (50 uM) y agua libre de
nucleasa hasta un volumen final de 20 pl. Las condiciones para el PCR fueron:
incubacién a 85 °C por 10 min; 40 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por 15 sy 72 °C por 15
s; y una incubacion a 95 °C, 25 °C, 70 °C y 95 °C por 10, 5, 1y 1 s, respectivamente. Se
utilizé el software MxPro-Mx3000P v3.20 (Stratagene) para estimar los valores de Ct y
las cantidades relativas se determinaron utilizando el método 222C7 (Pfaifl, 2001: Livak y

cols., 2001).

Determinacion de la actividad antifiingica

Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en céspedes de levaduras segtin la
metodologia de Baeza y cols. (2010). Para ello, 10 ml que contenia aproximadamente
107 células/ml de un cuitivo de [a posible levadura sensible se mezclaron con 100 ml de
medio YM o YM-tamponado (fosfato-citrato) semisélido previamente fundido (a 35 - 40
°C) y con 1 ml de azu! de metileno (0,3% p/v). Aproximadamente 25 mi de la mezcla
homogeneizada se vertieron en un placa Petri y se dejaron gelificar a temperatura
ambiente. Para cada posible especie de levadura sensible se realizaron 6 placas con el
césped y las colonias de los aislados de X. dendrorhous se sembraron en su superficie.
Tres de estas placas se incubaron a 22 °C y las restantes se incubaron 15 °C por 5 dias.
Una actividad antifingica positiva se observé por la formacién de halos de muerte
(precipitado de azul de metileno) alrededor de la muestra sembrada. Para el analisis

cualitativo de la actividad se determind el diametro del halo de muerte en cada caso.
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Tratamiento con anisomicina

Los experimentos con anisomicina en X. dendrorhous se realizaron de acuerdo
a los trabajos de Baeza y cols. (2009) y Flores (2008, 2011). Desde un cultivo en fase
exponencial de la cepa RV4 se inocul6 20 ml de medio YM suplementado con 0, 60 y 90
UM de anisomicina, para obtener un titulo inicial aproximado de 10° células/ml. Los
cultivos se incubaron a 22 °C y el crecimiento se registré midiendo la D.O.s00 nm por 7
dias. Para realizar los cultivos seriados, desde un cultivo de la levadura en fase
exponencial media (10° células/ml) suplementado con anisomicina, se extrajo una
alicuota (200 pl) para inocular un nuevo medio YM suplementado con el antibiético (20
ml). Este proceso se repitid en siete ocasiones y desde este ultimo cultivo se realizaron
diluciones seriadas las que se sembraron en placas YM/agar suplementadas con
anisomicina y se incubaron a 22 °C hasta la obtencién de colonias. Las colonias
obtenidas se replicaron en placas YM-agar y se sembraron en 7 ml de medio YM parala _

extraccion del BNA total. Las muestras de BNA se trataron con Nucleasa S1 y se

analizaron por electroforesis en geles de agarosa.

Prediccion de estructuras secundarias en dsRNAs

Se utilizd el programa RNAfold web server (http:/rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/BRNAfold.cgi) (Gruber y cols., 2008) y las secuencias de los dsRNAs Li1A
(NC_020903.1), L1B (JN997473.1), L2 (JN997474.2), S1 (JN997475.1) y S2

(JN997476.1) disponibles en la base de datos del GenBank {(NCBI).
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RESULTADOS

3.1. Perfiles de dsRNAs en aislados chilenos de X. dendrorhous

Considerando el alto polimerfismo en los EGEs del tipo dsRNAs presentes en X.
dendrorhous, se propuso determinar la existencia de estos elementos en 14 aislados de
esta levadura recientemente obtenidos desde el sur de Chile y del territorio subantartico
(resultados no publicados). Para esto, se extrajo el RNA total desde los respectivos
cultivos y aquellos que presentaron bandas extracromosémicas resistentes a DNAsa |
fueron seleccionados y caracterizados por digestion enzimatica. Como se muestra en la
Figura 4, varios aislados presentan bandas de 4cidos nucleicos que fueron digeridas por
la RNAsa A y resistentes a nucleasa S1, resultado que sugiere gue estas moléculas
corresponden a moléculas de dsRNAs. Segln su tamafio, estos Uitimos fueron
nombrados como L1, M y 81, existiendo aislados que sélo poseen L1-dsRNA (CCNA),
L1-dsRNA y M-dsRNA (AVHN1 y RV4) o L1-dsRNA y S1-dsRNA (MCNT). El aislado

RV4 se selecciond para este estudio ya que posee el M-dsRNA, elemento que no ha

sido caracterizado previamente.




67

“JoNIeW WNQ IIIPUH Y N Jexiew YNQG oY | Jejnosjow osad ap JOPEDIE M "0juSjWEe)Rl | uIg : - / OJUBlE)E) (9P uoed||dy : +
"esosebe ap sojeb us uciezijeue as A ¥ BSYNY O |S BSES|ONN UGS Sjuslednewzus uole)el) as (Jouedns aped gj ue ueoiput os anb) opejsie

S9juBIelIp SO| SPSap SEPIUSIO BJ0} YNY OP SBlSaNnul SBT 'SNOLI0Ipusp "X 3p SOUSJIYD SOPe|S|e SO| op SYNYSP ap Sajilad " ednbig

R A R A | | L R V BSYNY
LS esesjonN
1U09 091RWIIZUS OJuB|LUR)RL ]




30

3.2. Determinacion de la actividad antifiingica en X. dendrorhous

En algunas levaduras la actividad antifingica esta asociada a la presencia de
dsRNAs responsables de la produccién de micotoxinas. Para evaluar la existencia de
este fenotipo en X. dendrorhous, se seleccionaron cepas con distintos perfiles de
dsRANAs: UCD 67-385 (L1, L2, S1 y S2), UCD 67-202 (L1 y S1), UCD 68-653C (L2} y
VKM Y-2786 (L1), RV4 (L1 y M}. Ademas se incluyé la cepa UCD 6938 que no contiene
dsRNAs. Estas cepas se utilizaron en ensayos de actividad antifiingica contra céspedes
de distintas especies de levaduras (14 en total) que fueron co-aisladas con las cepas
chilenas de X. dendrorhous. Los experimentos se realizaron a distintas condiciones de
pH y temperaturas de incubacion, las cuales son dptimas para el crecimiento de todas
las cepas utilizadas. La existencia de actividad antifiingica se determind mediante la
aparicion de halos de muerte sobre el césped de levaduras alrededor de la colonia de X.
dendrorhous sembrada. Se obtuvo patrones de actividad antiflingica similares para las
distintas cepas a pesar de sus diferencias en el contenido de dsRNAs (Tabla 3). Un
ejemplo de esto es la cepa CBS 6938 que carece de dsRNAs pero que presenta actividad
sobre las mismas especies de levaduras que son sensibles a las cepas restantes de X.
dendrorhous. Solo se registraron algunas variaciones en el patrén de actividad con las
cepas VKMY-2796 - UCD 68-653C y CBS 6938, las que no presentaron el fenotipo
sobre C. gilvencens y R. laringis, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas en la actividad antifingica por efecto de las temperaturas ensayadas,
mientras que el pH si fue determinante para la actividad de las cepas VKMY-2796, UCD

68-653C y CBS 6938 sobre Leuconeurospora sp.
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Con los resultados obtenidos, no se puede atribuir un perfil de dsRNAs especifico
como el responsable de la actividad antiflingica sobre una especie de levadura en

particular, sugiriendo que los dsRNAs no participarian en el fenotipo.

3.3. Experimentos de curacién de la cepa RV4 de X. dendrorhous

En trabajos previos la utilizacion de agentes fisicos y quimicos permitié obtener
cepas “curadas” que carecen de dsRNAs, logrando relacionar a estos elementos con la
actividad antifingica o con otros fenotipos en su hospedero (Dinman y cols., 1997).
Estudios similares se realizaron con anisomicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas
en eucariontes, sobre la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous, lograndose obtener
cepas que carecen del S2-dsRNA (385 (S2-40)). Se realizaron experimentos de curacién
de la cepa chilena RV4 seleccionada por su similitud con el perfil de dsRNAs del sistema
viral “killer” de S. cerevisiae. Inicialmente se evalud el crecimiento de la cepa RV4 en
cultives suplementados con anisomicina (60 y 80 uM), concentraciones seleccionadas
segun los trabajos previos. En las curvas de crecimiento se observaron diferencias en la
extension de fase de latencia, la cual tuvo una mayor duracién en los cultivos
suplementados con anisomicina (80 h) en comparacién a los cultivos sin antibidtico (20
h aproximadamente) (Figura 5A). Un comportamiento similar se observé en el tiempo
requerido para el desarrollo de las colonias, el que fue mayor en las placas
suplementadas con anisomicina (7 dias) en comparacion con las colonias crecidas en
placas sin antibidtico (3 dias) (Figura 5B). Las colonias resultantes se utilizaron en

extracciones de RNA total y el contenido de dsRNAs de ellas fue analizado (Figura 5C).
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Perfiles idénticos a la cepa original se observaron en las colonias tratadas, no
lograndose obtener colonias que carezcan parcial o totalmente de dsRNAs a pesar de

que varias generaciones de la levadura se expusieron al tratamiento con anisomicina.

3.4. Caracterizacion molecular de los dsRNAs de X, dendrorhous

Las cepas de X. dendrorhous contienen perfiles de dsRNAs variables en cuanto
al ndmero y tamafio de los elementos presentes, entre los que existirian distintos
genomas virales y elementos satélites. En trabajos desarrollados en paralelo a esta
Tesis, se logrd identificar tres secuencias de genomas Totivirus en la cepa UCD 67-385,
dos en el L1-dsRNA (XdV-L1A y XdV-L1B) y una del L2 (XdV-L2), la que presenta una
alta identidad con la secuencia del XdV-L1A (Baeza y cols., 2012). Ademas de los
genomas virales, la cepa UCD 67-385 posee elementos de menor tamaiio S1- y S2-
dsHANA, siendo este ultimo considerado como un satélite segtin los resultados obtenidos
en los experimentos de curacién (Baeza y cols., 2009). Considerando el incremento en
el nimero de copias del L1-dsRNA en la cepa curada 385 (S2-40), se propuso
determinar las cantidades relativas entre los genomas XdV-L1A/XdV-L1B en esta cepa
y compararla con la cepa silvestre UCD 67-385. Los L1-dsRNAs se purificaron y se
utilizaron en reacciones de transcripcidn reversa con partidores especificos disefiados
desde [os genomas XdV-L1A y XdV-L1B. Los cDNAs obtenidos se utilizaron como molde
en reacciones de PCR en tiempo real y desde las curvas de amplificacion se
determinaron los respectivos ciclos umbrales (Ct) para la cuantificacion (RT-gPCR). Las
cantidades relativas entre los genomas XdV-L1A/XdV-L1B fue variable (Anexo 1): la
razén para la cepa UCD 67-385 fue de aproximadamente 0,3, mientras que para la cepa

385(52)-40 la relacion fue de 12,98, existiendo un incremento en el nimero de copias
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del genoma XdV-L1A en la cepa que carece del S2-dsRNA. Para analizar la relacién
entre estos genomas virales y los dsRNAs de menor tamafio, se analizo la existencia en
estructuras secundarias en los extremos 3' UTR, los que de acuerdo al sistema viral de
5. cerevisiae son conservados en el genoma viral y sus elementos satélites. Una regién
comun de 19 pb que forma un “Stem-Loop” se identificé en las secuencias de los
genomas virales XdV-L1A y XdV-L2 y en los S1 y S2-dsRNAs, la cual difiere en su
secuencia (Anexo 2). Estos resultados indicarian que posiblemente existe una estrecha
relacion entre los genomas virales y los dsRNAs de menor tamafio, los cuales podrian

constituir un sistema Helper/satélite.

Para analizar la existencia de genomas virales en las distintas cepas de X.
dendrorhous (UCD 67-385, UCD 67-202, UCD 68-653C, VKM Y-2786 y RV4), los L1y
L2-dsRNAs se purificaron desde las cepas y se utilizaron como molde para reacciones
de RT-PCR con partidores disefiados desde los ORFs del XdV-L1A y XdV-L1B (Tabla 2,
en Materiales y meétodos). Desde los distintos L1-dsRNAs se obtuvieron amplicones de
tamario esperado con los partidores especificos para los motivos de la RNA polimerasa
viral de XdV-L1A y XdV-L1B (Tabla 4). Con los partidores especificos para la cépside,
solo se observd resultados positivos para las cepas UCD 67-385 y UCD 67-202. Un
analisis similar se realizé con el L2-dsRNA de la cepa UCD 67-385, para el cual sélo se
obtuvieron amplicones con los partidores disefiados desde el XdV-L1A, mientras que
para la cepa UCD 68-653C no se obtuvieron amplicones en ninguna de las reacciones
realizadas. Los resultados obtenidos sugieren que el L.1-dsRNA de las distintas cepas

corresponderian a genomas virales Totivirus.
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Tabla 4. RT-PCR con los L1 y L2-dsRNAs aislados desde las cepas de X.

dendrorhous

Partidores?

XdV-L1A Xdv-L1B

Mot4F- Mot4F- L8.2R- | Mot4FB-  Mot4FB-  LIVR3-

Cepa | dsRNA| \iisR  Mot6R  SR4 | Mot5RB  MotoRB  Cap2ss

L1

UCD 67-385 + + + + + +
L2 + + + - - -

UCD 67-202 L1 + + + + + +
VKMY-2786 L1 + + - + + -
Rv4 L1 + + - + + -

UCD 68-653C L2 - - - - - -
+: Presencia de amplicén de tamafio esperado / - : Ausencia de amplicon

a. Las parejas de partidores se disefiaron desde los ORFs de los genomas virales XdV-L1A y
XdV-L1B de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous,
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Continuando con la caracterizacion de los dsRNAs de X. dendrorhous, el L1-
dsRNA de la cepa RV4 se utilizé como molde en reacciones de RT-PCR con partidores
especificos disefiados desde los genomas virales de X. dendrorhous y hexanucledtidos
de secuencia aleatoria. Los amplicones de cDNA obtenidos tuvieron tamafio promedio
de 600 pb, los que se clonaron y secuenciaron para la construccion de una genoteca.
Las secuencias obtenidas se analizaron biocinformaticamente para la generacién de
alineamientos, a partir de los que se disefié nuevos partidores desde sus extremos con
el fin de extender la hebra por “primer walking”. De esta forma se logro obtener una
secuencia final de 1821 pb, la que se comparé con las secuencias depositadas en la
base de datos del Genbank (NCBI) (Anexo 3A). Sélo se enconird identidad con las
secuencias de la capside viral (Gag) de los tres genomas de dsRNAs descritos en X.
dendrorhous, tanto a nivel nucleotidico como de secuencia traducida (Tabla 5).
Considerando estos resultados, se predijo una posible secuencia parcial para la proteina
Gag de la cepa RV4 (599 aa) a partir del andlisis comparativo con los genomas virales
de X. dendrorhous (Anexo 4). Un segundo fragmento de 476 pb se amplifico desde el
L1-dsRNA, el que presentd identidad con las secuencias de la RNA polimerasa
dependiente de RNA de los genomas virales de X. dendrorhous y de otras levaduras

{Anexo 3B, Tabla 5).
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Tabla 5. Alineamiento de los cDNAs secuenciados del L1-dsRNA de la cepa RV4

con la base de datos GenBank®

cDNA Identidad
Secuencias del Genbank

(pb) (%)

. 73
capsid protein [Xanthophylfomyces dendrorhous virus L1A]

1821 capsid protein [ Xanthophyllomyces dendrorhous virus L2] 68
capsid protein fXanthophylfomyces dendrorhous vitus L1b] 33
RNA-dependent RNA dependent [Xanthophyflomyces dendrorhous virus L1A] 86
RNA-dependent RNA dependent [Xanthophyllomyces dendrorhous virus L2] 86

450 RNA-dependent RNA dependent [Xanthophyllomyces dendrorhous virus L1B] a2
putative RNA-dependent RNA dependent [Grapevine associated micovirus-1] 77
ANA polymerase [ Tuber aestivum virus1] 64
5sRNA-binding protein [Saccharomyces cerevisiae L-A virus) b5

a. Lacomparacion se realizé con la herramienta de blsqueda Blastx (NCBI).
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Una estrategia similar se realizé para el clonamiento del M-dsRNA, el que se
utilizé como molde en reacciones de RT-PCR con hexanucledtidos de secuencia
aleatoria. Se logré obtener una secuencia final de 850 pb que no presenté identidad con
las secuencias depositadas en [a base de datos Genbank, tanto a nivel nucleotidico

como de secuencia traducida {Anexo 3C).

3.5. Caracterizacion de las VLPs en las cepas de X. dendrorhous

Para analizar la encapsidacion de los dsRNAs en VLPs en X. dendrorhous, se
optimizé un protocolo para la extraccién y purificacién de las particulas virales. Se
realizaron ensayos de proteccidn a la digestion con RNAsa A con los exiractos de VLPs
con el fin de determinar si los dsRNAs se encuentran encapsidados. Todos los dsRNAs
de la cepa UCD 67-385 (L1, L2, S1 y S2) fueron resistentes a la digestion enzimatica
cuando ésta se aplico antes de la extraccién orgénica del RNA total con fenol dcido, los
que solo se digirieron con RNAsa A después de que las proteinas se removieron del
extracto. Lo mismo se observé en muestras obtenidas desde las otras cepas de la
levadura, en las cuales tanto los elementos L1 (VKMY-2786, UCD 67-202, RV4), L2
(UCD 68-653C), M (RV4) y S1 (UCD 67-202), resistieron el tratamiento enzimatico previo
a la desproteinizacién (Figura 6). Sugiriendo que los dsRNAs presentes en las distintas

cepas se encontrarian encapsidados.
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Las muestras de VLPs obtenidas de las distintas cepas se separaron segun su
densidad por ultracentrifugacién en gradientes lineales de sacarosa (10-40%). Los
dsRNAs y las proteinas presentes en cada fraccién se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa y por SDS-PAGE, respectivamente. Para [as cepas VKMY-2786 y UCD
68-653C, varias fracciones que contenian dsRNAs fueron obtenidas a distintas
densidades del gradiente de sacarosa, las que ademas contenian un polipéptido
principal de aproximadamente 76 y 37 kDa, respectivamente (Figura 7). Se observé una
distribucion diferencial en los perfiles de dsRNAs de las cepas de la levadura que portan
distintos dsRNAs (RV4 y UCD 67-202): los elementos M-, $1- y L1-dsRNA aparecen
solos en los extremos del gradiente, mientras que los miiltiples dsRNAs son observados
en la mitad del gradiente. En estas cepas, todas las fracciones que portan los dsRNAs
contienen una proteina de aproximadamente 76 kDa. Un comportamiento similar se
observé en el perfil de dsRNA de la cepa UCD 67-385, encontrando fracciones que sélo
contienen el L1- o L2-dsRNA, mientras que los S1 y $2-dsRNAs se observaron en las
fracciones intermedias y en conjunto con los dsRNAs de mayor tamafio. En el perfil de
proteinas, dos polipéptidos de aproximadamente 76 y 37kKDa se encontraron en las
fracciones que contienen los distintos dsRNAs de la cepa, siendo [a proteina de mayor
tamafio principalmente detectada en las que portan el L1-dsRNA (Figura 7). Los perfiles
obtenidos sugieren que sdlo existe una proteina viral en las cepas asociada a los L1y
L 2-dsRNAs, respectivamente, excepto para la cepa UCD 67-385 que porta ambos

dsRNAs, donde se observé las dos proteinas de distinto tamafio. .
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Para caracterizar los perfiles obtenidos, se determind la cantidad relativa de cada dsRNA
en las distintas fracciones del gradiente con el fin de graficar la distribucién de [as
particulas. En general, se observé dos a tres maximos para los distintos elementos,
excepto para el S2-dsRNA de la cepa UCD 67-385 que sdlo presenté un méaximo (Anexo
5, Tabla 6). La distribucién diferencial de los dsRNAs en el gradiente sugiere que existen
particulas con distinta densidad producto de variaciones en el contenido de dsRNAs.
Considerando las particulas que migran a mayor densidad del gradiente corresponderian
a las particulas maduras, se determind la razén entre los pesos moleculares de las
distintas VLPs (Wr) a partir de los picos de intensidad en la concentracién de dsRNAs
de acuerdo con las férmulas de Martin y Ames (1961) y Ralston (1993) y se compararon
con los valores obtenidos en cada cepa. Las razones estimadas para los L1-dsRNAs
fueron similares tanto para la cepa que sélo porta este dsRNA (VKM Y-2786), como para
las cepas que ademas contienen a otros dsRNAs de menor tamafio {RV4, UCD 67-202
y UCD 67-385) (Tabla 6). Un comportamiento similar se observé en las cepas que portan
el L2-dsRNAs (UCD 68-653C y UCD 67-385), para las que se obtuvo valores de Wr a

pesar que presentan diferencias en el contenido de dsRNAs.




46

Tabla 6. Distribucion de los componentes de las VLPs de X. dendrorhous en el

gradiente de sacarosa

Cepa dsRNA Intensidad maxima® Wr Proteina (kda)°
11 0,5 76
VKM Y 2786 L1 14 0,7 76
18 1 76
11 0,6 76
L1 13 0,7 76
UCD 67-202 16 1 76
51 10 0,7 76
13 1 76
L1 18 0,8 76
RV4 21 1 76
M 14 0,7 76
17 1 76
9 0,6 37
UCD 68-653C L2 11 0,8 37
13 1 37
14 0,6 76 -37
L1 16 0,8 76 -37
20 1 76 - 37*
11 0,4 76— 37
UCD 67-385 L2 19 ; 76 . 37"
o1 10 0,7 76 37
13 1 76-37
s2 12 - 76— 37

a. Fracciones que presentan maximos en la intensidad de banda de cada dsRNA.

b. El méximo de intensidad registrado a la mayoer densidad del gradiente para un
dsRNA determinado es considerado como referencia Nu (Wr=1) para calcular los
Wt restantes.

¢. Bandas de proteinas observadas en SDS-PAGE. (*) Proteinas observadas como

bandas tenues son indicados.
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Identificacion de las proteinas virales presentes en X. dendrorhous

En trabajos realizados con S. cerevisiae, la proteina Gag se observé por SDS-
PAGE, mientras que la protelna de fusién Gag-Pol sélo es detectada por analisis de
Western blot debido a que es sintetizada en una baja proporcién (2%) en comparacién
con la proteina Gag (Bostian y cols., 1986). Las proteinas Gag de los genomas XdV-
L1A, XdV-L1B y XdV-L2 de X. dendrorhous tienen una masa molecular estimada de
76.652 Da (681 aa), 38.653 Da (345 aa) y 76.216 (683 aa), respectivamente, los que son
similares a los estimados para las proteinas virales purificadas de la cepa UCD 67-385.
De acuerdo a esto, las proteinas de 76 y 37 kDa se separaron y aislaron desde los geles
de SDS-PAGE para su andlisis por MALDI-TOF/MS. Para la identificacién de los
péptidos, las masas experimentales obtenidas se compararon con las secuencia de la
proteina Gag codificada por los genomas virales XdV-L1A, XdV-L1B y XdV-L2 utilizando
los programas MS-Digest y FindPept (Anexo 6, Figura 8 A-C). Varios péptidos se
identificaron con las masas obtenidas desde la proteina de 76 kDa, lograndose una
cobertura total de 27% y 22% de las secuencias de los genomas XdV-L1A y XdV-L1B,
respectivamente, mientras que con las masas de la proteina de 37 kDa se obtuvo
cobertura total del 19 % para la proteina Gag del XdV-L2. Un andlisis similar se realizd

con el polipéptido de 76 kDa purificado desde la cepa RV4, lograndose identificar varios

péptidos de la secuencia parcial de la proteina Gag (602 aa) (Figura 8 D). P
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A. XdV-L1A

MHTKFIESIVKTDYEGSFQPLFKDGRFTLINKQTAMVDMLGRQYDVNSELASNFNVCGKKPEVL
HNVGEADFSGLNRKYFDDTNTYSPLAAINEFTKFVPGVRLTKGEVDAFAKSQIYEDSQEAYILN

MLISWFKALLYEDTNSKDNVLHVKQSGYQDSHVKAEYGGVTGDVVHEINMGPPVDDMPEVMMMY
RSKDNYWDRPYVLRFDNRSSAQYTFYITHCFGRDGTSPLNVDIHIPSVDFDQMLFEPASGAMR§

ITDPAALPWCKSGTLFGWIKDYVTLNRVERAFSAAFETLTAIAFTPMPSYQESLVWDKAITQVV
IAKFAPCRAKIPSNLEGEAMVTDMDAHDFVLDETKTPRKALFSGAMINYLAFMGLHAILSNYAS

RHENWRSAFLHSHEELAILHDRTVRAALTSVITGKEMVTFMNPNLEFVSYDVTPMVNVSKVSFEE
VLERGYPSSLPVHGVVPMVSGSLFLSANASDVASQCHLEQGMKVTVDEYGTVSPEDALRVAQMY
RMFGHELEIRSEKTEEIHELFAPVQECVIYPSALLYNTRDTDRLKLVSSLRRPGRSSTIPDVSA

LTAGQTITIDYTIPRIGMHYFNKRVLPIAPSMVLPQRKREITFRVKGHTVLHKVKMNASNVTRP
VEDFHGGEIQVAPLLPVLRNARVPIQVNQ

B. XdV-L1B

MLTEYVNSIVRLGNGGAFEPTLGDGRFTMVNKTRAVMELGGVKYASNLELATHFQVAKAKFDVI
KPVARSNFYGYNKKFIDESGVYDPLRAIDEYSRTVPGMRLGRDDLRALSLTDNKTDSQEAYIYN
MLVSWLKARLYVDMKGSDNKFTVKYSSFKDTHVGYDINDSYGIESVEVNLGPPNPTGEAAISLE
FRDTNNFWSKPYVLKYSNNSMEQGSFYLAHVLGSNGTSGLSADIQIDALDFNELLLDPVGSFPT

GAFNIFADFWAKPNVIWLWIMDYVRLNRVEQEFASAFELLGALATQPLPSYHESILWSKSRTVV
NMSKFSPTRARVPANLTGEPNVHDLNAQQFTFDEEKSPAGFITASAVLNYAFWIGIYGMVSNFA
EDCSDWTDAFISSDAELGILSTVEARPAMISLVTGKETNSCFSNNCFLTYDLSGMYGVKQEI!E
EEIDPNHPGVILFDTVPAFVSGSLLMGAVATDYPVLKHLEPHQHIKVERDGLLGAREAAHLANS

YRLFGNDVIIEHFRSAEVYPTYANSEECVIATYELFGRTRTFDIMRVSSSYKRTGRTYEIPDAT
HVRTYGECKLTMDMPVLAVCGWKQRKTVHRPKMMLDSRRVATKFMVGATSGFEKTRFAVYNRRN

VMAQGFHEAKAEMAPALPLVRGSAVSTAPIEPVQEQEPANAVE
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C. Xdv-L2

MEGEAMVTDMDAHDFVLDETKTPRKALFSGAMINYLAFMGLHALSNYASRHENWRSAFLUSHEE
LAILHDRTRAALTSVITGKEMVTFMNPNLFVSYDVTPMVNVSKVSFEEVLERGYPSSLPVHGVV
PMVSGSLFLSANASDVASQCHLEQGMKVTVDEYGTVSPEDALRVAQMYRMFGHELEIRSEKTEE

IHELFAPVQECVIYPSALLYNTRDTDRLKLVSSLRRPGRSSTIPDVSALTAGQTITIDYTIPRI
GMHYFNKRVLPIAPSMVLPQRKREITFRVKGHTVLHKVKMNASNVTRPVKDFHGGEIQVAPLLP

VLRNARVPIQVNQTSEEDVTAEDVE

D. L1-dsRNA RV4

FNVCGMKPEIIRNLGEADFTGINKKYFDDTNTYSPLAAINEFTKFVPGVRLTKLEVEAFAKSQV

YEDTHEQYIYNMLVSWFKAVLYEDTKSKDYILKVKQKGYQDSHVKAEFGGVVGEIEHEIPMGPP

VADVPEVTMTQRSKENYWDRPMVLRFDNKSSAQYTFYLLHCFGRDGSSSLNVDVNIGSVDFDQL

LFEPASGAMRSITDPNALPWTHASTLYGWIKDYVTLNRLERAFSAAFEMLTSIAFSPAPSYQES
LVWGKCITQLXMSDFNPCRAKIPSNLDGEPMVYDMDAHDFIIDETLTPRKALLSGALMTYLSYM

GLHAVLTNYSERHANWRSAFLHTHEELEILHDRASRVALASVIIGKEITTFANMYISYDVTPMA
DVRAVSFEEILELGXPRSVQIDGIPPFVSGSLFGAVASDVASQTHLRQDLSVTPDRYGTVNSEE
AIQVAQIYRLFGHXIEIRSEKTEELHEIFAPVQECVVYPTTMLHNTRDTDRLLLMSSLRRPGRS
STIPDVSALTAGQTITLNYTVPREEEEFNKRVLPIAPSMVLPQRNRDITFRVKGHTVMHKVMRA

KTTILNTQDFQRENVQIAPLLTI

Figura 8. Anadlisis de las proteinas Gag de los genomas virales de X. dendrorhous por
MALDI-TOF/MS. Las proteinasvirales de 76 y 37 kDa observadas para la cepa UCD 67-385 se
purificaron individualmente desde los geles de SDS-PAGE vy se analizaron por MALDI-TOF/MS
(Alphalyse Inc.). Los péptidos identificados mediante analisis bioinformatico con los programas
MS-Digest y FindPept en la secuencia de la proteina Gag de los genomas virales XdV-L1A,

XdV-L1B, XdV-L2 y del L1-dsRNA de la cepa RV4 se destacan en rojo.
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Las masas experimentales obtenidas para la proteina Gag de la cepa RV4 se
compararon con la secuencia de DNA del fragmento clonado desde L1-dsRNA. Para
esto, se ulilizé el programa Genome-based Fingerprint Scanning (gfs), el que genera
una lista de masas tedricas traduciendo los seis marcos de lectura (ires en sentido
directo y tres en reverso) y las proteinas resultantes son digeridas in silico con tripsina
para confrastar los péptidos con las masas obtenidas por el andlisis de MALDI-
TOF/MS. Se obtuvo resultados positivos en los distintos marcos de lectura, lograndose
una mayor coincidencia (35 en total) con la proteina traducida desde el marco de
lectura +2con un 43% de cobertura de la secuencia (Anexo 7). Los resultados
obtenidos sugieren que los polipéptidos observados corresponderian a las proteinas de
la capside Gag codificada por los genomas virales de X. dendrorhous.Las secuencias
de aminoécidos de las proteinas Gag de X. dendrorhous identificadas se alinearon y
compararon con la descrita para la proteina de la cdpside del Totivirus de S. cerevisiae
(ScV-LA).Cada secuencia se analizd con el programa GeneSilico fold prediction
metaserver que, a través de distintos algoritmos, permite determinar la existencia de
estructuras secundarias. Los aminoacidos que son conservados en los Totivirus se
identificaron en las secuencias de X. dendrorhous, mientras que regiones comunes que
forman estructuras de alfa-hélice y hojas-beta se detectaron en todas las secuencias
analizadas (Figura 9A). Con estos alineamientos se establecid una secuencia
consenso y se elabord un modelo 3D para la Gag de X. dendrorhous que tiene una
estructura similar al modelo descrito para la proteina Gag del virus ScV-LA (Figura 9B-

Q).
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Xdv-L1A
L1-RV4
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Xdv-L1B
ScV-LA

MHTKFIESIVKTDYEGSFQPLFKDGRETLINKQTAMVDMLGRQYDVNSEL

MLTEYVNSIVRLGNGGAFEPTLGDGRFTMVNKTRAVMELGGVKYASNLEL
-MLRFVTKNSQDKSSDLFSICSDRGTFVAHNRVRTDFKFDNLVENRVYGV

ASNFNVCGKKPEVLHNVGEADFSGLNRKYFDDTNTYSPLAAINEFTKEVE
---FNVCGMKPEIIRNLGEADFTGINKKYFDDTNTYSPLAAINEFTKEVD
ATHFQVAKAKFDVIKPVARSNFYGYNKKFIDESGVYDPLRAIDEYSRTVP
SQKFTLVG-NPTVCFNEGSSYLEGIAKKYLTLDGGLAIDNVLNELRSTCG

GVRLTKGEVDAFAKSQIYEDSQEAYILNMLISWFKALLYEDTNSKDNVLH
GVRLTKLEVEAFAKSQVYEDTHEQYIVNMLVSWFKAVLYEDTKSKDYILK
GMRLGRDDLRALSLTDNKTDSQEAY IYNMLVSWLKARLYVDMKGSDNKET
IPGNAVASHAYNITSWRWYDNHVALLMNMLRAYHLOVLTEQGQYSAGDIPD

VKQSGYQDSHVKAEYGGVTG- -DVVHEINMGPP - VDDMPEVMMMVR SKDN
VKQKGYQDSHVKAEFGGVVG--EIEHEIPMGPP - VADVPEVTMTQRSKEN
VKYSSFKDTHVGYDINDSYG--IESVEVNLGPPNPTGEAAISLEFRDTNN
MYHDGHVKIKLPVTIDDTAGPTQFAWPSDRSTDSYPDWAQFSESFPSIDV

YWDRPYVLRFDNRSSAQYTFY ITHCFGRDGTSPLNVDIHI PSVDFDOMLE
YWDRPMVLRFDNKSSAQYTFYLLHCFGRDGSSSLNVDVNIGSVDFDQLLF
FWSKPYVLKYSNNSMEQGSEYLAHVL.GSNGTSGLSADIQIDALDFNELLL
PYLDVRPLTVTEVNEVLMMMSKWHRR TNLAIDYEAPQLADKFAYRHALTV

EPASGAMRSITDPAALPWCKSGTLFGWIKDYVTLNRVERAFSAAFETLTA
EPASGAMRSITDPNALPWTHASTLYGWIKDYVTLNRLERAFSAAFEMLTS
DPVGSFPTGAFNIFADFWAKPNVIWLWIMDYVRLNRVEQEFASAFELLGA
QDADEWIEGDRTDDQFRPPSSKVMLSALRKYVNRNRLYNQFYTAAQLLAQ

IAFTPMPSYQESLVWDKAITQVVIAKFAPCRAKI PSNLEGEAMVTDMDAH
IAFSPAPSYQESLVWGKCITQL-MSDFNPCRAKIPSNLDGEPMVYDMDAH
------------------------------------- MEGEAMVTDMDAH
LATQPLPSYHESILWSKSRTVVNMSKFSPTRARVPANLTGEPNVHDLNAQ
IMMKPVPNCAEGYAWLMHDALVNIPKFGSIRGRYPFLLSGDAALIQATAL
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Xdv-L1Aa DFVLDETKTPRKALFSGAMINYLAFMGLHAILSNYASRHENWRSAFLHSH 397
L1-RV4 DFIIDETLTPRKALLSGAI LHAVLTNYSERHANWRSAFLHTH 343
Xdv-L2 DFVLDETKTPRKALFSG&MI_; ;F”@-HAILSNYASRHENWRSAFLHSH 63
XdV-L1B QFTFDEEKSPAGFITASAVI WIGIYGMVSNFAEDCSDWTDAFISSD 398
Scv-LA DWSAIMAKPELVFTZAMQVSV3_ i [LRR - - - -VKKTGFGTTIDDSY 394

XdV-L1A EELAILHDRTVRAALTSVITGKEMVTFMNPNLFVSY-DVTPMVNVSKVSF 446
L1-RV4 EELEILHDRASRVALASVIIGKEITTFA--NMYISY-DVTPMADVRAVSF 390
Xdv-Lz2 EELAILHDRTVRAALTBVITGKEMVTFMNPNLFVSY DVTPMVNVSKVSF 112
| XdV-L1B AELGILSTVEARPAMISLVTGKETNSCFSNNCFLTY -DLSGMYGVKQLIV 447
ScV-LA EDGAFLQPETFVQAALACCTGQDAPLNGMSDVYVTYPDLLEFDAVTQVPI 444

Xdv-L1A EEVLERGY---PSSLPVHGVVPMVSGSLFLSANASDVA- - - SQCHLEQGM 490
L1-RV4 EEILELGY---PRSVQIDGIPPFVSGSLF-GAVASDVA---SQTHLRQDL 433
Xdv-L2 EEVLERGY - - - PSSLPVHGVVPMVSGSLFLSANASDVA - - - SQCHLEQGM 156
XdV-L1BE DEKIDENH---PGVILFDTVPAFVSGSLLMGAVATDYP---VLKHLEPHQ 491
ScV-LA  TVIEPAGYNIVDDHLVVVGVPVACSPYMIFPVAAFDTANPYCGNFVIKAA 494

XdV-L1A KVTVDEYGTVSPEDALRVAQOMYRMEGHELEIRSEKTEEIHELFAPVQECY 540
L1-RV4  SVTPDRYGTVNSEEAIQVAQIYRLFGH- IEIRSEKTEELHEIFAPVQECV 482
Xdv-L2  KVTVDEYGTVSPEDALRVAQMYRMFCHELEIRSEKTEEIHELFAPVQECV 206
XdV-L1B HIKVERDGLLGAREAAMLANSYRLFGNDVIIEHFRSAEVYPTYANSEECV 541
ScV-LA  NKYLRKGAVYDKLEAWKLAWALRVAGYDTHFKVHGDTHGLTKFYADNSDT 544

XdV-L1A IYPSALLYNTRDTDRLKLVSSLRRPGRSSTIPDVSALTAGQTITIDYTIP 590
L1-RV4 VVYPTTMLHNTRDTDRLLLMSSLRRPGRSSTIPDVSALTAGQTITLNYTV 532
Xdv-L2 IYPSALLYNTRDTDRLKLVSSLRRPGRSSTIPDVSALTAGQTITIDYTIP 256
¥dV-L1B IATYELFGRTRTFDIMRVSSSYKRTGRTYEIPDATHVRTYGECKLTMDMP 591
ScV-LA  WTHIPEFVTDGDVMEVEVTAIERRARHFVELPRLNSPAFFRSVEVSTTIY 594

XdV-L1A RIGMHYFNKRVLPIAPSMVLPQRKREITFRVKGHTVLHKVKMNASN-VIR 639
L1-RV4 PRLMHKFNKRVLPIAPSMVLPQRNRDITFRVKGHTVMHKVXMRAKT-TIL 581
XdVv-L2  RIGMHYFNKRVLPIAPSMVLPQRKREITFRVKGHTVLHKVKMNASN-VTR 305
Xdv-L1B VLAVCGWKQRKTVHRPKMMLDSRRVATKEMVGATSGFEKTRFAVYNRRNV 641
ScV-LA  DTHVQAG-------- AHSVYHARRINLDYVKPVSTGIQVINAGELKNYWG 636

XdV-L1A PVKDFHGGEIQVAPLLPVLRNARVPIQVNQTSEEDVTAEDVE-- 681
L1-RV4 NTODFOQRENVQIAPLLTI - ——-=-=—==——e s mmasnm mnmmaa 599
Xdv-Lz2 PVKDFHGGEIQVAPLLPVLRNARVPIQVNQTSEEDVTAEDVE-- 347
XdV-L1B MAQGFHEAKAEMAPALPLVRGSAVSTAPIEPVQEQEPANAVE-- 683
ScV-LA SVRRTQQGLGVVGLTMPAVMPTGEPTAGAAHEELIEQADNVLVE 680

.
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Figura 9. Alineamiento y analisis estructural de las proteinas Gag de X. dendrorhous.
Arreglar y adicionar otra foto A. Las secuencias se distintos genomas de X. dendrorhous
(XdV-L1A, L1-RV4, XdV-L1B y XdVL2) se alinearon utilizando el programa ClustalW con la
secuencia del genoma viral de S. cerevisiae (ScV-LA). Las secuencias se analizaron
individualmente para determinar la existencia de alfa-hélices (morado) y laminas-beta (verde)
con el servidor GeneSilico fold prediction metaserver. Los aminoacidos conservados en los
Totivirus que fueron identificados son indicados en rojo. B. Modelo de la proteina Gag de X.
dendrorhus generado con el programa Jalview basado en la estructura cristalografica de la
proteina de la capside del ScV-LA (PDB N° de acceso 1M1C, 680 aa). Alfa-hélices (morado) y
laminas-beta (verde). C. Modelo de la proteina Gag de ScV-LA disponible en la base de datos
(PFam: PF09220). Se destacan las regiones con alto (verde) y bajo (gris) contenido de alfa-

hélices.
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Considerando los resultados anteriores y la similitud de tamafio entre las
proteinas virales observadas para las distintas cepas que portan el L1 y/o L2-dsRNA,
estas corresponderian a las respectivas proteinas de la cépside viral. Para analizar la
morfologia de las particulas virales por microscopfa electrénica de transmisién (TEM),
se seleccioné tres cepas de X. dendrorhous, UCD 67-385, RV4 y UCD 68-653C, que
poseen el L1 y/o el L2-dsRNAs. Se observaron particulas esferoidales de morfologia
similar a la descrita para los Totivirus en las tres cepas analizadas. En la cepa UCD 67-
385, éstas presentan un diametro aproximado de 40 nm, mientras que en las cepas
RV4 y UCD 68-653C, las particulas tienen 36 y 26 nm, respectivamente (Figura 10).
Los resultados obtenidos sugieren que tanto las cepas que portan el L1 y/o el L2-
dsRNA contienen particulas virales, las que se encargarian de la encapsidacién de los

distintos tipos de dsRNAs observados en X. dendrorhous.
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DISCUSION

En este trabajo se caracterizé por primera vez los dsRNAs presentes en los
aislados de X. dendrorhous obtenidos desde el Sur y tertitorio antartico Chileno. En estos
aislados, el nimero y tamafio de los dsRNAs observados son similares a los previamente
descritos para otras cepas de la levadura obtenidas de Rusia, Japdn y Argentina (Baeza
y cols, 2009; Libkind, 2007). En particular, los dsRNAs (L1 y M-dsRNAs) presentes la
cepa RV4constituyen un perfil similar a los descritos para los aislados de la Patagonia
Argentina, siendo el M-dsRNA solamente observado en los aislados obtenidos del conc
sur americano. Los analisis moleculares realizados permitieron determinar que ambos
dsRNAs (L1 y M-dsRNAs) constituirian un sistema viral similar al descrito para las cepas
de S. cerevisiae (Wickner y cols., 1996), donde el L1 corresponderia al genoma viral y el
M-dsRNA al elemento satélite. Los ensayos de actividad antiftingica con la cepa RV4 no
permitié relacionar al dsRNA satélite con el fenotipo, ya que tanto las cepas que portan
o no el M-dsRNA presentan actividad sobre las mismas especies de levaduras. Estos
resultados son similares a los obtenidos en trabajos previos, en el que la actividad de X,
dendrorhous contra las levaduras R. sloffiae y K.apiculata, es producida por una proteasa
aspartica codificada por un gen nuclear (Baeza y cols., 2010). Se requieren més estudios
para identificar ia naturaleza de |a toxina son necesarios para caracterizar en detalle la

actividad antifingica en X. dendrorhous.
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En levaduras y hongos filamentosos la relacién virus-hospedero se ha estudiado
mediante la generacién de cepas “curadas” que pierden todos o algunos de los dsRNAs.
Para esto se utilizé agentes fisicos y quimicos que intervienen en los procesos celulares
que participan en la mantencién y propagacion viral. La anisomicina es uno de estos
agentes y se caracteriza por tener un efecto mayor en la propagacion de los dsRNAs
debido a que disminuye la eficiencia del corrimiento en el marco de lectura ~1 (CML-1),
necesario para la sintesis de la proteina Gag-pol, alterando la generacién de las
particulas virales que encapsidan a los dsRNAs (Meskauskas y cols., 2003; Dinman y
cols., 1997). En la cepa UCD 67-385 sélo el tratamiento con anisomicina permitié
generar cepas que carecen del S2-dsRNA (385(S2-40)), las que contienen un numero
mayor de copias del L1-dsRNA que la cepa silvestre (Flores, 2008; Baeza y cols., 2009-
2012). Este comportamiento es similar al descrito para las cepas curadas del M-dsRNA
en S. cerevisiae, en las que existe una mayor disponibilidad de las proteinas Gag y Gag-
Pol para la encapsidacidn del genoma viral ante la ausencia del dsRNA satélite (Fujimura
y cols., 1992; Carroll y Wickner, 1995). Los andlisis por RT-qPCR permitieron comparar
la cantidad relativa entre XdV-L1A/XdV-L1B en las cepas curada 385(S2-40) y silvestre
(UCD 67-385). Interesantemente, se observé un incremento del XdV-L1A en la cepa
curada, sugiriendo que el S2-dsRNA es un satélite del genoma viral XdV-L1A y no del
XdV-L1B. La existencia de segmentos comunes con estructura de “horquilla” en los
distintos dsRNAs, apoyaria [a idea que estos elementos conforman un sistema viral
Helper/satelite en la cepa UCD 67-385, siguiendo un modelo similar al descrito para los
dsRNAs de S. cerevisiae (Esteban y cols., 1989). El tratamiento de la cepa RV4 con
anisomicina no fue efectivo para inducir la pérdida parcial o total de los dsRNAs, incluso
utilizando concentraciones hasta 30 veces mayores a las requeridas para eliminar los

dsRNAs en . cerevisiae. Estos resultados fueron inesperados considerando que varias
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generaciones de la cepa RV4 se expusieron continuamente a la accién del antibiético y
el efecto inhibitorio de la anisomicina sobre el crecimiento de la levadura en placas y

cultivos.

En X. dendrorhous el L1-dsRNA es un elemento comtin entre las cepas que
portan dsRNAs, lograndose identificar dos secuencias virales XdV-L1A y XdV-L1B desde
el L1-dsRNA de la cepa UCD 67-385 (Baeza y cols., 2009). Resultados similares se
obtuvieron en los RT-PCR con los L1-dsRNAs de las distintas cepas analizadas, los
cuales contienen motivos conservados de la RNA polimerasa viral de ambos genomas
virales, mientras que para la region de la cdpside sélo existiria similitud nucleotidica entre
los virus de cepas con origen geografico cercano. Estas observaciones concuerdan con
los obtenidos en estudios previos por dot-blot, en los que sélo se observé una hibridacién
cruzada entre los L1-dsRNAs de las cepas que tienen el mismo origen geografico
(Sanhueza, 2007; Baeza y cols., 2009). Estos resultados fueron recientemente
publicados en Baeza y cols. (2012), los que confirman la existencia de genomas virales
Totivirus en las cepas analizadas. Un caso distinto es el L2-dsRNA de la cepa de UCD
68-653C, con el que no se obtuvo resultados positivos en el RT-PCR con los partidores
disefiados desde los genomas virales de la cepa UCD 67-385. Sin embargo, si
presentarfa similitud nucleotidica con los L1-dsRNAs de otras cepas de acuerdo con los
experimentos de dot-blot (Sanhueza, 2007; Baeza y cols., 2009). Aungue el L2-dsRNA
de la cepa UCD 68-653C puede ser considerado como un genoma viral ya que es capaz
de mantenerse auténomamente en su hospedero y es encapsidado en VLPs, su
clonacion y secuenciacién es necesaria para caracterizarlo y determinar si corresponde
0 no a la familia de los Tofivirus. Ademas de dsBNAs virales (L1 y/o L2-dsRNA), las

cepas de X. dendrorhous pueden contener otros dsRNAs de menor tamafio (S1, S2 y M-
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dsRNA), los que formarfan parte de un sistema viral como elementos satélites. os
ensayos de proteccién a RNAsa A y el andlisis de las VLPs lograron por primera vez
establecer que todos los dsRNAs observados son encapsidados en particulas virales.
Los resultados obtenidos para las cepas UCD 67-202 y RV4 sugieren que tanto el S1 y
como el M-dsRNA estarian separadamente encapsidados del L1-dsRNA, obteniéndose
fracciones con partfculas que sélo contienen un tipo de elemento. Considerando que no
existen diferencias estructurales entre las particulas que encapsidan los distintos
dsRNAs, la razén Wr entre las particulas que contienen el genoma viral o el dsRNA
satélite debe ser similar a la razén entre los pesos moleculares (Tr) de las moléculas
encapsidadas. Para ambas cepas UCD 67-385 y RV4, el valor del Wr obtenido (Wrus:
=1,7: Wriym = 1,4) es menor al estimado a partir de los tamafios moleculares de los
dsBNAs (Trusi= 4,8, Trum= 3,4), sugiriendo que las particulas que contienen los
dsRNAs satélites (S1 y M-dsRNA) presentarian una densidad mayor a la esperada. Este
comportamiento se ajusta al modelo de encapsidacién por “llenado de cabeza” descrito
para los virus de S. cerevisiae, en los que el nimero de moléculas encapsidadas en las
particulas virales depende del tamafio del dsRNA: Las particulas que contienen el
genoma viral sélo contienen una molécula del L1-dsRNA, a diferencia de las dos
moléculas que contiene las particulas que encapsidan al M-dsRNA (Wickner, 1996;
Wickner y cols., 2005; Tipper y Schmitt, 1991; Esteban y Wickner, 1986; Thiele y cols.,
1984). Independiente del contenido gendmico, las particulas virales de X. dendrorhous
estan principalmente constituidas por proteinas de 76 o 37 kDa en las cepas que portan
el L1 o el L2-dsRNA, respectivamente. Ambaos polipéptidos corresponderian a la protefna
de la capside Gag, ya que es la Unica que se observa por SDS-PAGE segtin los trabajos
previos realizados en S. cerevisiae. La proteina de fusion Gag-Pol sélo puede ser

detectada por andlisis de “Western blot” debido a su baja tasa de sintesis y a que sélo
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existe un dimero de la proteina por particula viral (Wickner y cols., 1996). Los andlisis
por MALDI-TOF para las proteinas de la cepa UCD 67-385 permitieron identificar tres
proteinas de cépside distintas codificadas por los respectivos genomas virales (XdV-
L1A, XdV-L1B y XdV-L2). Resultados similares se obtuvieron para la protefna de 76 kDa
de la cepa RV4 al realizar las comparaciones con la secuencia parcial de Ia Gag
identificada. Ademas, en estas secuencias se identifé multiples regiones con estructura
secundaria y los aminodcidos especificos que participan en el “decapping” de los
mRNAs, caracterfsticas comunes para las Gag de los Totivirus (Fujimura y Esteban,
2011; Luque y cols., 2010; Caston y cols.,, 1997-20086). Los resultados obtenidos
sugieren que las proteinas virales observadas para las distintas cepas de X, dendrorhous
corresponderian a la proteina Gag codificada por los genomas virales: 76 kDa por L1-
dsRNA y 37kDa por L2-dsRNA. Estas proteinas serfan los constituyentes principales de
las VLPs y determinarian el tamafio de las partfculas que forman. Es asi como en la cepa
que porta el L1 y L2-dsRNA (UCD 67-385) se observé VLPs de 36 nm de didmetro,
tarnarfio que es promedio considerando las particulas de las otras cepas que sélo portan
el L1 (RV4, 40 nm) o el L2-dsRNA (UCD 68-653C, 27 nm). De acuerdo a estas
observaciones, se sugiere que VLPs de la cepa UCD 67-385 pueden ser constituidas
por las distintas proteinas Gag identificadas. La alta similitud en la secuencia
aminoacidica entre las Gag codificadas por XdV-L1A y XdV-L2 apoyaria esta hipdtesis.
Sin embargo, son necesarios mayores estudios estructurales para evaluar la

composicién de las VLPs en esta cepa.
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En el trabajo realizado se caracterizé por primera vez los dsRNAs y las partfculas
virales presentes en las distintas cepas de X. dendrorhous, logrando determinar la
existencia de miltiples genomas virales y satélites capaces de co-existir en un mismo
hospedero. Considerando que los micovirus de dsRNAs carecen de una ruta de infeccién
extracelular, estos deben relacionarse estrechamente con sus hospederos, convirtiendo
a X. dendrorhous en un buen modelo para estudios de co-infeccion de virus y de co-
evolucion virus-hospedero. Mayores estudios moleculares y bioquimicos seran
necesarios para comprender mejor la replicacion y co-existencia de los sistemas virales

presentes en los aislados de X. dendrorhous.
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CONCLUSIONES

Los L1 y L2-dsRNA corresponden a genomas virales Totiviridae capaces de
coexistir en un mismo hospedero. Estos elementos formarfan parte de un sistema
viral Helper/satélite en las distintas cepas de la levadura, siendo M, S1 y S2-

dsRNAs los elementos satélites.

En la cepa UCD 67-385 se expresan tres proteinas Gag diferentes que son las
encargadas de encapsidar a los distintos dsRNAs. Estos constituyen un sistema

viral altamente complejo y distinto a lo observado en otras levaduras.

Los dsRNAs de X. dendrorhous no son los responsables de la actividad
antifingica observada en la levadura, siendo la funcién de los dsRNAs satélites

{M, S1 y S2-dsRNA) alin desconocida.
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Anexo 1. Cuantificacién relativa de los genomas XdV-L1A y XdV-L1B en las

cepas de X. dendrorhous por RT-qPCR.

Cepa Genoma ct?

Ctprnmedio

ACT?

L1A/L1B
(28T

17,53

Xdv-Lia| 174

17,21
UCD 67-385

17,38

15,85

Xdv-Lig | 1568

15,79

15,77

-1,61

0,32

11,87

Xdv-Lia | 1197

11,25
385 (S2)-40

11,70

13,34

Xdv-L1B | 13,58

13,78

13,57

1,81

12,98

a. Valores de Ct (ciclo umbral) obtenido desde las curvas de amplificacion. Para

cada genoma las mediciones por RT-qPCR se realizaron por triplicado.
b. ACt = (Clyromedin{XdV-L1A) — Cloomedin{XdV-L1B))
c. Cantidad relativa entre los genomas virales XdV-L1A/XdV-L1B.
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Anexo 6. Digestién in silico de las proteinas Gag de X. dendrorhous con el

programa MS Digestor.

A. XdV-L1A

Masastedricas N° aa

% de cobertura Secuencia de aminodcidos

(M+H)® de Ia proteina”

403,2 4 0,6 RPGR

427,2 4 0,6 DIDR

485,3 4 0,6 MHTK

508,2 4 0,6 FDNR

593,3 5 0,7 FAPCR

665,4 5 0,7 EITFR

674,4 6 0,9 FVPGVR

674,4 6 0,9 LVSSLR

735,4 6 0,9 FTLINK

741,3 5 0,7 HENWR

767.4 6 0,9 VAGMYR

791,5 7 1,0 GHTVLHK

824,5 7 1,0 DNVLHVK

835,5 7 1,0 FIESIVK

836,4 8 1,2 GEVDAFAK

880,5 7 1,0 DYVTLNR

942,6 9 1,3 AITQVVIAK

960,6 10 1,5 AALTSVITGK
1.008,6 9 1,3 SGTLFGWIK
1.009,5 8 1,2 JGMHYFNK

1.107,6 9 1,3 VSFEEVLER
1.121,5 10 1,5 QTAMVDMLGR
1.148,5 10 1,5 QSGYQDSHVK
1.153,6 10 1,5 ALLYEDTNSK
1.216,6 11 1,6 MNASNVTRPVK
1.301,7 12 1,8 SITDPAALPWCK
1.420,8 13 1,9 VLPIAPSMVLPQR
1.431,7 12 1,8 TDYEGSFQPLFK
1.496,7 11 1,6 DNYWDRPYVLR
1.750,8 16 2,3 VTVDEYGTVSPEDALR
1.780,8 15 2,2 SSAQYTFYITHCFGR
1.861,0 17 2,5 DFHGGEIQVAPLLPVLR
1.875,0 16 2,3 SAFLHSHEELAILHDR




a3

1.887,9 17 2,5 QYDVNSELASNFNVCGK
1.982,0 18 2,6 KPEVLHNVGEADFSGLNR
2.102,0 19 2,8 VPIQVNQTSEEDVTAEDVE
2.210,0 19 2,8 YFDDTNTYSPLAAINEFTK
2.520,3 24 3,5 SSTIPDVSALTAGQTITIDYTIPR
2.578,2 21 3,1 SQIYEDSQEAYILNMLISWFK
2.762,3 24 3,5 EMVTFMNPNLFVSYDVTPMVNVSK
2.831,4 26 3,8 ALFSGAMINYLAFMGLHAILSNYASR
3.035,5 26 3,8 TEEIHELFAPVQECVIYPSALLYNTR
3.259,5 30 4,4 DGTSPLNVDIHIPSYDFDQMLFEPASGAMR
3.121,5 28 4,1 AFSAAFETLTAIAFTPMPSYQESLVWDK
3.375,5 33 4.8 AEYGGVTGDVVHEINMGPPVDDMPEVMMMVR
3.999,9 39 57 GYPSSLPVHGVVPMVSGSLFLSANASDVASQCHLEQGMK
a0 (26)°
B. XdV-L1B

Masas tedricas N°aa

% de cobertura

Secuencia de aminoacidos

(M+H)? de la proteina®
402,2 3 0,4 LNR
403,2 3 0,4 VER
418,3 4 0,6 VATK
494,3 4 0,6 FTVK
518,3 4 0,6 DDLR
520,2 5 0,7 GSDNK
607,3 5 0,7 FSPTR
631,3 5 0,7 YSSFK
660,3 6 0,9 TVPGMR
670,3 6 0,9 VSSSYK
700,3 6 0,9 TYGECK
701,4 7 1,0 DGLLGAR
737,4 6 0,9 TVHRPK
739,4 6 0,9 FTMVNK
752,3 6 0,9 MMLDSR
768,4 6 0,9 LYVDMK
769,4 6 0,9 FAVYNR
778,4 7 1,0 TVVNMSK
7824 6 0,9 TFDIMR




844,5
853,4
861,5
903,5
992,4
1.044,6
1.125,5
1.138,6
1.167,7
1.173,6
1.231,6
1.301,6
1.324,7
1.410,7
1.459,8
1.460,7
1.563,8
1.611,8
1.691,9
2.061,0
2.223,1
2.593,1
2.712,2
2.813,3
3.461,8
3.653,9
3.975,9

O ® W o ~ ~

1
11
i1
11
11
12
12

14
13
15
17
22
23
24
25
31
35
37

1,0
1,0
1,2
1,3
1,2
1,3
1,5
1,3
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,8
1.8
2,2
2,0
1,9
2,2
2,5
3,2
3,4
3,5
3,7
45
5,1
5,4

74(23)°

84

QLIVDEK

AIDEYSR

ALSLTDNK

AVMELGGVK

SNFYGYNK

EDVIKPVAR

EAAMLANSYR

HLEPHQHIK

AEMAPALPLVR

EMVGATSGFEK

NVMAQGFHEAK

TYEIPDATHVR

MLTEYVNSIVR

FIDESGVYDPLR

LFGNDVIIEHFR

LGNGGAFEPTLGDGR
LTMDMPVLAVCGWK

DTNNFWSKPYVLK

YASNLELATHFQVAK
TDSQEAYIYNMLVSWLK
GSAVSTAPIEPVQEQEPANAVE
ETNSCFSNNCFLTYDLSGMYGVK
SAEVYPTYANSEECVIATYELFGR
VPANLTGEPNVHDLNAQQFTFDEEK
VEQEFASAFELLGALATQPLPSYHESILWSK
IDPNHPGVILFDTVPAFVSGSLLMGAVATDYPVLK
DTHVGYDINDSYGIESVEVNLGPPNPTGEAAISLEFR




C. XdV-L2,

Masas Tedricas

% de cobertura

85

N° aa Secuencia de aminoacidas

(M+H)® de Ia proteina®

485,3 4 1,2 RPGR

506,3 4 1,2 DTDR

665,4 5 1.4 EITFR

674,4 6 17 LVSSLR

741,3 5 1,4 HENWR

767,4 6 1,7 VAQMYR

791,5 7 2,0 GHTVLHK

960,6 10 29 AALTSVITGK
1.009,5 8 2,3 IGMHYFNK
1.107,5 9 2,6 VSFEEVLER
1.131,6 9 2,6 MFGHELEIR
1.216,7 11 3,2 MNASNVTRPVK
1.420,8 13 3,7 VLPIAPSMVLPQR
1.750,9 16 4,6 VTVDEYGTVSPEDALR
1.861,0 17 49 DFHGGEIQVAPLLPVLR
1.875,0 16 4,6 SAFLHSHEELAILHDR
2.102,0 19 5,5 VPIQVNQTSEEDVTAEDVE
2.384,0 21 6,1 MEGEAMVTDMDAHDFVLDETK
2.520,3 24 6,9 SSTIPDVSALTAGQTITIDYTIPR
2,762,3 24 6,9 EMVTFMNPNLFVSYDVTPMVNVSK
28314 26 7.5 ALFSGAMINYLAFMGLHAILSNYASR
3.035,5 26 7.5 TEEIHELFAPVQECVIYPSALLYNTR
3.999,9 39 11,2 GYPSSLPVHGVVPMVSGSLFLSANASDVASQCHLEQG!

94 (19)°




D. Gag L1-dsRNA RV4,

Masas tedricas

% de cobertura

36

(M+H)? N° aa de la protel’nab Secuencia de aminoacidos
485,3 4 0,7 RPGR
506,2 4 0,7 DTDR
523,3 4 0,7 FDNK
' 528,3 4 0,7 LIMHK
651,3 5 0,8 DITFR
651,4 5 0,8 DYILK
674,4 6 1,0 FVPGVR
683,3 5 0,8 HANWR
B09,4 7 1,2 GHIVMHK
880,5 7 1,2 DYVILNR
906,5 8 1,3 LEVEAFAK
932,5 B 1,3 LLLMSSLR
933,4 8 1,3 GYQDSHVK
938,5 8 1,3 AVLYEDTK
970,7 10 1,7 VALASVIIGK
1.030,5 9 1,5 QDLSVTPDR
12.107,0 11 1.8 ENVQIAPLLTI
12.786,3 12 2,0 NLGEADFTGINK
13.366,9 11 1,8 TTILNTQDFQR
14.067,3 12 2,0 FNVCGMEKPEIIR
14.208,3 13 2,2 VLPIAPSMVLPQR
1.478,2 11 1,8 ENYWDRPMVLR
17.928,5 15 2,5 SSAQYTEYLLHCFGR
19.409,7 17 2,8 YGTVNSEEAIQVAQIYR
19.469,7 16 2,7 SAFLHTHEELEILHDR
22.100,3 19 32 YFDDTNTYSPLAAINEFTK
23.712,1 21 3,5 SITDPNALPWTHASTLYGWIK
25.053,2 24 4,0 SSTIPDVSALTAGQTITLNYTVPR
26.802,4 21 35 SQVYEDTHEQYIYNMLYSWFK
28.744,5 26 4,3 ALLSGALMTYLSYMGLHAVLTNYSER
30.354,5 28 4.7 AFSAAFEMLTSIAFSPAPSYQESLVWGK
30.574,8 26 4,3 TEELHEIFAPVQECVVYPTTMLHNTR
31.404,8 30 5,0 DGSSSLNVDVNIGSVDFDQLLFEPASGAMR
32.044,9 28 4,7 IPSNLDGEPMVYDMDAHDFIIDETLTPR
32.,916,0 31 5,2 AEFGGVVGEIEHEIPMGPPVADVPEVTMTQR
474 79 (39,6)




87

Masas obtenidas por la digestion in silico con tripsina. Las masas de los péptidos que
estan fuera del rango (m/z 400 a 5,000) fueron omitidos,

Calculado a partir del total del nlimero de aminoécidos de las respectivas proteinas Gag
(XdV-L1A: 681 aa, XdV-L1B: 683 aa and XdV-L2: 347 aa; Gag cepa RV4: 599 aa)

Los péptidos identificados a parlir de las masas experimentales son indicados

(subrayados).
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