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RESUMEN

Elementos gen6ticos extracromos6micos a3GEs) han sido descritos en

rna amplia variedad de hongos filamentosos y levaduras. En algunos casos

dichos EGEs corresponden a plasmidios de DNA lineales o circulares.  Sin

embargo, en la gran mayoria de los bongos los EGEs son moleculas de RNA

de doble hebra (dsRNAs).  Casi en la totalidad de los  casos  descritos,  1os

dsRNAs  se  encuentran  encapsidados  en particulas  tipo  vinis  (VIJPs).  No

obstante, 1a presencia y persistencia de estas particulas  esta asociada muy

pocas veces   a un fenotipo detectable en los hongos que las poseen. Es asi

que  en  solo  algunas  especies,  como  Sc}cchcr7io772);ces  ce7'ei;isjcre  y  UsZz./czgo

"cz);c7z.s, se ha demostrado que rna toxina ¢7.//er esta codificada en el genoma

viral  y,  por  lo  tanto,  rna  clara  expresi6n  fenotipica  esta  asociada  a  la

infecci6n.   En   ambos   microorganismos,   la   toxina   es   secretada   y   es

responsable de la muerte de c6lulas sensibles de la misma especie, siendo las

cepas fu.//er inmunes a la toxina que ellas producen.

En este trabajo,  se presenta la caracterizaci6n de EGEs y VLPs  de

Pfecr#cr   7ifeoc7ozy772cr,   rna   levadura   productora   de   carotenoides   de   la

subdivision   De2jfe7io7nycozJ.7ccr   (B/crsfoz»j;ceres),   aunque   sus   propiedades

indican  que  es  un Bas'jc7z.oz#j;ceze.  Los  principales  pigmentos  que  sintetiza
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este organismo son astaxantina y P-caroteno, 1os cuales son responsables de

su color anaranjado.

El analisis  de  la composici6n de  acidos nucleicos  de  algunas  cepas

silvestres de P.  7i7zocJozyz„cr nos permiti6  detectar que una de  ellas,  1a cepa

UCD  67-385,  posee  cuatro  mol6culas  extracromos6micas  cuyos  tamafios

moleculares aproxinados deterinados por electroforesis en gel de agarosa

son  4,3;  3,1;  0,9  y  0,75  kilo  pares  de  bases  qapb).  A  estos  elementos

gerfeticos   se  les   denomin6  L,   M,   Si   y   S2  respectivamente.   Tanto   la

incubaci6n  en  medio  alcalino,  como  el  tratamiento  con  RNasa  A  en  un

anortiguador   de  baja  fuerza  i6nica  los   degradan  completanente.   Sin

embargo,  son resistentes al tratamiento con DNasa I, 1o  que indica que se

trata de m6leculas de RNA. Por otra parte, dichas mol6culas son resistentes

al tratan]iento con RNasa A en un amortiguador de alta fuerza i6nica y su

migraci6n  electrofoietica no  se  altera  cuando  se  tratan  con  nucleasa  S1,

RNasa H y endonucleasa EcoRI, 1o que indica que se trata de mol6culas de

RNA de  doble  hebra,  sin poseer  secuencias  de  hebra  sinple  ni  regiones

hforidas DNA:RNA.  Su retenci6n especifica en columnas de celulosa CFll

y la cin6tica de desnaturaci6n termica de la molecula M, constituyen pruebas
adicionales  de  la  naturaleza  quinica  de  RNA  de  doble  hebra  de  estos

elementos.

Mediante centrifugaci6n de extractos libres de c61ulas en gradientes de

sacarosa,  1os  dsRNAs  copurifican  con  VLPs  isom6tricas,  aparentemente

icosdedricas,   de  36  nm  de  diinetro,   lo   que  revela  que   existiria  rna
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asociaci6n de los dsRNAs con las VLPs y que probablemente constituirian el

material gen6tico de dichas particulas. El analisis electrofor6tico en geles de

poliacrilamida-SDS   de   las   fracciones   que   contienen   VLPs,   revel6   1a

presencia de dos bandas principales de aproxinadamante 35 y 80 kilodaltons

que  podrian  corresponder  a  polip6ptidos  de  la  particula  viral,  siendo  el

candidato  mas  probable  para  ello   el  polip6ptido   de   80   kDa,   ya  que

polip6ptidos   de   sinrilar  nasa  molecular  ban  sido   detectados   como   el

principal constituyente de la cipside de las VLPs en otros hongos.

Tanto   la   irradiaci6n   con   luz   UV,    como   el   tratamiento    con

cicloheximida de la cepa silvestre, penniten obtener cepas curadas s61o del

S2-dsRNA.  Todos los clones curados contienen VIJPs id6nticas a las de la

cepa  parental,  1o  que  sugiere  que  el  S2-dsRNA  no  codifica  polip6ptidos

estructurales de las VLPs.

El  analisis  de  secciones  ultrafinas  por  microscopia  electr6nica  de

transmisi6n, permiti6 determinar que la localizaci6n intracelular de las VLPs

es citoplasmatica, observindose particulas aisladas y pequefias agrupaciones

de  6stas.  Algunas  se  encuentran  asociadas  a  estructuras  citoplasmaticas

membranosas  y  otras  cercanas  al  plasmalema.  No  se  observaron  VLPs

intranucleares, pero si muy cercanas al ndcleo. Ademas,  se observ6 que la

gran  mayoria   de   las   particulas   se   encuentran   asociadas   a   estructuras

filamentosas, posiblemente acidos nucleicos que son extruidos de la capside

micoviral.
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Tanto la cepa silvestre como los clones curados del S2-dsRNA, poseen

un fenotipo  47.//er  que  destruye   a  c61ulas   sensibles   de  P.   7i72ocJoz);mcr y

S.  cerew.sz.cre, 1o que estaria indicando que el S2-dsRNA no seria inportante

para la expresi6n del fenotipo #//er. Las condiciones 6ptinas de la toxina
frz'//er fueron pH 4,6 y 22 °C.
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ABSTRACT

Extrachromosomal genetic elements a3GEs) have been described in a

wide  variety  of filamentous  funti  and yeasts.  In  some  cases,  such EGEs

coITespond to linear or circular DNA plasmids.  However, most fungi have

EGEs   that   are   double-stranded   RNA   molecules   (dsRNAs),   usually

encapsidated in virus like particles (VI,Ps). The presence and persistence of

these particles in funti are seldom associated to a detectable phenotype. A

fa.//er  toxin  is  codified  in  the  viral  genome  of  infected  Scrcchcrro7");cos

cerevjsz.c}e  and  Usfj/crgo  77zcr};c77.s'    and hence,  a  clear phenotypic  expression

can   be   associated   in   this   case   to   the   mycoviral   infection.   In   those

microorganisms,  a toxin is  secreted and it is  responsible  of the  death the

sensitive cells. The #/Jer strains are inmune to their own toxin.

h   this    work,    EGEs    and   VLPs    of   Pfecr;#3cz    7i7zocJozymc7   were

characterized.  This  carotenoid producing yeast belongs to  the  Subdivision

Dezjfero7")/COZZ.72cr     (B/crszo7„);ceres),     with    properties     indicative     of    a

Bcis7.c7z.ore);cefe.  The  major  pigments  synthesized    are  astaxanthin  with  a

minor proportion of P-carotene and other pigments which are responsible for

their orange or salmon-red color.
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The analysis of nucleic acid composition in some P.  7ifeoc7ozj;7"c7 wild-

type strains allowed us to detect in one of them (UCD 67-385  strain), the

presence of four extrachromosomal molecules, whose molecular sizes were

4.3,  3.1,  0.9 and 0.75 kilo base pairs  (kyb),  as  deteHnined by agarose  gel

electrophoresis.  They  were  named  L,  M,  Si  and  S2  respectively.  Both

incubation in alkaline media  and RNase A treatment (in a low ionic strength

buffer) completely degraded those EGEs. Nevertheless, they were resistant

to DNase I treatment, suggesting that they are RNA molecules.

On  the  other  hand,   such  molecules  were  resistant  to  RNase  A

treatment  in  a  hich  ionic  strength  buffer.  Likewise,  their  electrophoretic

migration   were   not   altered   by   nuclease   S1,   RNase   H   and   EcoRI

endonuclease treatments.  The results showed that those EGEs were double

stranded RNA molecules, without either single strand or RNA:DNA hybrids

reedons.   Additional  evidence   of  the   chemical  nature   of  those   dsRNA

molecules was provided by their specific adsorption to CFll  cellulose resin

columns and the thermal denaturation kinetics of the M molecule.

The dsRNAs cosedimented in sucrose gradient centrifugation of free-

cell  extracts  with  isometric  virus-like  particles  of  36  nm  in  diameter,

suggesting that the dsRNAs are associated with the VLPs and those dsRNAs

probably constitute the genetic material of such particles. When the gradient
fractions     containing  VLPs  were  analyzed  by  SDS-PAGE,  two  major

polypeptidic bands were observed of 35 and 80 kDa that could correspond to

viral particles polypeptides. The 80 kDa polypeptide could be the principal

EN



capsid  component  since  sinilar molecular weigiv polypeptides  have  been

described as a major structural capsid component in other fungal VIJPs.

Both UV irradiation and cycloheximide treatment of wild-type strain

permitted the  isolation  of only  S2-dsRNA  cured  strains.  All  cured  clones

contain  VLPs  identical    to  those   of  the  parental  strain suggesting that

S2-dsRNA does not encode for VLPs structural polypeptides.

The   VLPs   intracellular   localization  was   determined  by   electron

microscopy  of ultrathin yeast  cell  sections.  The  VLPs were  found  in the

cytoplasm as isolated particles or in small clusters.  Some of those particles

are associated to membranous cytoplasmic structures and others are found

near the plasmalemma and nuclei, but not inside the nuclei. Moreover, most

VLPs were found associated to filamentous structures, possibly nucleic acids

that were extruded from mycoviral capsids.

Both wild-type  and  S2-dsRNA cured strains  had  a far.//er phenotype

that   destroyed  P.   r73oc7ozy"cr   and  S.   cerevJ.s7.cre   sensitive   strains.   This

indicates  that  the   S2-dsRNA  is  not  involved  in  the   ¢jJ/er  phenotype

expression.

The optinal conditions for Zj//er activity were 22 °C and pH 4.6.
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INTRODUCC16N

Elementos    gerfeticos    extracromos6micos    @GEs)    ban    sido

descritos  en  rna  amphia  variedad  de  bongos  filamentosos  y  levaduras

(Wickner y col.,  1986; Buck,  1986; Koltin,  1988). En algunos casos, dichos

elementos corresponden a plasmidios de DNA lineales qigon y col.,  1989;

Meinhardt y col., 1990; Worsham y B`olen, 1990) o circulares (Collins y col.,

1981;  Stohl y col.,  1982; Futcher,  1988).  Sin embargo,1a   mayoria de los

EGEs  ftngicos  observados  corresponden  a  mol6culas  de  RNA  de  doble

hebra  (dsRNAs)  (Wood  y  Bozarth,   1972;  Leinke,   1979;  Doods,   1980;

Treton y col.,  1986; Pryor y Boelen,  1987; Dickinson y Pryor,  1989).  solo

en algunos hongos se ha determinado que la presencia de EGEs se encuentra

asociada con rna clara expresi6n fenotipica.  Es asi como  se ha observado

que la presencia de plasmidos de DNA lineales esta asociada a la producci6n

de  toina;s  killer  erL  Kluyveromyces  lactis  (Sfyark y  och.,  1990!)  y  Pichia

crcczcz.e  (Worshan y Bolen,  1990),  o bien,  a fen6menos  de  senescencia en

Ivez{roxpo7icr 7.72fe777'zec7J.cr @ertrand y col.,1985). Por otra parte, tambi6n se ha

observado que la presencia de RNA de doble hebra (dsRNA) 1e confiere un

fenotipo  fa.//er  a  Scrchcrrojnyces  cerei;jsJ.cre  (Tipper  y  Bostian,   1984)  y

Usfz.hugo  77gcrj/c7z.s'  afoltin,  1986a)  o  es  responsable  de  la hipovirulencia  en

Endothia parasitica Cvan Alf ien> 1986) .
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Las mol6culas de dsRNA presentes en la mayoria de los hongos,

generalmente se encuentran encapsidadas en particulas tipo virus (VLPs) y

en  muy  pocos   casos   no   encapsidadas,   pero   si   asociadas   a  vesiculas

membranosas   @uck,  1986; Koltin y Leibowitz,  1988; Brown y Finnegan,

1989; Seroussi y col., 1989). Dichas particulas tipo virus han sido detectadas

en  numerosas  especies  de  hongos,  tales  como  ZreJ7"j72£72orpo7.j„7"  z#cr);c7js

@ozarth,    1977),   £e72fz.7?a£S   ecJoc7es   (Ushiyana   y   col.,    1977),   Pctccz.72jcz

striiformis  @id€i]ELson  y  Pryor,  1989),  Rhizoctonia  solani   (TavaITtris  y

Bandy,   1988),   S.   cerev7.s'z.cre   qerring  y  Bevan,   1974),   Sepzorjcz   Zr#7.c7.

(Zelikovitch y col.,  1990) y U.  fflc7);c7js qemke,  1979; Buck,  1986; Koltin y

Leibowitz,  1988) y han sido denominadas por algunos investigadores como

lnicovirus  de  dsRNA    G'ryor  y  Boelen,  1987;  Zelikovitch  y  col.,  1990;

Schmitt y Nethausen, 1994).  De acuerdo a lo anterior, se ha definido como

virus  de  hongos,  o  micovirus,    a  las  particulas  que morfol6gicanente  se

asemejan a los virus y que mediante su purificaci6n y caracterizaci6n, se ha

demostrado  que  contienen un genoma encerrado  en rna  cubierta proteica.

Por otra parte,  en el caso de las particulas  que  solo  se ha determinado su

morfologia  y  no  existe  informaci6n  sobre  su  composici6n,  se  utiliza  el

teHnino particulas tipo virus o VLPs @uck, 1986).

Tanto las VLPs como los micovirus,  son particulas intracelulares

generalmente citoplasmaticas, que poseen algunas propiedades que los hacen

diferentes  de  los  virus  de  bacterias,  .plantas  y  aninales.   Son  latentes  o

cripticos,  debido  a que  la mayoria de  los hongos infectados no  presentan

sintomas evidentes, no poseen un ciclo infectivo extracelular y se propagan
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s61o por anastomosis de hifas, apareamiento, meiosis o mitosis de los bongos

infectados @uck, 1986).

En  relaci6n  a  su  organizaci6n  estructural,  la  mayoria  de  los

micovims  y  las  VLPs   de   dsRNA  descritas   corresponden  a  particulas

isom6tricas icosa6dricas  o esfericas,  carentes  de envoltura lipidica,  con un

rango de tamafio entre 25 y 50 nm de diinetro a3uck, 1986).  Sin embargo,

se han observado  VLPs  cuyos tamafios  caen fuera del rango  comtinmente

observado.  Tal es el caso de las VLPs  de Pe727.cj/Jj2/7"  c7.frz.7€#"  que poseen

un   dialnetro   de   20   nm   @enigni  y   col.,   1977)   y  las   de  Hz.szap/as'772cz

ccrp§"/c7fz!z"  con  un  tamafio  aproxinado  de  60  a  66  nm  (Adler,   1979).

Adicionalmente,  se han descrito  otros tipos morfol6gicos de VLPs y virus

fiingicos   que   corresponden  a  particulas   con  foma  de  vanillas  rigidas

observadas    en    Pezz.zcr    asfrcrcocJer"cr    @ieleman-van    Zaayen,     1967;

Dieleman-van Zaayen y col., 1970), o particulas con cabeza y cola, similares

a   algunos   bacteri6fagos,   en  Scrcchcr7io#2j/ces'   ca7i/saerge7es'js   (VoHcoff  y

Walters, 1970), entre otros.

En t6rminos generates, 1os estudios realizados en los micovirus de

dsRNA mejor caracterizados ban permitido determinar que la estructura de

su capside es sinple. La mayoria de. ellos poseen rna cubierta compuesta de

un polip6ptido principal cuya nasa molecular es  aproximadamente  85.000

daltons @ruen y col.,  1988), diferenciindose de los reovirus, cuya cubierta

esta conformada de  7  subunidades proteicas  con pesos  moleculares  en el

rango de 34.000 a 155.000 (Wood,1973). El analisis detallado de la cubierta
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de  algunos  micovirus  ha  permitido  determinar  que  poseen  una  estructura

icosa6drica, forinada por 60 unidades estructurales id6nticas. Estas ultimas,

consisten  de  rna  o  dos  subunidades  polip6ptidicas  iguales.  Por  ejemplo,

capsides  formadas  por  60   subunidades   se  encuentran  en  los  virus  de

P enjcilliwm chrysogenum @NIck y Chrvan, T9] 7) , P enicillium cyaneo-i ;ulvun

@uck y Girvan,  1977  ) y S.  cerei77.s'jc7e  Qeilly y  col.,  1984).  En  canbio,

capsides  formadas  por  120  subunidades  se  han  descrito  en  los  virus  de

4spe7'gjJ/24s /oerzcJz4s'  @uck  y  Ratti,   1975),  ff.   7#crj;c7z.s  @ozarth,   1977)  y

Penicillium stoloniferam ®uck y Keapson-Iones> 1974).

En  relaci6n  al  material  gen6tico  de  los  virus  ftnticos,  se  ha

determinado  que poseen genomas  de  3,5  hasta  10  ]apb,  tanafio  suficiente

para codificar los polip6ptidos de la capside viral y algdn otro polip6ptido.

Ademas,  mediante  experimentos  de  traducci6n  J.72  1;jfro  utilizando  dsRNA

desnaturado,   se  ha  demostrado   que   el  genoma  viral  codifica  para  los

polip6ptidos de la capside de los micovirus de S.  ceJievjsjcre Qlopper y col.,

1977;  Reilly y  col.,  1984;  E1-Sherbeini y  col.,  1984),  jz.  so/cr72z.  Q7inkler y

cch.> 1988)> Helminthosporium victoriae (Ghelbiral y col., 198]) y U. maydis

@alton y col., 1985; Podila y col., 1987).

Por otra parte, se han encontrado RNA polinerasas dependientes

de  dsRNA,  formando  parte  de  la  estructura  de  los  viriones  en  todos  los

micovirus  de  dsRNA hasta ahora analizados  @uck,  1986).    Sin embargo,

s61o en pocos casos hay evidencias  que indican que  dichas  enzinas  estin

codificadas en el genoma del micovirus. Estudios realizados con el virus LA
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de S.  cerei;isjc7e qA-ScV) han pemitido detemrinar que la RNA polinerasa

es  capaz de replicar y transcribir el genoma viral.  Ademas,  el LA-dsRNA

codifica para la proteina principal de la capside (Gag) y posiblemente en 61

estaria codificada una proteina  de  fusi6n  (Gag-Pol),  existiendo  evidencias

que corresponderia a la RNA polinerasa (Wickner, 1989).

Las  familias  de  virus  funalcos  han  sido  clasificadas  basindose

principalmente en la organizaci6n del genoma viral.  Dicha clasificaci6n ha
resultado  muy  dificil,  particularmente  en  el  establecimiento  del  ndmero

mininro  de  segmentos  gen6micos  requeridos  para  su replicaci6n.  Esto  se

debe  a que muchos  aislados  aparentemente  contienen RNAs  satdites  y/o

RNAs defectivos.

La  primera  familia,  rofz.w.r7.c7cze,  comprende  a  los  virus  con  un

genoma  no  dividido  con un  tanafio  de  4,7  a  6,3  1apb  @uck,  1986).  Se

requiere menos de la mitad de dicho genoma  para codificar los polip6ptidos

de  la  capside,  por  lo   cual   se   supone   que   su   dsRNA  es,   al  memos,

dicistr6nico. Los genes de los polip6ptidos de la capside en los virus de S.

cerew.sz'cre estin localizados cerca del extremo 5' de sus dsRNAs (Wickner,

1989),  sin  embargo  no  existe  ann  informaci6n  comparable  para  los otros

virus.  La  segunda  finiilia  es  la Pcz77z.Zr.vjrjc7cre  y  comprende  los  virus  con

genomas de dos dsRNAs monocistr6nicos, usualmente de tamafio sinrilar, en

el  rango  de  1,4  a 2,2  1apb.  Uno  de  los  segmentos  de  dsRNA  codifica  el

polip6ptido  de  la  capside  y  el  otro  segmento  codifica  un  polip6ptido  no

relacionado  aiomanos y col.,  1981)  .  Otra fiinilia, no claramente  definida
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ath, comprende a los virus de P.  chrysoge7?#z„, los que se caracterizan por

poseer tres a cuatro segmentos de dsRNA monocistr6nicos @uck y Girvan,

1977). No  obstante, no se conoce la raz6n por la cual se requieren tantos

segmentos de dsRNA para la replicaci6n del virus. Los micovirus que ya se

han clasificado en alguna de estas tres finflias y algunas de sus propiedades

fisicoquimicas se presentan en la Tabla 1 .

Numerosos    micovirus    no    ham    sido     clasificados,     debido

principalmente a que no se tiene suficiente informaci6n de la organizaci6n de

su genoma. AIgunos de ellos pueden ser clasificados en rna de las finilias

existentes,  mientras  que para  otros  puede  ser necesario  establecer nuevas

familias. Por ejemplo, el virus de H.  mcrj;c7js que tiene solo un segmento de

dsRNA de 8,3 kpb, probablemente al menos dicistr6nico, podria llegar a ser

un   g6nero   de   los    rofjvj7`jcJcre,   a   diferencia   del   virus   45/101-C   de

Gcrez!77qcr727€o"j;ces g7icr"j72js', cuyo thico dsRNA de  1,8 kpb tiene capacidad

codificante  s61o para  su proteina de la capside  @uck,  1986).  Este ultino

podria  ser  un  virus  sat61ite,  sin  embargo  se  debe  tener  cuidado  en  las

interpretaciones,  ya  que  puede  contener  dos  dsRNAs  distintos,  pero  del

mismo tanafio.

Entre   los   micovirus   mejor   estudiados   se   encuentran   los   de   S.

ce7'evz.siz.cre  (Wickner,   1993).  La  mayoria  de  las  cepas  de  esta  levadura

contienen uno o mas virus de dsRNA. Entre ellos se incluyen tres finilias

con genomas  de dsRNA qA, LBc y M).  El tamafio  de  sus  genomas y los

productos codificados en ellos se muestran en la Tabla 2 (Wickner,1989). EI

virus LA posee un segmento de dsRNA de 4,6 kpb, cuyo proce'so replicativo



Tabla 1. pROplEDADEs FlslcoQuincAs DE vlRus FrfuGlcos a3uck, i986).

7

FArmIA MIEMBROS DIAMETRO DSENAS POLIPEPTIDOS DE

(mm) aapb) IA cdrslDEOMx10-3)

TOTIVIRmAE

Virus LA deSaccharcimyces 40 4,7 88

cerevisiae
Vius 87-1-H deGaeumannomyces 40 6,1 84

Iraminis
Vius  de Mycogo#e 42 6,3 69

perniciosa
Vius LBc deSaccharoinyces 40 4,7 82

cerevisiae
Vius Pl-Hl de Usrtr.Jago.maydis 41-43 6,1 73

Vius de ycr77iowj.alipolytica 50 5,5 76

PARTITIVIRrmAE

Vims 019/6-A deGaeumannonrycesgraminis 35 1,81,7 60

Virus 4 de 4gr".c#s'bisporus 35 2,22,0 69

Vius T1 -A deGaeumannomycesgraminis 35 2,22,1 73

Virus S de penicilliumstolonrferum 30-34 1,61,4 56

PENICI-MCHHysoGENUM

Vines de Permicilliumchrysogenum 35-40 3,23,0 125

2,9
Vius de Penicilliumbreviccrmpactum 35-40 3,23,0 N.D.

2,9
Vfro de Penicilliumeyaneo-fuivum 35-40 3,23,0 125

2,8

N.D. = No deteminado.
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Tabla 2. VIRUS DE DSRI`IA DE fACciz4Ran4ycES CEREras"E (wlcENER, ig89).

NOMBRE KB PROTEiNAS
CODIFCADAS

LA-ScV

M1-ScV

M2-ScV

LBc-ScV

4.6

1.8

4.6

Proteina principal de la

capside (80 kDa).

RNA  polinerasa   (180

kDa).

Proteina  precursora  de

la  toxina  fa./Jer  y   del

p6ptido   de   inmunidad

(32 kDa).

Proteinas principales de

la   capside   (77   y   73

kDa).
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es  co#servcrrz.vo,  1o  que  significa  que  las  hebras  parentales  permanecen

asociadas, y sec24e72cz.cr/ en el sentido que la hebra (+) es sintetizada prinero

y  luego  se  sintetiza  la  hebra  (-)  usando  como  templado  la  hebra  (+)

QTewman y MCLau8hlin, 1986). Se ha demostrado que la sintesis de anbas

hebras tanto  del  LA  como  de  los  M  dsRNAs  ocurre  dentro  de particulas

virales alsladas y ademas que particulas aisladas que solo contienen la hebra

(+) de LA son capaces de realizar la sintesis de la hebra (-) usando como

templado la hebra (+). Enseguida a partir del dsRNA sintetizado, comienza

la sintesis conservativa de hebras (+) que son extruidas de las particulas LA.

Las hebras  (+)  expulsadas fuera  de  la  capside  viral tienen la funci6n  de

servir como mRNA para la sintesis de proteinas virales y como el sustrato de

empacamiento para formar nuevas particulas virales  completindose  asi  el

ciclo replicativo G]ujinura y col., 1986; Esteban y Wickner, 1986; Fujimura

y  Wickner,  1987)  Gig.  1A).  Los  dsRNAs  M]  y  M2  codifican  proteinas

precursoras de toxinas secretadas (1as toxinas frj//er) y sus correspondientes

proteinas de inmunidad.  Se definen como dsRNAs sat61ites, ya que para su

replicaci6n utilizan las proteinas de la cubierta codificadas por LA, las que

estin disefiadas para encapsidar rna mol6cula de L-dsRNA de 4,5 kb. Como

el  tamafio  de  M]  y  M2  es  menor  que  la  mitad  del  tamafio  de  LA,  1as

mol6culas M son replica`das al igual que LA, pero los transcritos de hebra (+)

de M son retenidos .dentro de la particula y son convertidos a rna segunda

mol6cula de M dsRNA en la misma particula hasta que   la capside  este

llena.  Posteriormente  comienza la sintesis  conservativa de hebras  (+)  que

son extruidas de la capside sirviendo como mRNA de la proteina precursora

de  la  toxina  y  de  la  proteina  de  inmunidad  @ussey,   1988)  Gig.   18).
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Fig.1.    Ciclos   replicativos   de   los   virus   LA   y   M   de   Scrcchcrronyces
cerevisJ.cre. En ambos ciclos (A y 8) 1a replicaci6n es couserv¢#."!,
es decir, 1as hebras parentales permanecen unidas, y sec#e"cz.¢J, 1o
que  sigriifica  que  las  hebras  (+)  se  sintetizan  en  la  etapa  de
transcripci6n y las hebras (-) en la etapa de replicaci6n.
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Los  estudios  de virus  fungicos  se  han realizado  tanto  en  levaduras

como en bongos filanentosos, algunos con sexualidad y otros inperfectos,

que van desde los P72j;co"j;ceres hasta los Bczs'jcJ7.o");cefes'.  Sin embargo, en

muy pocas especies tales como S.  cerevjs'jcre (Tipper y Bostian,  1984),  U.

z7zc7);cJjs'  afoltin,   1986a),  ffcr7cser#.crsportz  %i7crr„ffl   (Schmitt  y  Neuhausen,

1994)   y   Zj;gorczcchc7ro7„);ces'   acrj/7.7.   aiadler   y   col.,    1993;   Schmitt   y

Neuhausen,  1994), se ha determinado que rna toxina ¢jJ/er esta codificada

en  el  genoma  viral  y  por  lo  tanto,  rna  clara  expresi6n  fenotipica  esta

relacionada a dicha infecci6n.  En  estos  casos,  1a toxina es  secretada y es

responsable  de  la muerte  de  c6lulas  sensibles  de  la misma  especie  y  de

especies  estrechanente  relacionadas  (Young,  1987;  Bussey  y  col.,  1990;

Peery y  col.,  1987;  Tao  y  col.,  1990).  Ademas,  se  ha  observado  que  las

cepas  far.//er  son  inmunes  a  la  toxina  que  ellas  producen,  debido  a  que

sintetizan  rna  proteina  que  las  protege  contra  su  propia  toxina  @ay  y

Doods,   1979;   Tipper  y  Bostian,   1984).   Existen   al   menos,   tres   virus

diferentes que pueden conferir un fenotipo far.//er a  las cepas de S. ce7'ev7.sjcre

que los contienen. Todos producen proteinas diferentes, las toxinas Ki, K2 y

K28, siendo cada sistema de inmunidad especifico para un s61o tipo de toxina

@ussey y  col.,  1990).  Se ha  demostrado  experimentalmente  que  tanto  la

toxina K[   como el componente de inmunidad son codificados por un solo

gen  contenido  en  el  M]-dsRNA  que   especifica  un  precursor  proteico

preprotoxina/inmunidad  @ostian  y  col.,  1984;  Skipper  y  col.,  1984).  La

estructura de  esta proteina precursora de  316  residuos  de  aminoacidos  se

muestra  esquematicamente  en  la  Fig.  2A.  En  el  extremo  amino  de  la

subunidad Ch de la toxina hay un p6ptido /eczcJer de 44 aminoacidos, de los
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lNMUNIDAD
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234    i     i                                                                              i   3
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a) Toxina

Fig. 2.      Estructura esquematica del precursor proteico y de la toxina madura.  (A) La
preprotoxina. Desde el N hasta el C-terminal estin la secuencia sefial Ore),
una regi6n pro seguida por las subunidades or y P separadas por un p6ptido y
91icosilado (G). Los sitios de procesamiento por la peptidasa sefial Q'S) y por
las proteasas KELE y KExl  estin indicados con flechas.  Tanbi6n se ilustran
las localizaciones de los dominios hidrofobicos y del dominio de inmunidad en
la  subunidad  Ch.  (8).  La  torina.   Se  muestran  las  subunidades  Ch  y  P  que
constituyen el diniero t6xico.  Ellas  se encuentran covalentemente unidas por
enlaces disulfuros cuyas uniones no han sido determinadas. Las posiciones de
los  residuos  de  cisteina  se  indican  con  una  S.   Tanbi6n  se  muestran  los
dominios requeridos para la formaci6n de canales y para la uni6n al receptor de
la pared celular (Tipper y Schmitt, 1991).
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cuales    los   primeros    26    residuos    constitnyen    rna    secuencia    sefial

convencional   que   es   cortada  por  rna  peptidasa   sefial   en   el   reticulo

endoplasmico.  La toxina K]  esta  compuesta  de  dos  subunidades  distintas

unidas por puentes disulfuros denominadas Ch y P Q]ig. 28). La subunidad Ch

comprende    103   residuos   de   aminoacidos   y   contiene   dos   dominios

hidrofobicos de 20 y 16 residuos de aminoacidos respectivanente, que son

requeridos para su actividad t6xica Q3ostian y col.,  1984; Zhu y col.,  1987).

Ademas, 1a subunidad or es multifuncional, ya que  esta involucrada en la

union  al  receptor  de  la  pared  celular  y  se  requiere  para  la  funci6n  de

inmunidad  en la proteina precursora.  La  subunidad P  de  la toxina  es un

polip6ptido hidrofilico de 83 residuos de aminoacidos que se requiere para la

union al receptor de la pared celular @ussey, 1991). La proteina precursora

de la toxina es  extensivamente procesada postraduccionalmente  en la via

secretora   de   levaduras.   Una   de   las   primeras   etapas   es   su   entrada

cotraduccional a membranas  del reticulo  endoplasmico,  donde se remueve

su p6ptido serial y es N-glicosilada en el p6ptido y Gig. 2A). Posteriormente,

durante   el  paso  por  el   aparato   de   Golgi,   el  precursor   es  procesado

proteollticamente por la endoproteasa dibasica codificada por el gen KEX2

Q4izuno y col., 1988) y por la carboxipeptidasa codificada por el gen KEX1

@mochowska y col.,  1987), que remueve los residuos basicos del COOH-

terminal   de   la   cadena   or   @ussey   y   col.,    1990).   Despu6s   de   este

procesamiento,   1a   toxina   madura   es   secretada   por   la   via   secretora
constitutiva al medio de cultivo @ussey, 1988).
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El mecanismo de acci6n de las toxinas Ki y K2 de S.  cerev7.sjcre

esta   parcialmente   dilucidado   y   se   ha  demostrado  que  reconocen  un

P-1,6-D-glucano  como  receptor  en  la  pared  de  c61ulas  sensibles  y  son

capaces de formar canales z'73 vz.fro, 1o que podria explicar su acci6n a nivel

de la membrana celular @ussey y col., 1990; Bussey,  1991). En canbio, la

toxinaK28 se  one  a  cadenas  laterales  de  manotriosa,  unidas por enlaces

or-1,3 de rna manoproteina de la pared celular, con posterior inhibici6n de la

sintesis de DNA (Tipper y Schmitt,  1991). En el caso de  I/.  z„cr)/c7jsl,  se ha

determinado  que  la  toxina  fa.//er  posee  actividad  nucleasica  capaz  de

degradar dsDNA,  SSDNA y  SSRNA.    Sin  embargo,  no  presenta  actividad

cuando se usa dsRNA como sustrato qfoltin, 1986a).

Por  otra  parte,  en  bongos  filamentosos  fitopat6genos,  se  ban

descrito otras propiedades fenotipicas conferidas por el genoma micoviral.

Entre  ellas  se incluye  la virulencia en A.  so/cr73j  ¢inkler y  col.,  1985),  el

debil crecimiento y la escasa o nula esporulaci6n en ZJ.  vjcforjcre (Ghabrial,

1986)  y  la  hipovirulencia  en  E.  p¢7iasjzz.ccr  (Van  Alfen,  1988).  Estudios

realizados con distintas cepas de jz.  s'o/cJ7£j revelaron que las  cepas  que no

contenian micovirus eran hipovirulentas y que la p6rdida de algunos o todos

los  segmentos  de  dsRNA  de  las  cepas  virulentas  las  transformaba  en

hipovirulentas. Ademas, la transferencia de dsRNAs de una cepa virulenta

hacia rna hipovirulenta se asoci6 con la transmisi6n de la virulencia Ginkler

y col., 1985). El descubrimiento de la hipovirulencia en E. pcrrczsjzz.ccr, fue el

primer ejemplo conocido de un agente transmisible responsable en reducir la

virulencia de un pat6geno. Para controlar el cancer del castafro en Europa y
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en Norteam6rica, producido por cepas virulentas de E. pcrrcrsJt7.ccz, se usaron

cepas hipovirulentas de este hongo fitopat6geno que se aislaron de drboles

que sobrevivian a la infecci6n.  Se demostr6 que el thico material gen6tico
detectable  asociado  con  la  hipovirulencia  correspondia  a  mol6culas  de

dsRNA y que existia rna cotransferencia de los dsRNAs y la hipovinlencia

durante la anastomosis de hifas. Ademas, la curaci6n de los dsRNAs de rna

cepa hipovirulenta la convertia en virulenta qulbricht, 1984). Por otra parte,

en  este  bongo,  1os  dsRNAs  no  se  encuentran  asociados  a  VLPs  (Nuss,

1987),   aunque   copurifican  con  particulas   aisladas   cuando   se   emplean

metodos  para  obtener  particulas  virales  @oods,  1980).  Sin  embargo,  no

tienen  la  forma  icosa6drica  comthmente  encontrada  en  los  hongos  y

contienen cantidades significativas de lipidos y carbohidratos. Por lo tanto,

1as  evidencias indican que los  dsRNAs  existen  como mol6culas  desnudas

dentro de vesiculas membranosas @oods, 1980). Es necesario destacar que

este es un caso excepcional dentro del gran ndmero de hongos que poseen

dsRNAs, ya que la gran mayoria se encuentran encapsidados @uck,  1986;

Koltin y Leibowitz, 1988).

En este trabajo, se presenta un estudio realizado con la levadura

P72cz;ffc7      7:72oc7ozymcr.      Este      hongo,      pertenece      a      la      subdivisi6n

De2{fe7iomj;cofj7ecr,    sin   embargo,    posee    caracteristicas   propias    de    un

bczsjc7Zo");ceze tales  como:  1os polisacaldos  de  su pared  celular contienen

rna  alta  proporci6n  de  Ch-1,3-glucano  ®seudonigerano)  polinero  que  se

encuentra   tanto   en   levaduras   basidiomycetes   como   en   los   g6neros

ascomycetes  Schjzasc7cchcrro7»j;ces  y  E79c7o"j;ces;  es  capaz  de  hidrolizar
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urea, propiedad mas  comunmente encontrada en levaduras basidiomycetes

que en ascomycetes   Qffler y col.,  1976); produce rna serie de pigmentos

carotenoides  que  no  se  encuentran  en  levaduras  asc6genas  siendo  los

principales astaxantina y P-caroteno que le confieren a las c61ulas un color

rojo-anaranjado Ouller y col.,  1976; Andrewes y col.,  1976).  Sin embargo,

la  evidencia  mas  concluyente  del  origen  filogen6tico   de  P72cr;#3cr  es  el

descubrimiento de la presencia de multicapas de pared celular cerca del area

de  yemaci6n  QTig.   3).  Este  mecanismo   de  yemaci6n   es   similar  al  de

levaduras heterobasidiomycetes Q{reger-van Rij y Veenhuis,  1971). Debido

a  su  complejidad  y  a  que  no  ha  sido  posible  atn  determinar  su  ciclo

reproductivo sexual, el conociniento de la gen6tica de este microorganismo

es muy escaso. Es por ello, que el prop6sito de esta tesis esta centrado en

la detecci6n y caracterizaci6n de EGEs en dicha levadura, de lo cual no se

conocia nada antes de la realizaci6n de este trabajo. De esta manera,  sera

posible  disponer  de  herramientas  metodol6gicas  que  puedan proporcionar
altemativas  para  el  estudio  de  la  gen6tica  de  P.  7i7zoc7ozj;rmcr  en  aspectos

relevantes    de    su    fisiologia    g6nica    como    lo    es    por    ejemplo,    1a

carotenog6nesis.
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Estudios   iniciales   en   nuestro   laboratorio   mediante   analisis

electrofor6tico de los acidos nucleicos  de capas  silvestres de P.  7i72oc7oz);77'2cr

mos permitieron detectar en rna de  ellas la presencia de cuatro EGEs  que

migran    mds    fapido    que    el    DNA    oromos6mico.    Estos    elementos

correspondieron  a  mol6culas  de  RNA,  ya  que  fueron  degradados  por

tratamiento  con  ribonucleasa  A  QNasa  A)  y  experimentos  preliminares

indicaban que se tratalba de dsRNAs.  Ademds,  dicha cepa destrny6 a otra

que  no  poseia  EGEs   cuando   eran  cocultivadas.   Estos  resultados,  mos

permitieron plantear la  siguiente  hil)6tesis  `Los  EGEs  correaponderian  a

mol6culas de RNA de doble hebra (dsRNA) y constituirian el genoma de

particulas   virales.   Dichos   dsRNAs   codificarian   para   los   polip6ptidos

coustituyentes  de  la  capside  de  las  particulas  virales y para una proteina

t6xica que le conferiria un fenotipo fez/er a las cepas que los poseen", De

acuerdo a esto, el obietivo general de este trabajo fue la caracterizaci6n de

los EGEs de P. 7i72oc7ozy"cr y los obietivos esDecfficos fueron los siguientes:

1.    Determinaci6n de la naturaleza quinica de los EGEs.

2.    Detecci6n de particulas tipo virus (VLPs) y deteminaci6n
de su asociaci6n con los EGEs.

3.    Determinaci6n de la distribuci6n intracelular de las vLPs y
sus caracteristicas morfol6gicas.

4.    Detecci6n de algtin fenotipo asociado a los EGEs (fenotipo
killer).

5.    Curaci6n   de   rna   o   mas   mol6culas   de   dsRNA,   para
determinar en cual de ellas esta codificada la toxina.
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MATERIALES Y METODOS

I.     Materiales

1.      MAThRIALBIOLOGICO

1.1.    Pfe¢J7j7Zo rfeodozj7"¢: Se usaron las cepas silvestres UCD 67-383

(ATCC 24203) y UCD 67-385 (ATCC 24230) de P.  7ifeocJoay#2c7

Qdiller y col,1976). Las cepas UV-S2, CYH-117, y rna serie

de clones obtenidos por tratamiento con cicloheximida, carecen

del  S2-dsRNA y  fueron  obtenidas  en  este  trabajo  (Castillo  y

Cifuentes, 1994a, 1994b).

1.2.    Sflrcc/!arofflj7cescerevJ.sJ.¢e:    Se    utiliz6    1a    cepa    ARE2   de

S.   ce7iei;jszcre  como  cepa  control  de  sensibilidad  en  algunos

experimentos de actividad #J/er.

1.3.    Enzimas:  Endonucleasa  de  restricci6n  EcoRI,  nucleasa  Sl  y

RNasa  H  se  obtuvieron  de  Bethesda  Research  Laboratories,

Grand  Island,  N.J.,  U.S.A.  RNasa  A,  se  obtuvo  de  Sigma

Chemical Co., Saint Louis Mssouri, U.S.A., DNasa I libre de

ribonucleasas,  se  obtuvo  de  Boheringer  Manheim,  Sandhofer

Strape, Germany.
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1.4.    Acidos  nucleicos:  DNA del bacteri6fago  lambda (^)  digerido

con  Hj72dlll  se  obtuvo  de  Bethesda  Research  Laboratories,

Grand  Island,  N.J.,  U.S.A.  y  DNA  del  bacteri6fago  ®X174

digerido con Hcrelll se obtuvo de New England Biolabs, Tozer

Road, Beverly Massachusetts, U. S.A.

2.     REACTIVOs Quincos

2.1.    De  Sigma  Chemical  Co.,  Saint  Louis  Missouri,  U.S.A.,  se

adquirieron   los   siguientes   reactivos:   Trizma   base,   EDTA

dis6dico, ditiotreitol,  glucosa,  cloruro  de magnesio,  cloruro de

calcio,     polietil6n     glicol     8.000,      acido     citrico,     acido

tricloroac6tico, acrilamida, N,N' -metil6n bisacrilamida,  glicina,

persulfato de amonio, azul brillante de Coomassie R-250, azul

de  bromofenol,  ficon,  dodecilsulfato  de  sodio,  bromuro  de

etidio,  cicloheximida,  albinina  de  suero  de  bovino,  citrato

tris6dico, acetato de sodio, acetato de amonio, Formvar 15/95E,

91utaraldehido y tetr6xido de osmio.

2.2.    De Aldrich Chemical Co., Saint Louis Missouri, U.S.A., se

obtuvo acido fosfotthgstico.
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2.3.    De Merck Darmstadt, Germany, se obtuvieron los siguientes

reactivos:  Azul  de  metileno,  fosfato  de  sodio  monobasico  y

dibasico,   fosfato   de   potasio   dibasico,   hidr6xido   de   sodio,

hidr6xido  de  potasio,  sulfato  de  magnesio,  glicerol,  metanol,

etanol,  isopropanol,  n-butanol,  cloruro  de  potasio,  cloruro  de

sodio,  cloruro  de  litio,  acido  b6rico,  acido  clorhidrico,  acido

ac6tico,  acetato  de potasio,  sulfato  de cinc,  fenol,  cloroformo,

acetona, alcohol isoamilico y formamida.

2.4.    De  Bethesda  Research  Laboratories,  Grand  Island  N.J.,

U.S.A., se obtuvo: sacarosa, estindares de proteinas pretefiidos

de alto y bajo peso molecular y agarosa.

2.5.    De  Difco,  Detroit  Michigan  U.S.A.,  se  obtuvo  lo  siguiente:

extracto de levaduras, triptona, extracto de malta, peptona, base

nitrogenada para levaduras 0;ecrsf J#.frogr7? bas'e), agar-agar.
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11.    M6todos

1.      CONDICI0NES DE CULTIVO

1.1.    Cultivo  en  medio  completo.  P.   rfeoc7oz);"cr  fue  crecida  en

medio   completo   YM   que   contiene   3.   g/L   de   extracto   de

levaduras, 3 g/L de extracto de malta, 5 g/L de peptona y 10 g/L

de glucosa (An y col., 1989). S.  cerew.s7.cre fue crecida en medio

YPD que contiene  10 g/L de extracto de levaduras, 20  g/L de

peptona y 20 g/L de glucosa (Sheman, 1991). Para los medios

s61idos se adicion615 g/L de agar-agar.

1.2.    Cultivo en medio minimo. Para algunos experinentos se usa

medio  rfunjmo  que  contenia  base  nitrogenada  para  levaduras

a;eczsf 72jzrogr# bcrs'e)   6,7 g/L y 20 g/L de glucosa como fuente

de carbono (Sherman, 1991).

1.3.    Cultivo en gran escala en fermentador.  Con la finalidad de

disponer de gran cantidad de nasa celular para el aislamiento de

VLPs, se realiz6 cultivos en gran escala de P.  r72ocZozy773cz. Para

ello, las  cepas 67-385, UV-S2 y CYH-117  se crecieron en un

ferinentador   New   Brunwick   Scientific   Co.,   Edison,   N.J.,

U.S.A.,  de  15  litros.  En  cada  caso,  se  utiliz6  cultivos  de  10

1itros en medio de fermentacion qu) que contenia 2,5  g/L de
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K2IIP04 . H20; 2,5 g/L de Mgs04 . 7H20; 12 g/L de extracto de

levaduras y 8,5 g/L de glucosa.

El fermentador se inocul6 con 200 mL de un cultivo en

fase  exponencial de cada rna de las cepas.  Se incub6  a 22°C

con un flujo de alre de 10 litros/him y con agitaci6n constante a

600 rpm durante 96 horas.

2.      MANTENCI0NDE LAS CEPAS

2.1.    Phautfta    rhodozyma.   Lan    cepas    de    P.    rhodozyma,    se

mantuvieron congeladas a -70  °C en medio YM suplementado

con dicerol al 30% (v/v).

2.2.    Saccharomyces   cerevisiae.  Leis  cepas  de   S.   cerevisiae  se

mantuvieron congeladas a -70 °C en medio YPD suplementado

con glicerol al 30°/o (v/v).



3.      PURIFICAC16N DE ACIDOS NUCLEICOS

24

3.1.    Purificaci6n de acidos nucleicos totales. Los acidos nucleicos

de    P.     7:feocJozj;REcr    se    purificaron    por    una    metodologia

desarollada en nuestro laboratorio (Castillo y Cifuentes,  1993,

1994a).   Para   ello,   se crecieron cultivos lfquidos de 40 mL a

22 °C hasta la fase exponencial tardia. Las c6lulas se colectaron

mediante  centrifugaci6n  a  5.000  rpm  durante  7  min  en  rna

centrifuga Sorvall RC-5B, utilizando un rotor SS34, se lavaron

dos veces con TE (10 nd4 Tris.Hcl,1 mA4 EDTA, pH 8,0) y se

resuspendieron en  3  mL  de  TE.  La ruptura  celular  se  realiz6

usando perlas de vidrio (0,5 mm de diinetro, Sigma). Para ello,

se  mezclaron  volinenes  iguales  de  la  suspensi6n  celular  y

perlas  de  vidrio,  1uego  se  agitaron  vigorosanente  en  vortex

cuatro veces durante 30 segundos, enfiiando en hielo entre cada

agitaci6n  por  igual  periodo  de  tiempo.  Luego,  se  agreg6  un

volunen de fenol pH 8,0  (fenol saturado  en agua equilibrado

prinero   con   lA4  y  luego   con  0,05  A4  Tris.Hcl  pH   8,0):

cloroformo: alcohol  isoamilico   (25:24:1),   se   agit6 en  vortex

por  1   min y se  centrifug6 por  10  min a  10.000  x g.  La fase

acuosa   se   transfiri6   a   un   tubo   esteril   y   se   realiz6   dos

extracciones adicionales con 3 mL de  mezcla fen61ica (25:24:1)

y dos extracciones con 3 mL de cloroformo:alcohol isoamflico

(24:1).   Los acidos nucleicos se precipitaron con 0,1  volunen

de acetato de sodio 3A4y 2,5  volinenes  de  etanol  absoluto a
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-20  °C  durante toda la noche.  Se resuspendieron en TE y  se

mezclaron con 1 volunen de Lic1 4A4 para precipitar los RNAs

de  sinple hebra a3altimore,  1966).  La mezcla se dej6  a 4  °C

toda la noche y luego se centrifug6 a 20.000 x g durante 15 min.

El sobrenadante se dializ6 contra TE y finalmente se reprecipit6

con etanol como se describi6 anteriormente.

3.2.    Aislamiento de dsRNAs por el m6todo del fenol fcido. El uso

de fenol acido en una prinera extracci6n pemite que el DNA

pase  a  la  fase  orginica  quedando  s61o  los  RNAs  en  la  fase

acuosa. Las c6lulas se resuspendieron en amortiguador TE y se

rompieron  por   agitaci6n  vigorosa   con  perlas   de   vidrio de

0,5 mm (Sigma).  Se agreg6 un volumen de fenol pH 4,0 (fenol

saturado  en  agua  y  equilibrado  con  anortiguador  acetato  de

sodio 50 nd4 pH 4,0) y se agit6 vigorosanente durante 3 min.

Para separar las fases,  se  centrifug6  a  5.000  rpm en un rotor

Sorvall  SS-34.  Luego,  se  realiz6  rna  extracci6n  de  la  fase

acuosa    con    2  volinenes  de  cloroformo:alcohol  isoamflico

(24:1 v/v). Se centrifug6 a baja velocidad y se transfiri61a fase

acuosa a un tubo limpio. Se agreg6 3/4 volunen de isopropanol y

se  precipitaron  los  RNAs  por  3  ciclos  de  congelamiento  (en

hielo seco o nitr6geno liquido) y descongelamiento. Finalmente,

se  centrifug6  a  10.000  rpm  por  10  min,  el  sedinento  que

contenia los RNAs se lav6 con etanol al 700/o (v/v), se sec6 y se
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resuspendi6  en  amortiguador  TE  o  en  agua  destilada  est6ril

¢1egr, 1987).

3.3.    Purificaci6n  de  dsRNAs.  Los  dsRNAs totales  se purificaron

por cromatografia en celulosa CFll.  Para ello,  se utiliz6 rna

colurma de 2 cm de diinetro por 15 cm de alto.  Se mont61a

columna con la resina prehidratada en anortiguador STE (1 mA4

EDTA,   100 nMNac1,   50 nd4 Tris.HC1,   pH 7,0) y se lav6

con    el    mismo     anortiguador    conteniendo    10/o(v/v)  de

P-mercaptoetanol y  10  nd4 EDTA.  Enseguida la columna  se
lav6  con  STE:etanol=65:35  (v/v) hasta  que  la A26o  del  eluido

fuera la misma que la del anortiguador. Se carg6 en la colunna

500 pug de acidos nucleicos totales y se eluy6 con STE-16°/o de

etanol  hasta  la  completa  recuperaci6n  del  DNA  y  ssRNAs.

Luego se cambi6 el amortiguador de eluci6n a STE sin etanol y

se. eluy6  1a  columna  hasta  la  completa  reouperaci6n  de  los

dsRNAs qiranklin, 1966; Valverde, 1990).

3.4.    Purificaci6n   de   mol6culas   individuales   de   dsRNA.   Se

purificaron  usando  membranas  DEAE-NA45   (Schleicher  &
Schuell).  Este  m6todo  se  basa  en  que  el  dsRNA  cargado

negativamente se une a las membranas que tienen carga positiva

en  las  condiciones  electrofoieticas  de  separaci6n  de  acidos

nucleicos en geles de agarosa. La purificaci6n se realiza en las

siguientes etapas :
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3.4.1.   Preparaci6n  de  las  membranas.  Para  aumentar  la

capacidad  de  uni6n  las  membranas   se   lavaron  por

10 min  en  EDTA  10 nd4  pH 7,6.  Luego  se  lavaron

5  rin  en  NaoH  0,5  A4,  seguido  de  varios  lavados

rapidos en agua destilada. Despu6s de estos lavados, 1as

membranas se pueden almacenar por varias semanas en

agua destilada a 4 °C.

3.4.2.   Purificaci6n.    En    primer    lugar    se    realiz6    rna

electroforesis   en   gel   de   agarosa   para   separar   los

dsRNAs (vcr m6todos). Luego de esto, el gel se tifi6 con

bromuro  de  etidio  para  visualizar  la  posici6n  de  las

bandas  de  acidos  nucleicos.  Enseguida  se  insert6  un

trozo de membrana inmediatamente delante de la banda

que se deseaba purificar y se continu6 la electroforesis

para  que  las  mol6culas  se  unieran  a  la  membrana,

verificando     mediante     inspecci6n     visual     en     un

transiluminador UV. Despu6s de retirar la membrana del

gel,  se removieron los restos  de  agarosa aaltindola en

un tubo con amortiguador NET (0,15 A4 Nac1, 0,1 ul4

EDTA,  20  nd4 Tris-Hcl pH  8,0).  La tina hineda  se

traspas6  a un tubo de microcentrifuga de  500  uL y se

agregaron 250 HL de anortiguador NET de alta fuerza

i6nica   (1 M  Nacl,   0,1 nd\4EDTA, 20 nd\4 Tris-HCI

pH 8,0) para cubrir la membrana. Se incub6 a 60 °C por
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15    mill    con    agitaci6n    ocasional,    se    removi6    el

amortiguador que contiene los acidos nucleicos y se lav6

1a membrana con 5  ILL adicionales de amortiguador.  Se

realiz6  una  extracci6n  con  3  volinenes  de  n-butanol

saturado  en  agua  para  remover  el  bromuro  de  etidio

residual y el dsRNA  se  precipit6  con  2,5  volrfuenes

de  etanol  a 120 °C durante una noche. Para eliminar el

Nacl se repiti6 la etapa de precipitaci6n por lo memos 2

veces  mas  utilizando  etanol  y  2,5  A4  de  acetate  de

amonio (Sambrook y col., 1989).

4.      DETERMINAC16N     DE     LA     TEMPERATURA     DE     DESNATURAC16N

TERECA (Tin) DEL M-DSRNA

EI  M-dsRNA  (15   Hg)   se  resuspendi6   en   1   mL   de

amortiguador 0,1 x SSC (15 mA4Nac1; 1,5 nd4 citrate de sodio,

pH   7,0)   conteniendo   50%   (v/v)   de   formamida.   Para   las
mediciones se utiliz6 un espectrofot6metro  Shinadzu de doble

haz  modelo  UV-150-02.  A  este  instrunento  se  le  adapt6  un

portacubetas   especial   al   que   se   le   hacia   circular   agua

proveniente    de   un    bafio    termorregulado.    Se    realstraron

mediciones de Absorbancia a 260 nm por cada dos  grados de

alza de temperatura, deteminado con una termocupla.



29

5.      HIDR6LISIS ALCALINA DE LOS DSRNAS

Los dsRNAs se hidrolizaron en KOH IA4 a 22 °C durante

22 horas (Gomatos y Tamln,  1963).  Como control se dej6 rna

muestra  de  los  dsRNAs  en  las  mismas  condiciones,  pero  en

amortiguador TE pH 7,4.

6.      DIGESTI0NES ENZIMATICAS

6.1.    Digesti6n con DNasa I. La reacci6n se realiz6 a 37 °C durante

30 minutos en  amortiguador  acetato   de sodio 50 ndL4pH 6,5;

10 nd4 Mgc12 y 2 nd4 Cac12 en un volumen final de 50 HL. Se

utiliz6  1U de enzima por Hg de acidos nucleicos (Sambrook y

col., 1989).

6.2.    Digesti6n con Nucleasa S1. La reacci6n se realiz6 a 37  °C en

anortiguador   acetato   de potasio   30 nd4   pH 4,5;    0,3   A4

Nac1, 1 nd4 sulfate de zinc y   5°/o  de   glicerol en un volumen

final  de  40  uL.  La  reacci6n  se  detuvo  enfriando  en  hielo  y

ajustando la concentraci6n de EDTA a 10 nd4 quuthukrishnan

y  Shatkin,  1975).  Se  utiliz6  1U  de  enzina por  pug  de  acidos

nucleicos.
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6.3.    Digestion  con  RNasa  H.    La  reacci6n  se  realiz6  a  37  °C

durante 30 minutos  en amortiguador Tris.HC1 20 nd4 pH 7,5;

0,1 MKcl,10 nd\4Mgc12,  0,1 nd4  DTT y  5% ®/v) sacarosa

en un volumen final de 50 HL.  Se utiliz6  1U de enzima por Hg

de acidos nucleicos.

6.4.    Digestion con RNasa A. Las digestiones con ribonucleasa   A

se  realizaron a 37 °C en  amortiguadores  de alta  y  baja fuerza

i6nica,    2xSSC    (0,3M  Nac1,    0,03M    citrato   de   sodio,

pH 7,0) y 0,01 x SSC, respectivamente Chror y Boelen, 1987).

En este caso se utiliz6 0,2 pug de enzina por mL de mezcla de

reacci6n.

6.5.    Digesti6n con EcoRI. La reacci6n se realiz6 a 37  °C durante

60 minutos en amortiguador Tris.HC1 50 nd4 pH 8,0;  100 nd4

Nac1,10 mMMgc12 y 0,1 mg/inL de BSA en un  volumen final

de 50 uL. Se utiliz6 1U de enzima por Hg de acidos nucleicos.

7.      ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Los   acidos   nucleicos   se   resuspendieron   en   TE,   se

mezclaron   con   el    amortiguador   de    carga   que    contenia

0,25°/o a/v)   de   azul   de   bromofenol,  15°/o a/v) de ficoll y

30°/o (v/v) de grcerol y se analizaron por electroforesis en geles
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de     agarosa   al   1,2°/o a/v),   utilizando   anortiguador   TBE

(Tris 44,5 nd4; acido b6rico 44,5 mad y EDTA 1 nd4; pH 8,0)

para la preparaci6n del gel y como amortiguador de corrida. La

tinci6n de los  geles  se realiz6  con 0,5  Hg/inL  de bromuro  de

etidio en TBE (Sanbrook y col., 1989).

8.      AISLAMIENTO DE PARTICULAS TIPO VIRUS

Se  utiliz6  el m6todo  de  Dickinson y Pryor  (1989)  con

leves modificaciones (Castillo y Crfuentes,  1994a). Las c61ulas

(10    g   peso   himedo)   se   resuspendieron   en   50   mL   de

amortiguador fosfato (100 nMfosfato de sodio, pH 7,5; 10 nd4

Mgc12) y se rompieron por agitaci6n en vortex con perlas  de

vidrio. Los restos celulares se removieron por centrifugaci6n a

10.000 x g  por   10 min   a 4 °C.   El   sobrenadante se ajust6 a

9% to/v) polietil6n glicol 8.000 (Sigma), 2,5°/o ®/v) Nacl y se

mantuvo  a 4°C con astaci6n suave toda la noche. Desputs de

centrifugar   a   10.000   x   g   por   15   min,   el   precipitado   se

resuspendi6    en    anortiguador    fosfato    y  se  centrifug6  a

100.000  x  g  durante  3  horas  con  el  objeto  de  sedinentar  el

material particulado. Este sedinento, se resuspendi6 en minino

volrfunen de  amortiguador fosfato y se  cargo  en rna gradiente

lineal de  sacarosa del  10-40°/o a/v)  que  se centrifug6  en rna

ultracentrffiiga IHtachi a 30.000 rpm por 90 min en un rotor de
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ingulo   variable   (swinrfug   bucket)   RPS   40   Qfitachi).   Se

determin6  el  perfil  de  absorbancia  a  260  y  280  rm  y  las

fi.acciones de los picos principales  se juntaron y se  dializaron

contra    amortiguador    fosfato.    Las    VLPs    se    recuperaron

centrifugando a 35.000 rpm por 4 horas en un rotor de ingulo

fijo RP 40 qutachi).

9.      ANALISIS DEPROTEiNAS

Los  picos  principales  de  la  gradiente  de  sacarosa  se

analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al

loo/o, con un gel concentrador al 5°/o. Se utilizaron minigeles en

placas   (10  x   10   x  0,08   cm).   Las  muestras   a  analizar   se

mezclaron con un volumen de amortiguador de carga [50 nd4

Tris.HC1,   pH 6,8;    100 nd4 ditiotreitol,   2°/o a/v)   de  SDS,

loo/o (v/v) de glicerol y 0,1°/o a/v) de azul de bromofenol] y se

calentaron a ebullici6n durante 3  minutos.  La electroforesis  se

realiz6 a 15 rnA corriente constante y a temperatura ambiente,

uthizando   como   amortiguador   de  corrida 25  mA4 Tris.HC1,

250 nd4 ghcina, pH 8,3 y 0,1  0/o a/v)  SDS  (Laemm]i,  1970).

Despdes de finalizada la corrida electrofoietica, las proteinas se

fijaron por 15 min en 10% ®/v) de acido tricloroac6tico (TCA)

y 50 °/o (v/v) de isopropanol. Posteriormente se tifieron por 2 h

en   0,1%   a/v)   de   azul   brillante   de   Coomassie R-250  en
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100/o a/v) de TCA y 250/o (v/v) de isopropanol. Finalmente el

gel se destifi6 en metanol:deido ac6tico:H20 (2:3:35 v/v).

10.    MICROSCOPIA ELECTRONICA

10.1.  Tinci6n    negativa.    Se    aplicaron    gotas    de    suspensiones

particuladas  sobre  grillas  de  cobre  de 200  I"esife  cubiertas  con

Formvar y carb6n. Las grillas se pusieron sobre gotas de agua

destilada 2 minutos para remover sales y luego se tifieron con

fosfotungstato de potasio al 2°/o to/v) pH 7,0 querring y Bevan,

1974).

10.2.  Secciones ultrafinas. Las c6lulas se fijaron con glutaraldehido

al  3°/o  a/v)  en  amortiguador  fosfato  de  sodio  0,1  A4 pH  7,0

durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego de esto se

realjz6 un lavado en el mismo amortiguador por 6 horas a 4 °C.

La post-fijaci6n se realiz6 con tetr6xido de osmio al 1°/o to/v) en

amortiguador  fosfato  de   sodio  pH  7,0   durante   120  min  a

temperatura  ambiente.  Se  lav6  durante  15  rfun  a  temperatura

ambiente con agua destilada y luego se realiz6 rna tinci6n en

bloque   con  acetato   de  uranilo   acuoso  al   1°/o a/v) durante

90 min. Desputs de otro lavado con agua destilada las c6lulas

se deshidrataron usando acetona al 50,  70,  95,  95,  100,  100 y

1000/o (v/v) durante 20 min con cada soluci6n.  Se realiz6 rna
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preinclusi6n  con Epon:acetona  (1:1)  durante  toda  la  noche  y

luego con Epon puro durante 4-6 horas con exposici6n al aire.

La etapa final de inclusi6n se realiz6 con Epon fresco a 60 °C

durante 48 horas. Los cortes se realizaron en un ultramicr6tomo

Sorvall  MT-2  usando  cuchillos  de  diamante.   La  tinci6n  se

realiz6 con acetato de uranilo al 4°/o ®/v) en metanol por 2 rim

y luego  con  citrato  de plomo por  15-60  segundos  Qeynolds,

1963).

Tanto para el examen de particulas  aisladas  como para

las  observaciones   de  las   secciones  ultrafinas   se  utiliz6  un

microscopio electr6nico Phimps 300 a 80 kv.

11.   TRATAMIENTo    icoN    Luz    ULTRAVIOLETA,    clcLOHExlrmA    ¥

BROMURO DE ETIDIO

11.1.  Luz  UV.    Un  cultivo  en  fase  exponencial  de  P.   7i72oc7ozy"cr

UCD 67-385 se irradi6 con luz ultravioleta usando rna 15mpara

germicida  de  15  W  General  Electric  tipo  GT85,  que  emite

radiaci6n principalmente a 254 nm. El flujo de la fuente UV fue

de 0,6 W/m2. Las c6lulas tratadas  se esparcieron en placas de

agar YM y se incubaron a 22 °C hasta la aparici6n de colonias.

Posteriormente las colonias alsladas se sembraron en placas de
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agar YM. A cada uno de los clones obtenidos se les analiz6 su

contenido de dsRNAs.

11.2.  Cicloheximida.  El  tratamiento  con  cicloheximida  se  realiz6

esparciendo directamente c6lulas provenientes de un cultivo en

fase exponencial sobre placas de agar YM conteniendo 2 Hg/inL

de   ciclohexinida.   Las   placas   se incubaron a 22 °C durante

10-15 dias y las colonias aisladas se sembraron en agar YM sin

cicloheximida. A los clones obtenidos se les realiz6 extracci6n

de acidos nucleicos y analisis electrofor6tico con la finalidad de

determinar su contenido de dsRNAs.

11.3.  Bromuro de etidio. Algunos clones curados del S2-dsRNA por

tratamiento con ciclohexinida,  se incubaron en medio minimo

conteniendo 25  pug/inL  de bromuro  de  etidio.  Los matraces  se

agitaron durante 1 mes a 22 °C. Luego, se sembraron placas de

agar YM con 100 prL del medio liquido y se incubaron a 22 °C

hasta la  aparici6n  de  colonias.  A los  clones  obtenidos  se  les

analiz6 su contenido de dsRNAs y su actividad frz.//er.

12.   ENSA¥os DE ACTlvlDAD lmLER

Se ensayaron las cepas UCD 67-385, UV-S2, CYH-117,

1os   clones   curados   del   S2-dsRNA  por      tratamiento      con
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cicloheximida    y    los    tratados    con    bromuro    de    etidio.

Aproxinadamente       107    celulas     de     la     cepa     sensible

(UCD 67-383 o S.  cerevjs'jcre AH22) provenientes de un cultivo

en fase exponencial tardia, se mezclaron   con   10 mL   de agar

YM  al  0,7°/o  ®/v)  tamponado  a  pH  4,6  con  amortiguador

fosfato-citrato  (Gomori,  1955),  conteniendo  0,0030/o  a/v)  de

azul de metileno para tefiir c61ulas muertas. La mezcla se verti6

en rna placa Petri y se dej6 a temperatura ambiente hasta que

gelificara. Las cepas faj/Jer y sensibles provenientes de placas de

agar con 72 h de crecimiento, se aplicaron en la superficie de la

placa  que  se  incub6  por  un  minino  de  tres  dias  a  22  °C.
Despu6s   de   este   tiempo   se   observaron   zonas   claras   solo

alrededor de las cepas faj//er.
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RESULTADOS

1.         DETECC16N DE ELERENTOS GENETICOS EXTRACROMOS6MICOS EN

Pholf f ia rhodoz;yma

1.1.    An£Iisis  electrofor6tico  de  los  fcidos  nucleicos  de  cepas

silvestres de P. 7-foodozj7m¢

Con  el  prop6sito   de   investigar  si   algunas   cepas   de

P.           7172 oc7ozy7% cz           contenian           elemento s           gerfetico s

extracromos6micos  a]GEs),  se  aislaron  los  acidos  nucleicos

totales de dos cepas silvestres (UCD 67-383 y UCD 67-385) y

se   analizaron   por   electroforesis   en   geles   de   agarosa   al

1,2%  a/v).  El  perfil  electrofor6tico  revel6  1a  presencia  de

cuatro  bandas  nitidas  que  migran  mas  fapido  que  el  DNA

cromos6mico en la cepa UCD 67-385 Gig. 4, carril 2), mientras

que en la cepa UCD 67-383 se observ6 s6lo DNA cromos6mico

Q7ig. 4, carril 3). Los acidos nucleicos extracromos6micos de la

cepa  UCD   67-385   por   nomenclatura   definida   en   nuestro

laboratorio y para diferenciarlos por su tamafio, se denominaron

L, M, Si y S2 siendo el significado de estas abreviaturas /c}rge,

fflec77.a!" y s77ecrJ/ respectivamente. La estinaci6n de sus tamafios
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Fig. 4.    Electroforesis en gel de agarosa de los acidos nucleicos de cepas
silvestres  de  P¢cr#cr  7i7zoc7ozy7#cr.   Carriles   I   y  4,  mezc'1a  de
fragmentos   A  DNA/Hj7ccm  y  dyxl74  DNA/Hczelll;   carril  2,
acidos nucleicos totales de la cepa UCD 67-385; caril 3, acidos
nucleicos  totales  de  la  cepa UCD  67-383.  Los  rfumeros  de  la
derecha indican tanafios moleculares  expresados  en kilo pares
de bases Qapb). Las flechas de la izquierda indican la posici6n
del DNA gen6mico y de los dsRNAs.
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moleculares  aproxinados usando  como  estindares  fragmentos

de DNA de doble hebra fue de 4,3L; 3,1; 0,9 y 0,75 kilo pares de

bases orb) para L, M, Si y S2, respectivamente. Los estindares

de tanafio molecular utilizados correspondieron a rna mezcla

de  fragmentos    que  contenia   DNA del fago  ^  digerido  con

Hj73an (^ DNA/Hj7ean)  y  DNA del fago dyx174 digerido con

Hcrelll  (dyx174  DNA/IIcrelll)  Gig.  4,  carriles  1  y  4).  No  fue

posible uthizar como estindares mol6culas de dsRNA, ya que
no se encuentran disponibles comercialmente.

La   nasa   molecular   aproxinalda   de   estos   elementos

calculada de acuerdo a sus tamafios y  considerando 687 daltons

por par  de  bases  ®b)  para  dsRNA  ¢ield  y  col.,  1983)  fue
estimada  en  2,95  x  106,  2,13  x  106,  6,18  x  105  y  5,15  x  |o5

daltons para L, M, Si y S2, respectivamente.
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2.         NATURALEZA      QuiMICA      DE      LOS      ELEMENTOS      GENETICOS

EXTRACROMOS6MICOS

2.1.     Ensayos enzimaticos

Para       determinar       si       los        acidos       nucleicos

extracromos6micos      de      P.       7i72ocJoz);"cr      UCD      67-385

corresponden a DNA de doble hebra (dsDNA), DNA de sinple

hebra  (SSDNA),  RNA  de  doble  hebra  (dsRNA)  o  RNA  de

simple     hebra     (SSRNA),     se     realizaron     los     siguientes

experinentos:    Se  incubaron  los  acidos  nucleicos  totales  de

dicha cepa  en medio  alcalino  uroH  IA4) y paralelamente  se

trataron con RNasa A en un amortiguador de baja fuerza i6nica

(0,01 x SSC) Q]ig.  5, carril 3). Ambos tratamientos resultan en

la     completa     degradaci6n     de     las     cuatro     mol6culas

extracromos6micas.     Sin    embargo,     estos    elementos    son

resistentes al tratamiento con DNasa I y EcoRI, mientras que el

DNA   cromos6mico   fue   totalmente   Gig.    5,   carril   4)   y

parcialmente  Gig.   5,  carril  9)  digerido  por  dichas  enzimas
respectivamente.  Estos resultados  indican que  tales  elementos

gerfeticos corresponden a mol6culas de RNA. Por otra parte, el

tratamiento  con  las  enzinas  nucleasa  Sl  Gig.  5,  carril  5)  y

RNasa H Gig. 5, caril 6), no alteraron el patron electrofoietico

de  estas  mol6culas.  La  enzima  nucleasa  Sl   degrada  acidos

nucleicos de simple hebra y la enzima RNasa H degrada RNA
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Fig. 5.    Electroforesis    en    gel  de  agarosa  de  los  acidos  nucleicos  de
P.   7:7zoc7ozyrmcr  UCD  67-385  despdes  de  diferentes  tratarnientos.
Carriles  1    y   8,   mezcla    de     fragmentos   ^DNAAlz.72cill    y
dyxl74 DNA/HcrelH. Acidos nucleicos totales tratados con: carril 2,
sin tratamiento; carril 3, RNasa A (0,1  Hg/inl) en un anortiguador
de  baja fuerza  i6nica  (0,01  x  SSC);  carril  4,  DNasa  I;  caril  5,
nucleasa S1 ; carril 6, RNasa H; carril 7, RNasa A (0,1 Hg/inl) en un
anortiguador de alta fuerza i6nica (2 x SSC); caril 9, EcoRI. Los
ndmeros de la izquierda indican tanafios moleculares expresados en
kilo pares de bases. Las flechas de la derecha indican la posici6n
del DNA gen6mico y de los dsRNAs.
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cuando  esta formando hforidos  con DNA,  sugiriendo  que  los

EGEs   corresponden   a  mol6culas   de   dsRNA   sin      poseer

secuencias   de  RNA  de   simple  hebra  ni  redrones  hibridas

DNA:RNA.  Ademas,  estas  mol6culas  fueron  resistentes  a  la

degradaci6n con RNasa A en un amortiguador  de  alta fuerza

i6nica (2 x SSC) aFig. 5, ca]ril 7) como se esperaba de acuerdo

a los resultados reci6n indicados.

2.2.  Cromatografia de afinidad

Para determinar el comportamiento cromatogr5fico de los

EGEs  de P.  7i7zoc7oay77ecr,  se realizaron experimentos  utilizando

colunnas de celulosa CFll. La utilidad de esta resina se debe a

su capacidad de retener especfficamente moleculas de dsRNA,

lo  que permite  separarlos  de  los  ssRNAs.  Cuando  los  acidos

nucleicos totale; se cargaron en dicha columna, equilibrada con

STE(100nd4N`ac1,1mA4EDTAy50nd4Tris.Hcl,pH7,0)-

16°/o   (v/v)   etanol,      y   luego   se   eluyeron   con   el   mismo

amortiguador, solo eluye el DNA y los RNAs de simple hebra,

que se visuahizaron cuando se realiz6 rna electroforesis en gel

de agarosa con los acidos nucleicos obtenidos de las fracciones

1, 2, 3 y 4 Q]ig. 6). Los dsRNAs fueron retenidos en la columna

y luego se eluyeron con STE sin etanol Q]ig. 6). El insedo de la

Fig. 6 corresponde a un gel de agarosa realizado con los acidos

nucleicos obtenidos  de las fracciones  12,  13  y  14.  Claramente
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Fig. 6.    Purificaci6n de los  dsRNAs  por cromatografia en celulosa CFll.
Los  acidos  nucleicos  totales  de  P.   7i7zoc7oz);z7zcz  UCD  67-385   se
solubflizaron en amortiguador STE (100 nd4 Nacl, 1 nd4 EDTA y
50  ul4 Tris-C1,  pH  7,0)  conteniendo  16%  (v/v)  de  etanol  y  se
aplicaron a rna columna equlibrada con el mismo anortiguador. Se
elny6 con este amortiguador hasta completa recuperaci6n del DNA
y  de  los  ssRNAs.  Luego,  los  dsRNAs  se  eluyeron  con  STE  sin
etanol como se indica en la figura. El inserto corresponde a un gel
de agarosa realizado con los acidos nucleicos de las fracciones 12,
13 y 14. Se aprecian claramente las cuatro mol6culas de dsRNA.
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se   pueden   observar   las   cuatro   mol6culas   de   dsRNA   no

observindose otro tipo de acidos nucleicos, 1o que demuestra la

pureza  de  las  preparaciones  de  dsRNA  obtenidas  por  este
m6todo.

Por lo tanto, 1a resistencia a la degradaci6n por RNasa A

en un anortiguador de alta fuerza i6nica y su comportamiento

cromatografico  en  celulosa  CFll,  constituyen  evidencias  que

proporcionan rna clara confirmaci6n de la naturaleza de RNA
de doble hebra de estos elementos gen6ticos.

2.3.    Perfiil de hipercromicidad del M-dsRNA

Con el objeto de disponer de pruebas adicionales sobre la

naturaleza quimica de los EGEs de P.  7ifeoc7ozy"cr, se anafiz6 el

comportamiento t6nnico del M-dsRNA. En la Fig. 7 se muestra

la   cin6tica   de   desnaturaci6n   t6rmica   del   M-dsRNA   en

anortiguador  0,1  x  SSC  (0,15  M Nac1,  0,015  M citrato  de

sodio,   pH  7,0)   conteniendo   50°/o   (v/v)   de   formamida.   Se

observa claramente que sobre los 50 °C hay un agudo aumento

de la absorbancia a 260 nm. EI Tin aproxinado del M-dsRNA

fue  de  51  °C  con  rna  hipercromicidad  de  aproximadamente

500/o en las condiciones descritas anteriormente. Este resultado

confirma rna vez mas  que  el M-dsRNA  es rna molecula  de

doble hebra.
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Fig. 7.     Perfil     de     hipercromicidad      del   M-dsRNA  de p.  7i7zoc7ozy77M
UCD 67-385. El acido nucleico, aislado por extraccion de un gel de
agarosa como se describi6 en m6todos (Secci6n 3.4), se disolvi6 en
0,1  x SSC   (0,15 M  Nac1;   0,015 A4 citrato de sodio; pH 7,0) y
500/o (v/v) de fomamida.
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3.         AISLAMIENTO Y CARACThRIZAC16N DE PARTfcuLAS TTPO VIRUS

3.1.    Centrifugaci6n en gradientes de sacarosa

Para    determinar    si   las   moleculas    de    dsRNA   se

encontraban   desnudas   en   el   citoplasma   de   la   levadura   o

asociadas  a VLPs,  se realiz6 rna gradiente lineal de  sacarosa

con extractos libres  de  c61ulas  obtenidos por  centrifugaciones

diferenciales,      precipitaci6n      con      polietil6n      glicol      y

ultracentrifugaci6n. Brevemente, despues de romper las c61ulas,

el extracto crudo se centrifug6 a baja velocidad para remover

c6lulas enteras y restos celulares, procediniento que se repiti6

hasta  que  no  se  obtuvo  sedinento  y  se  logr6  con  ello  la

clarificaci6n del extracto, lo que se visualiza facilmente, ya que

se pierde  el  color  anaranjado  de  las  c6lulas  enteras  y  de  los

pigmentos    que    se    encuentran    asociados    a    membranas

(jindrewes y  col.,  1976).  Posteriormente,  1as  macromol6culas

presentes  en  el  el  extracto  clarificado,  se  precipitaron  con

polietil6n glicol 8.000 PEG-8.000), aprovechando la propiedad

que  tiene  este  polinero  de  formar  rna  malla  compacta  que

permite atrapar las macromol6culas que luego se sedinentan por
centrifugaci6n   a  baja  velocidad.   Finalmente,   el   sedinento

obtenido se resuspendi6 en cantidad adecuada de anortiguador

fosfato   de   sodio   con  la  finalidad  de   dilulr  el  PEG  y  se

ultracentrifug6 para sedimentar el material particulado como las
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VLPs y los ribosomas. El sedinento obtenido se cargo en rna

gradiente lineal de sacarosa para la separaci6n de los distintos

componentes ®ara detalles vcr Materiales y M6todos).

El perfil de la gradiente fue practicanente id6ntico a 260

y 280 rm destacindose dos picos principales  centrados en las

fracciones 7 y 10 Gig.  8A).  Las fracciones  de la gradiente  se

analizaron  por  electroforesis  en  gel  de  agarosa,  microscopia

electr6nica despues de tinci6n negativa y electroforesis en gel

de  poliacrilamida  en  presencia  de   dodecilsulfato   de   sodio

(SDS). El analisis electroforetico en geles de agarosa despu6s

de  extracciones  con fenol:clorofomo  de  las  fracciones  de  la

gradiente, mostr6 la presencia de mol6culas de dsRNA en todas

ellas   a]ig.   88).   Sin   embargo,   fue   posible   detectar   cuatro

moleculas de dsRNA con id6ntica movilidad electrofor6tica que

la   observada   en la Fig.  1,  s6lo  en las fracciones  5,  6,  7  y  8

Gig.   88,   carriles   6,   7,   8  y  9),   observindose   con  mayor
intensidad  en las  fracciones  6  y  7  Q]ig.  88,  carriles  7  y  8),

mientras que en el resto de las fracciones solo se observaron las

mol6culas L y M. En las fracciones 11,12,13 y 14 ademas, se

observan   acidos   nucleicos   de   bajo   peso   molecular   que

probablemente corresponden a RNA ribosomal.
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12     3     4     5     6     7     8     91011121314

Fracciones (300 H1)

Fig. 8.    Aislamiento de VLPs por centrifugaci6n en gradiente de sacarosa.
(A)     Peffil     de     la   gradiente   de   las   VIJPs   dep.  #7zoc7ozy77M
UCD  67-385.  (8) Electroforesis  en gel de  agarosa  de  los  acidos
nucleicos  presentes  en  las  fracciones  de  la  gradiente.  Carril  1,
mezcla   de   fragmentos   A  DNA/Iiz.72cm   y   dyxl74   DNA/mzeH;
carriles 2 al  15, acid.os nucleicos presentes en las fracciones de la
gradiente  1  al  14  respectivamente.  Los  ndmeros  de  la  izquierda
indican tamafios moleculares expresados en kilo pares de bases. Las
flechas de la derecha indican la posici6n de los dsRNAs.
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3.2.       Microscopia electr6nica

Las   observaciones   al  microscopio   electr6nico   de  las

fracciones  de  la  gradiente,  despues  de  tinci6n  negativa  con

fosfotungstato de potasio, revelaron la presencia de abundantes

VLPs   isom6tricas   de   36   nln   de   diametro,   aparentemente

icosa6dricas en las fracciones 5, 6, 7 y 8  Gig. 9), observindose

la  mayor  cantidad  de  particulas   en  las   fracciones   6   y  7

coincidente con la migraci6n de las cuatro mol6culas de dsRNA

Q]ig.  88,  carriles  7  y  8).  En  las  fracciones  9,   10  y  11   se

observan escasas particulas de la misma forma y tanafio que las

detectadas en las fracciones 5, 6, 7 y 8 (resultado no mostrado).

Por lo tanto, 1as VLPs comigran en la gradiente con los dsRNAs

que podrian corresponder a su material gerfetico. El hecho que

se  detecten  VLPs  en  las  fraciones   que  contienen  s61o  1as

mol6culas L y M, podria estar indicando que existinan al menos

dos tipos de particulas con distinto contenido de dsRNAs o bien

podrian   corresponder   a   capsides   vacias   de   acuerdo   a   su
sedinentaci6n en la gradiente.
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3.3.    Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

51

Con la  finalidad  de  determinar  en  forma  prelininar  la

composici6n   polipeptidica   de   las   VLPs    se   realiz6   rna

electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida-SDS  de  la  fracci6n  7

Gig. 88, carril 8) de la gradiente. El perfil electrofoietico revel6
la    presencia    de     2    bandas    intensanente    tefiidas     de

aproxinadanente 3 5 y 80 kilodaltons que podrian corresponder
a polip6ptidos de la capside viral Gig. 10).

4.         CURAC16NDELS2-DSRNA

Para   obtener   cepas   que  hayan  perdido   una   o   mss

mol6culas  de  dsRNA  se  realizaron  varios  experimentos  de

curaci6n. Los procedinientos utilizados fueron:  crecimiento de

las   celulas   en  presencia  de   concentraciones   sub-1etales   de

cicloheximida,  irradiaci6n  con  luz  UV  y  crecimiento  de  las

celulas  en  presencia  de  bromuro  de  etidio.  De  300  colonias

analizadas despu6s del tratamiento con luz UV, s6lo se encontr6

rna de  ellas  curada del  S2-dsRNA y fue  denominada UV-S2

Gig.11, carril 3). El tratamiento con ciclohexiniida result6 ser

mucho mas eficiente, ya que de 300 colonias analizadas 50 de

ellas  habian  perdido  el  S2-dsRNA.  Los  acidos  nucleicos  de

cuatro   cepas   curadas   con   cicloheximida se muestran en la
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Fig. 11. Electroforesis en gel de  agarosa de los  acidos nucleicos  de rna
cepa  de  P.   7ifeoc7oz)/fflcr  curada  del  S2-dsRNA.  Cariles  1  y  4,
mezcla  de  fragmentos  ^  DNA/Iiz.7ccm  y  ®xl74  DNA/HcrelH;
carril 2, cepa UCD 67-385; carril 3, cepa UV-S2. Las muestras se
trataron  con  DNasa  I  para  degradar  el  DNA  gen6mico.  Los
nineros de la derecha indican tamafios moleculares  expresados
en kilo  pares  de  bases.  Las  flechas  de  la  izquierda  indican  la
posici6n de los dsRNAs.
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Fig.  12.    Para    confirmar    que    dichos   clones   carecian  del

S2-dsRNA   se    corrieron   geles    de    agarosa    con    distintas

concentraciones  de  sus  acidos nucleicos   no  observandose  en

ningth caso el S2-dsRNA. Ademas, 1a nrigraci6n electroforetica

de los acidos nucleicos de las cepas curadas se compar6 con los

de la cepa silvestre para confirmar que dichos clones carecian

del S2-dsRNA. En la Fig. 13 se muestran dos clones curados por

tratahiento con ciclohexinida Gig. 13, carriles 2 y 4), se puede

observar claranente la diferencia con la cepa silvestre Grig.  13,

carril  3)  y  la  total  ausencia  del  S2-dsRNA  en  ellos  G]ig.  13,

carriles 2 y 4).

De   los    50    clones    obtenidos   por   tratamiento   con

ciclohexinida, se seleccion6 uno denominado CYH-117 para su

caracterizaci6n.  El  analisis  mediante  microscopia  electr6nica

por   tinci6n negativa  de  particulas  aisladas,  tanto  de  la cepa
UV-S2 como de la cepa CYII-117, revel61a presencia de VLPs

isom6tricas  de  36  ]m  de  diametro  identicas  en morfologia y

tanafio a las de la cepa parental.  De estos resultados es posible

predecir    que    el    S2-dsRNA    no    codificaria    polip6ptidos

estructurales de las particulas virales.

Con la finalidad de obtener cepas curadas en mss de rna

molecula de  dsRNA, un  cultivo  en fase  exponencial del  clon

CYH-117  se traspas6 medio minino que contenia bromuro de
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Fig. 12. Electroforesis en gel de agarosa de los acidos nucleicos de cuatro
cepas de P. rfeoc7ozj/"cr curadas del S2-dsRNA mediante tratamiento
con ciclohexinda. Carril 1, mezcla de fi-agmentos ^ DNA/Hj72cm
y  ¢xl74 DNA/II¢elH;      carriles 2, 3, 4 y 5   cepas   curadas    del
S2-dsRNA.  Las  muestras  se  trataron con DNasa I  para degradar
el DNA gen6mico.  Los nineros  de la izquierda indican tamafios
moleculares expresados en kilo pares  de bases.  Las flechas  de la
derecha indican la posici6n de los dsRNAs.
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Fig. 13. Electroforesis  en  gel  de  agarosa  de  los  acidos  nucleicos  de  dos
cepas de P., #feoc7ozj;"cr curadas del S2-dsRNA mediante tratamiento
con cicloheximida. Carril 1, mezcla de fragmentos ^ DNA/Hj72cml
y    dyxl74DNA/IIcrelll;     carriles    2  y  4    cepas    curadas      del
S2-dsRNA; carril 3, capa silvestre.  Las   muestras   se  trataron con
DNasa  I  para  degradar  el  DNA  gen6mico.  Los  nineros  de  la
izquierda indican tamafios moleculares expresados en kilo pares de
bases. Las flechas de la derecha indican la posici6n de los dsRNAs.
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etidio   y se  mantuvo con   agitaci6n suave   y continua durante

30   dias   a  22   °C.   Luego   de   transcurrido   este  tiempo,   se

plaquearon alicuotas de este cultivo en agar YM y se incubaron
a 22 °C hasta la aparici6n de colonias.  A 200  de las  colonias

obtenidas,  se les analiz6 su contenido de acidos nucleicos por

electroforesis en geles de agarosa, no encontrindose en ninguna

de  ellas  la  carencia  de  alguna mol6cula  de  dsRNA  adicional

(Tabla 3).

5.        LoCALIZAC16N INTRACELurARDE LAS VLPS DEP. rJlodozjJj„¢

Con  la  froalidad  de  obtener  informaci6n  acerca  de  la

distribuci6n intracelular y aspectos morfol6ticos de las VLPs,

se    prepararon  secciones  ultrafinas  de  cultivos  de  las  cepas

UCD   67-385,   UCD   67-383,   UV-S2   y   CYH-117   y   se

examinaron al microscopio electr6nico. En la thica cepa que no

se logr6 visualizar VLPs fue en P.  #72ocJoz);"cr UCD 67-383 . En

las   otras   cepas   se   observaron   particulas   isometricas   de

aproxinadanente   36   nm   de   diametro,   morfol6gicamente
sinrilares a las VLPs visualizadas por tinci6n negativa (ver como

ejemplos las Figs.  14,  15 y  16). Dichas particulas  se localizan

casi exclusivanente en el citoplasma como particulas alsladas o

formando pequefios  agregados  Q7igs.  14,  15 y  16).  Es posible

observar que   algunos de estos grupos de particulas y algunas
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Tabla  3.   CURAC16N  DE  CEPAS  DE  I:H4FEm  RIroD0zlzlz4  QUE  POSEEN

DSRNAS.

Tratamiento Condiciones    Colonias           Cepas

odosis       analizadas        curadasa

Irradiaci6n con luz UV 0,6 W,m2

Creciniento en ciclohexinida               2 pug/ml

Creciniento en bromuro de etidiob       25 pug/inl

300

300

200

50

aTodas las cepas curadas carecian solo del S2-dsRNA.
t'El  tratamiento  se  realiz6  sobre  el  clon  CYII-117  con  la  finalidad  de  obtener  cepas
curadas en mas de una mol6cula de dsRNA.
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VLPs   aisladas   se   encuentran   adyacentes   o   asociadas   a

estructuras citoplasmaticas membranosas Gigs.  15A, 17 y 18) y

en  algunos  casos  encerradas  en  vesiculas  membranosas  de

sinple o doble membrana Gigs.  17 y 18). Tambi6n fue posible

detectar  particulas  muy  cercanas  a  la  membrana  plasmatica

Gigs.  14,  15,  16,  17,  18,  19  y  20)  y  en muy pocos  casos  se

observaron particulas en el espacio periplasmico, entre la pared

celular   y   la   membrana   citoplasmatica   (vcr   las   particulas

indicadas por flechas en las Figs.  148,  16A,  17A y  198, ),  o

asociadas a la cara extema del plasmalema Gigs.  16A y 198 ).

Por otra parte, no  se  observaron particulas intranucleares,  sin

embargo se visualizaron VLPs aisladas cercanas a la envoltura

nuclear  Gig.  21).  Tanpoco  fue  posible  encontrar  particulas

intramitocondriales, dentro de vacuolas o de cuerpos lipidicos.

Es importante  observar  que  en  los  cortes  de   c61ulas

en   que  se   observan   grandes   cantidades   de   particulas   se

aprecia      claramente      lo      que   se   ha   denominado   como
"degeneraci6n    o    necrosis    celular"  quetitiri  y  Zachariah,

1972;     Yanashita     y   col.,1973; Roos y col.,1976;  Weber,

1979;   Kazana,   1979),   es   decir   no   es   posible   visualizar

claramente algivi organelo o estructura celular y el citoplasma se

encuentra completamente desorganizado Gigs.  14,  15,  17,  18).

La formaci6n de estructuras  membranosas, la asociaci6n de las

VLPs con membranas y la generaci6n de vesiculas son sintomas
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tipicos de degeneraci6n de las c61ulas funticas (Weber,  1979).

Sin  embargo,  en  las  c6lulas  que  se  visualizan  escasas  VLPs

Q7ig.  19A),  o  en las  que  no  es    posible  encontrar  facilmente

particulas, el citoplasma se aprecia sin alteraciones y es posible

observar claramente estructuras y organelos celulares (Fig. 22).

Existen  evidencias  que  indican  que  existiria  una  correlaci6n

entre  edad del  cultivo,  titulo  de particulas  virales y  grado  de

degeneraci6n.  Es  decir,  a  medida  que  aunenta  la  edad  del

cultivo,  aunenta  la  cantidad  de  particulas  y  la  degene~raci6n

celular qemke, 1979). Como los cultivos usados en este trabajo

no eran sincr6nicos y como se sabe que dentro de una colonia

de  microorganismos   existen   c6lulas   en  distintas   etapas   de

crecimiento y por consiguiente en distinto estado fisiol6dco, es

probable que las c6lulas que se observaron con mayor cantidad
de VLPs colrespondan a c61ulas mas vi.ejas.

El  analsis  ultraestructural  de  las  VLPs  al  microscopio

electr6nico  mos  permiti6  detectar  que  en  aproxinadamente  el

50% de las particulas se visualiza un core central denso  a los

electrones de aproxinadanente 15 nm de diinetro Q7igs.  148,

15,168,18,198 y 21) y el resto de las particulas parecen estar

vacias  Q7igs.   148,   15,   16A,   178,   18,   198,  20A  y  21).  Es

interesante notar que gran parte de las particulas se encuentran

asociadas  a  material  fibrilar  posiblemente  acidos  nucleicos,

sugiriendo que dicho material filanentoso podria corresponder



69

Fig. 22.    Secciones ultrafinas de c6lulas que no presentan VLPs. En (A) y
(B)   se   observa  un  citoplasma  intacto   con  gran  cantidad  de
mitocondrias. N = ndcleo.  Las  barras  en  (A)  y  (8) representan
1 [m y 200 nm, respectivanente.
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al  genoma  micoviral  Gigs.  15,  y  20A).  Coincidente  con  los

resultados  obtenidos  con las particulas  aisladas,  1a morfoloora
1

de   6stas tanbi6n   parece  ser icosa6drica.  Por  ejemplo,  en la

Fig. 208 se observa claranente rna particula hexagonal lo que

esta indicando que su morfologia seria icosa6drica.

6.        PRESENclA DE t]N slsrmlA KILLER EN P. rfeodozj7"¢

La  presencia  de     moleculas     de     dsRNA     podria

conferirle     algtin     fenotipo   caracteristico   a   P.  7iJzoc7ozy"cr

UCD 67-385 y como se ha observado en otras levaduras que la

presencia de tales elementos se encuentra asociada a un sistema
4j//er, se realizaron experinentos para detectar la presencia de

tal   fenotipo   en   esta   levadura.   Para ello  se utiliz6 la cepa

UCD  67-383,  que  no  posee  dsRNAs,  como  cepa  sensible.

Despu6s de sembrar las cepas UCD 67-385, UV-S2, CYH-117

y otros clones curados del S2-dsRNA obtenidos por tratamiento

con  cicloheximida,  sobre  un  c6sped  de  la  cepa  sensible  e

incubar las placas a 22 °C por tres a siete dias, se observ6 rna

zona clara de inhibici6n del crecimiento alrededor de las cepas

ensayadas.  Ademas  esta  zona  clara  presentaba  un  anillo  de

color azul intenso indicativo de muerte celular G7igs.  23, 24 y

25). Estos resultados constituyen clara evidencia de la presencia

de un sistema fa.//er en las  cepas  ensayadas.  Las  condiciones
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Fig..23.  Ensayo   del   fenotipo        faj//er   de     la     cepa     silvestre.
Sobre    un    c6sped    de    la    cepa    sensible  (P.  7:72oc7ozy7%cr
UCD 67-383),  se sembraron las cepas UCD 67-385  (A) y
UCD 67-383 (8) como control.
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Fig. 24.  Ensayo  del fenotipo  faJ.//er  de  cepas  curadas  del  S2-dsRNA.
-     Sobre     un     c6sped   de   la    cepa   sensible    (P.  7i7zocJozy772cr

UCD 67-383), se sembraron las cepas UV-S2 (A), CYII-117
(C) y la cepa UCD 67-383 (8) como control.
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Fig.25.  Ensayo     del    fenotipo     ¢J.//er    de     cepas     curadas     con
cicloheximida.      Sobre    un  c6sped    de    la    cepa   sensible
(P.   7ifeoc7ozyuncz  UCD   67-383),   se   sembraron  ocho   clones
curados    del    S2-dsRNA   obtenidos   por   tratamiento    con
cicloheximida. La flecha indica la posici6n de la cepa control
UCD 67-383.
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6ptimas de actividad de la aparente toxina frj//er fueron pH 4,6 y

22 OC.

Cabe  destacar  que  si  se  ensaya  la  cepa  UCD  67-383

sobre alguna de las  cepas far.//e7', no  se  observa ningdn efecto.

Lo nrismo ocurre cuando se analiza una cepa frj//er sobre otra,

por  ejemplo   la  cepa  UCD   67-385   sobre   la   cepa  UV-S2

(resultados no mostrados).

Por    otra    parte,    se    realizaron    experimentos    para

determinar  si  la  toxina  frz.//er  de  P.   7i72oc7ozy7#cr  era  capaz  de

destnrir c61ulas sensibles de rna levadura distinta. Para ello se

utiliz6 S.  cerev7.sz.c7e  A1122  que no posee  dsRNAs  como  cepa

sensible    frente    a    las  cepas  dr.//er UCD  67-385,  UV-S2  y

CYH-117. Los resultados indican que existe actividad frj//er de

P.  #72ocJozy"cr contra esta  cepa de  S.  cerevjs'jcre.  La figura 26

muestra   el   efecto   fa.//er  de  la  cepa   UCD   67-385   sobre

S.  cerei;js'z.c7e Am2.  Se puede  observar claramente  que  existe

rna zona de inhibici6n del crecimiento de la cepa sensible   y

ademas es posible visualizar un anillo intensanente tedido por

el azul de metileno indicando que la cepa UCD 67-385 es capaz

de matar a la cepa sensible de S. cerevjsJ.cre Gig. 26). Lo mismo

se  observacuando  se  ensayan  las cepas  UV-S2  y  CYH-117
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sobre la cepa sensible de S.  cerevz.sz.cre Q7ig.  27).  Sin embargo,

en  estos  casos,  la  magnitud  del    efecto  faJ.//er  es  menor  que

contra la cepa UCD 67-383  de P.  7:feocJozj;"cr, lo que se puede

apreciar claramente al comparar las figuras 23, 24 y 25  con la

2:6 y 2:J .
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Fig. 27.  Ensayo   del   fenotipo   #JJer   de   cepas   de   P.   Ji7!oc7ozyz"cz
curadas  del  S2-dsRNA sobre  la  cepa S.  cerevjsjcre  Am2.
Sobre un c6sped de la cepa sensible (S.  cerei;z.sjcze AH22),
se  sembraron  las  cepas  de  P.   7172oc7ozy7#cr  UV-S2  (A)  y
CYH-117 (8).  La cepa AH22 se us6 como control (C).
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DISCUSION

1.        CARACRERIZActoN DE LOS EGES

Los  elementos  gerfeticos  extracromos6micos  de  P7zcrLffjcr  7ifeoc7ozy77"

UCD i67-385 detectados en este trabajo, se identificaron como mol6culas de

dsRNA.   Se   confirma   su  naturaleza   quimica   por   su   resistencia   a   la

degradaci6n con distintas enzimas como DNasa I, nucleasa S 1 y RNasa A en

un amortiguador de alta fuerza i6nica;  asi como por su uni6n especifica a

celulosa  CFl 1,  una  resina  cromatogrffica  usada  para  separar  SSRNA  de

dsRNA Q]ranklin,  1966), y ademas por su total sensibilidad a la digesti6n

con RNasa A en un alnortiguador  de  baja fuerza i6nica.  Dichos  ensayos

constituyen pruebas  estindares  que  se  ban utilizado  para  caracterizar  las

mol6culas de dsRNA de otros hongos afoltin, 1986b; Pryor y Boelen, 1987).

Prueba adicional que el M-dsRNA es una mol6cula de doble hebra lo

demuestra su comportamiento frente a distintas temperaturas, observindose

un efecto hipercr6mico caracteristico de los acidos nucleicos de doble hebra,

cuando  se realiza un experimento  de  cin6tica de desnaturaci6n t6rmica de

dicha  mol6cula  (Ushiyama  y  col.,  1977).  El  aumento  de  absorbancia  de

aproxinadanente 50°/o observado para el M-dsRNA de P.  7ifeoc7ozy"cr fue

sinrilar al obtenido para el LA-dsRNA de S.  cerevjsjcre @evan y col.,  1973),
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para el  dsRNA viral  de Pe73jcj//j"7#  chrysoge73cf7#  ¢etrovic y  col.,  1974);

para el dsRNA del virus f de Pe#jcj//j2j7# sZo/o#7/er%7" @ozarth y col.,1971)

y para el dsRNA de las particulas L del virus S de Per#.cj//z.24z# sfo/o727/er„ffl

a3uck y Kempson-Jones, 1973). En estos casos, el aunento de absorbancia
relativa  al  valor  inicial  fue   de   aproxinadanente  45,   45,  43   y  47%,

respectivamente. Por otra parte, Bevan y col.,  1973  detenninaron el Tin del

LA-dsRNA   de   S.   cerei7jsz.cre   en   diferentes   amortiguadores,   obteniendo

valores de   46,5; 53,,8 y 99,3  °C en 0,1 x SSC + 67% (v/v) de fomamida;

0,5 x SSC + 67°/o (v/v) de formamida y 1 x SSC, respectivamente a3evan y

col.,1973). Con el valor de Tin obtenido en 1 x SSC (0,15 M Nac1; 0,015 M

citrato de sodio pH 7,0) condiciones que permiten utilizar la expresi6n dada

por Cox y col.,  1970,   estimaron  un contenido   de   G+C de 49,6% para el

LA-dsRNA de S.  cerevjs7.cre  a3evan y col.,  1973).  En nuestro  caso, no fue

posible  determinar  el  contenido  de  G+C  del  M-dsRNA,  ya  que  para las
condiciones  en  que  fue  hecho  el  experimento  (0,1   x  SSC  y  50%  de

formarida),  no se ha determinado una curva de calibraci6n y no se dispone

de rna ecuaci6n adecuada para el analisis de estos datos.

Ademas  de  estas  pruebas,  se  ham  descrito  otros  m6todos  tanto

inmunol6gicos como bioquinicos, para detectar la presencia de dsRNA en

hongos  (Adler y Del  Vecchio,  1979).  Las  t6cnicas  inmunol6gicas utilizan

antisueros  contra  dsRNA  para  detectar  este  tipo  de  acido  nucleico  en

extractos flingicos. Habitualmente se utilizan polirribonucle6tidos sint6ticos

de doble hebra tales  como acido poliadenflico:poliuridilico tooliA:poliu) o

acido  poliinosinico:policitidflico  ®olil:polic)  conjugados  a  albinina  de
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suero  de bovino  para la producci6n  de  anticuerpos  en  conejos  quoffit y

Lister,      1973).      Entre      los      procedinientos      descritos      estin      la

inmunofluorescencia    indirecta,    1a    inmunodifusi6n    bidimensional,    1a

microscopia irmunoelectr6nica y  la  inmunoelectroforesis.  Algunas  de  las

t6cnicas bioquinicas utilizadas para este prop6sito son la electroforesis en

geles de poliacrilanrida, 1a ultracentrifugaci6n analitica y la inhibici6n de la

sintesis de proteinas z.# vjrro (Adler y Del Vecchio, 1979 ). La electroforesis

en  geles  de  poliacrfuamida  se  ha  usado  para  la  detecci6n  de  dsRNA  en

muchos bongos caoltin y Day,  1976; Marino y col.,  1976;  Vodkin y col.,

1974; Wood y Bozarth,  1972). Es rna de las tecnicas mss directas, ya que

las  bandas  de  dsRNA  se  tifien  de un  color rosado  violaceo  con  azul  de

toluidina, 1o que perfute su fapida identificaci6n. Sin embargo, es necesario

tratar previamente las muestras de acidos nucleicos con desoxirribonucleasa,

ya que el DNA de doble hebra se tifie del mismo color que el dsRNA con
dicho colorante. Como la mayoria de los hongos que contienen dsRNAs no

presentan  alteraciones  fenotipicas  discernibles  @oods  y  col.,  1984),  para

detectar la presencia de dichas mol6culas es necesario utilizar alguna de las

tecnicas  anteriomente  mencionadas  o  las  utilizadas  en  este  estudio.  No

obstante,  de  acuerdo  a  los  antecedentes  obtenidos  en  este  trabajo,  1a

evidencia es clara respecto a la presencia de EGEs de naturaleza de dsRNA

en P. rhodozyma.

La  nomenclatura  usada  en  nuestro  laboratorio  para  denominar  los

dsRNAs  de  P.  7ifeocJoz)/mcr,  se  bas6  en  la  utilizada  inicialmente  para  los

distintos dsRNds de los, virus de S.  cerevjs'jcre los que se denominaron de
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acuerdo a su tanafio molecular con las letras L, M y S y cuyo significado fue

/crrge,  owec7z.%ne  y  sJ"cr//  respectivanente  @ozarth,  1979).  Sin  embargo,  a

pesar que otros investigadores se ban basado en el tanafio relativo  de las
mol6culas para su denominaci6n, ban utilizado una nomenclatura distinta.

Tal es el caso de los dsRNAs de U. "¢);c7Zs que se han  denominado H, M y

L  por  feeav);,  7#ec7j"z#  y  /jg7zz  afroltin,   1988).  Ademas,  se  han  utilizado

distintas nomenclaturas para  individualizar los   L-dsRNAs   de los virus de

S. cerevjsjcre. Asi por ejemplo, 1a molecula Li de Bruen q3ruenn y Brennan,

1980)   es   el LA de Wickner (Sommer y Wickner,  1982) y el L2 de Bevan

ql-Sherbeini y col., 1983). EI La de Bruerm q3ruerm y Brerman, 1980) es el

LBc de Wickner (Sormer y Wickner, 1982) y el Li de Bevan @l-Sherbeini y
col.,   1983).   Por  lo   tanto,   es   claro   que  hasta   el  momento   no   existe

uniformidad en la nomenclatura utilizada para los dsRNAs de virus ftnricos

yesnecesariounarevisi6nyestandarizaci6ndelaterminologiautilizada.

2.        ASOCIAC16N DE LOS DSRNAS CON VLPS

Los  resultados  de  los  experimentos  de  centrifugaci6n  de  extractos

libres de c61ulas en gradientes lineales de sacarosa, sualeren que las cuatro

mol6culas de dsRNA se encuentran asociadas a VLPs, ya que copurifican en

la  gradiente  y por  lo  tanto,  es  probable  que  los  dsRNAs  constituyan  el

material  gerfetico  de  dichas  particulas.  La presencia  de  escasas  VLPs  en

fracciones que s61o contienen las moleculas L y M podria estar evidenciando

la existencia de un segundo tipo  de particulas  que  solo  contienen los  dos
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dsRNAs   de   mayor   tanafio   molecular,   sugivendo   que   podria   existir

encapsidaci6n diferencial de los dsRNAs.  Sin embargo, 1o mss probable es

que se trate de viriones vacios, ya que la ausencia de las mol6culas Si y S2

no  seria  suficiente  para  explicar  la  diferencia  en  sedinentaci6n  con  las

particulas   llenas.   Estos   resultados   concuerdan   con   las   observaciones

realizadas por Welsh y col.,  1980  en rna cepa fa.//er de S.  cerevjsjcre que

posee las moleculas de dsRNA L y M. Ellos tanbien observaron RNA de
doble   hebra   en   todas   las   fracciones   de   la   gradiente   de   sacarosa,

fundanentalmente la molecula de mayor tamafio molecular a.-dsRNA).  Sin

embargo, en las fracciones que contenfan los mss altos niveles de dsRNAs,

se enco.ntraban las mol6culas L y M comigrando con gran cantidad de VLPs

isom6tricas de aproxinadamente 40 nm de diinetro.  Tambi6n encontraron

particulas  sinrilares  a los viriones intactos  en fracciones  que  sedinentaron
mas lentanente y que  contenian s61o  el L-dsRNA en baja concentraci6n,

pero concluyeron que se trataba de viriones vacios y particulas rotas (Welsh

y col., 1980). Sinrilares a 6stos y a los nuestros, son  los resultados obtenidos

por  Dickinson  y Pryor,  1989  con  las  VLPs  de  P„cc7.7#.cr  sJr7/or7„js.  Este

hongo posee a lo memos  12 mol6culas de dsRNA con tanafios moleculares

que  van  desde  los   150  hasta  los  5.000  pb.  Mediante  experinentos  de

fraccionamiento  de  extractos  libres  de  c61ulas  en  gradientes  de  sacarosa,

obtuvieron un perfil de absorci6n al UV que present6 dos maxinos centrados

en  la  gradiente.  El  analisis  del  contenido  de  acidos  nucleicos  de  las

fracciones de la gradiente revel6 la presencia de los tres dsRNAs de mayor

tamafio molecular en todas las fracciones de la gradiente.  Sin embargo,  el

analisis  del  contenido  de  acidos  nucleicos  de  las  fracciones  del  pico  de
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sedinentaci6n rapida,  revel6  1a presencia  de  la totalidad  de  los  dsRNAs

coincidente  con las  observaciones  al microscopio  electr6nico  que  en  esas

fracciones se encontraron abundantes VLPs.  Tambien fue posible  detectar

VLPs en las fracciones del maximo de sedinentaci6n mss lenta, sin embargo

al igual que los resultados de Welsh y col., 1980, conclnyeron que se trataba

de capsides vacias y particulas rotas @ickinson y Pryor, 1989).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo no coustituyen evidencia

suficiente para afimar que las moleculas de dsRNA de P.  #72oc7try7„cr son

encapsidadas separadanente. Para dflucidar este punto, es necesario utflizar

t6cnicas   de   alta  resoluci6n  como   gradientes   de   densidad  de   Cscl  al

equlibrio,  metodologia que  se ha usado  para demostrar la  encapsidaci6n

diferencial   de   los   dsRNAs   en   Scrcc¢czro");ces   cerevz.sz.cre   @steban   y

Wickner,  1986). No obstante, se debe tener en mente que en algunos casos

las  VLPs  son  inestables  en  Cscl  y  por  lo  tanto,  se  debe  usar  Cs2S04

a)ickinson y Pryor, 1989). Es asi que mediante centrifugaci6n en gradientes
de  CsCI  Esteban  y  Wickner  (1986),  han  podido  separar  particulas  que

contienen  LA-dsRNA  de  particulas  que  contienen  Mi-dsRNA.  Ademas,

usando esta metodologia ellos han logrado  separar dos tipos de VLPs que

contienen Mi-dsRNA (VLPs Mi-H y VLPs Mi-L). Las VLPs Mi-H son de

mayor deusidad que las VLPs Mi-L. Los tres tipos de VLPs qui-H, Mi-L y

LA) poseen los nrismos tipos de proteinas en aproxinadanente las mismas

proporciones, pero mientras que las VLPs LA y Mi-L tienen rna mol6cula de
dsRNA por particula, 1as VLPs Mi-H contienen dos moleculas de dsRNA

por particula  q]steban y  Wickner,  1986).  Estos  resultados  demuestran  el
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poder resolutivo de las gradientes de Cscl en la separaci6n de particulas que
difieren may poco en densidad y por lo tanto, es claro que su aplicabilidad es

esencial en la caracterizaci6n de VLPs fundcas.

El   tanafio  y  las  caracteristicas    morfol6gicas    de  las  VLPs    de

P.  7ifeoc7ozj;"cr  UCD  67-385  aisladas  por  centrifugaci6n  en  gradientes  de

sacarosa  y  visualizadas   al  microscopio   electr6nico   despdes   de  tinci6n

negativa,  son  similares  a las  descritas  en S.  cerevz.sz.cre  Herring y Bevan,

1974); es decir, se trata de particulas isom6tricas aparentemente icosa6dricas

de   36   y   39   rm   de   diinetro   para   P.    7ifeoc7ozy"cr   y   S.    cerei;jsjcze,

respectivanente. En ambos casos se observaron particulas rotas y la mayoria

parecian estar vacias. Sin embargo, se ha demostrado que las particulas que

se visualizan con el centro oscuro por tinci6n negativa, no necesarianente

corresponden a particulas vacias, debido a que tanto las capsides llenas con

dsRNA y las capsides verdaderamente vacias habitualmente son penetradas

por la tinci6n a3ozarth, 1979).

El perfil electrofoietico de las fracciones que contienen VLPs revel6 1a

presencia de 2 bandas polipeptidicas mayoritarias de alrededor de 35 y 80

kilodaltons  intensanente  tehidas,  que  no  se  detectan  en  el  resto  de  las

fracciones  de la gradiente.  Es posible  que  alguno(s)  de  estos polip6ptidos

correspondan a proteina(s) de la capside viral. Lo mss probable  es  que  el

polipeptido de 80 kilodaltons corresponda a la proteina estructural del virus,

ya que se ban descrito proteinas de sinlar nasa molecular como tinicas o

principales constituyentes de la capside micoviral. Tal es el caso de las VLPs
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de  Usfj/czgo  mcr);c7js  qoltin,   1988),  S.   cerei/jsjcre  aieilly  y  col.,   1984),

Hanseniaspora urarun (Schmi:tt y "end"sen, 1994) y Helmihihosporium

vjcforjcre (Ghabrial y col., 1987) que poseen como principal constituyente de

la    capside    polip6ptidos    de    75,    80,    85    y    88    kilodaltons    ¢Da)

respectivamente.  Sin embargo,  Schmitt y Neuhausen,  1994, estudiando rna

cepa de Zjgascrcchczrom);ces Ocrj/77 que posee 3 mol6culas de dsRNA, L, M y

Z de 4,5; 1,8 y 2,8 kyb respectivamente, demostraron que tanto el L como el

M dsRNA son encapsidados en VLPs cuya capside esfa formada por rna

proteina de 85 kDa, mientras que el Z dsRNA es encapsidado en particulas
virales cuya cubierta esta formada por una proteina de 35 kDa. Por lo tanto,

de acuerdo  a estos antecedentes,  a su abundancia y a su presencia en las

fracciones que contienen la mayor cantidad de VLPs, no se puede descartar

la posibilidad de que el polip6ptido de 35 kDa sea el principal o forme parte

de la capside de VLPs de P. 7ifeocJozy"cr.

Nuestros  resultados no  son  concluyentes  acerca  de  la  composici6n

proteica  de  las  VLPs  de  P.  7ifeoc7oz);j„cr  y  es  necesario  confirmarlos  con

experimentos  que  pennitan  purificar  las  particulas  virales  libres  de  otras

proteinas contaminantes. Para ello, es necesario realizar centrifugaciones en

gradientes de densidad de CsC1 6 Cs2S04 al equilibrio. Con esta t6cnica se

ban logrado purificar las VLPs de S.  cerew.sz.are Gsteban y Wickner,  1986),

ff.   vjcfor7.cre  (Ghabrial  y  col.,   1987)  y  Rfejzoczor2jcr  soJcr72j  (Tavantzis  y

Bandy, 1988), entre otras.
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3.         OBTENC16NDE CEPAS CURADAS DE DSRNAS

Se han descrito varias condiciones,  que resultan en la p6rdida de  al

memos rna de las mol6culas  de  dsRNA presentes  en las  c61ulas  fungicas,

tales como tratamiento con cicloheximida QTink y Styles, 1972), exposici6n a

la luz ultravioleta (Tr6ton y col.,  1987) y crecimiento a altas temperaturas

(Wickner,1974). En nuestro caso, con  los  experimentos  de  curaci6n  con

luz   UV se obtuvo solo rna cepa curada del   S2-dsRNA (cepa UV-S2) de

300  colonias  analizadas,  mientras  que  el  tratamiento  con  cicloheximida

result6  ser mucho mss  eficiente,  obteni6ndose  50  clones  curados  solo  del

RNA  mas  pequefio  (S2-dsRNA)  con  el  analisis  del  mismo  ninero  de

colonias. El tratamiento con bromuro de etidio de algunos de estos clones no

altera  su  contenido  de  dsRNAs  y  hasta  el  momento  no  ha  sido  posible

obtener cepas curadas de otro(s) dsRNA(s), 1o que sudere que podria existir

cieha interdependencia entre las mol6culas L, M y Si para su mantenci6n

intracelular o simplemente que 6stos dsRNAs son resistentes a la curaci6n

por estos m6todos.

Tanto  la  cepa  UV-S2  como  el  clon  CYII-117   contienen  VLPs

id6nticas  a  las  detectadas  en  la  cepa  silvestre,   1o   que   suedere   que el

S2-dsRNA no codifica polipeptidos estructurales de las particulas virales.
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La  microscopia   electr6nica   se   ha  mantenido   como   una   de   las

pincipales helTamientas para la detecci6n de particulas virales en hongos y
es asi como en muchas especies ftndrcas la thica evidencia de la presencia

de VLPs esta basada en la visualizaci6n directa de  secciones ultrafinas de

micelio,  esporas  o  levaduras  utilizando  esta metodologia.  En muy  pocos

casos, extensos estudios ultraestmcturales  ban contribuido con informaci6n

inportante  en relaci6n  a  la  distribuci6n y localizaci6n intracelular  de  las

VLPs   y   subsiguientes   cambios   en   la   sub-estructura   de   las   c6lulas

hospedadoras acompafiados por la acumulaci6n de dichas particulas. Uno de

los principales problemas que se encuentran en la microscopia electr6nica de

material  biol6tico,  es  la  intexpretaci6n  de  estructuras  desconocidas.  En

general, 1as particulas virales estin representadas como unidades repetitivas

regulares  o  estructuras  atipicas  de  organelos  celulares.  Los  virus  pueden

distinguirse en el microscopio electrdnico por su uniformidad en el tanafio y

foma y por su estructura fina. Dichas particulas deben diferenciarse de otras

particulas esfericas, vesiculas,  estructuras tubulares seccionadas, ribosomas

e inclusiones cristalinas de naturaleza no viral 0,emke, 1979).

En nuestro  caso,  el analisis microsc6pico de  secciones ultrafinas  de

distintas cepas de P.  #feoc7ozy772cr revel6 la presencia de particulas  simflares

en morfologia y tamafio a las visualizadas por tinci6n negativa en las cepas

UCD 67-385, UV-S2 y CYII-117. Dichas particulas se encuentran dispersas

en  el  citoplasma,  observindose  algunos  agregados  y  particulas  aisladas
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asociadas   a   estructuras   membranosas.   Tipos   similares   de   distribuci6n

intracelular  de  VLPs  han  sido  descritas  en  otros  hongos  como  fe7ef7.7cas

ecJoc7es qushiyama y Nakai, 1980) y Pe#jcj/Jj#7# chryryogr##m (Yamashita y

col.,  1973).  No  se  observaron estructuras  organizadas  de  VLPs  como  las

detectadas en otras especies fiingicas (Weber, 1979). Por ejemplo, en c61ulas

degeneradas de Pe7?7.cjJ/7.#ffl chrysoge#2{ffl  se han encontrado ordenamientos

cilindricos y estructuras tubulares formadas por particulas virales (Yanashita

y col., 1973).  Estructuras organizadas sinrilares tanbi6n ban sido detectadas

en  Mycogone   pemiciosa  y   Peziza   ostracoderma   Cweder,  19]9D.   Sin

embargo,  fue  posible  encontrar  particulas  aisladas  y  agregados  de  VLPs

encerradas    en    estructuras    membranosas    con    aspecto    de    vesiculas

citoplasmaticas   de   simple  y   doble  membrana  en  c61ulas   degeneradas,

fen6meno que tambi6n se ha observado en otros hongos a3uck,  1986). La

asociaci6n   de   los   vins   fugicos   con   sistemas   membranosos   se   ha

intelpretado como un intento de la c61ula hospedadora para delinitar un virus

potencidrente litico en cueapos separados (Weber, 1979). La degeneraci6n
con  desaparici6n  de  organelos  celulares  y  citoplasma  al  parecer  es  un

fen6meno de lisis intema y es probable que la gruesa y rigida pared celular

prevenga la lisis celular.

Algunas VLPs se detectaron localizadas muy cerca de la membrana

plasmatica  y  otras  en  el  espacio  periplasmico  lo  que  tambi6n  ha  sido

encontrado para otros hongos qemke, 1979), sin embargo, el significado de

la existencia de particulas en el espacio periplasmico no esta claro.
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Se observaron VLPs aisladas cercanas a la envoltura nuclear, pero no

dentro del ndcleo. Tampoco fue posible observar VLPs intramitocondriales.

Uno  de  los  pocos  casos  en  que  se  han  detectado  VLPs  asociadas  a

mitocondrias corresponde al descrito  en una cepa mutante  de Ivea!rasporo

crczsscz a€untzel y col., 1973).

En relaci6n a aspectos morfol6gicos y estructurales de las VLPs,  se

obtuvo la siguiente informaci6n: en muchas de las particulas se visualiza un

centro  denso  a los  electrones  y  otras  parecen  vaofas.  Es  curioso  que  en

algunas c61ulas practicanente la totafidad de las particulas tengan el aspecto

de estar vacias. Esta no es una observaci6n aislada, ya que tambi6n se ha

encontrado en otras  especies fiingicas (Ushiyama y Nakai,  1982).  Si tiene

algth sigrrificado fisiol6gico de las c61ulas o de las VLPs o si se trata de un

artefacto de t6cnica no esta claro. La gran cantidad de estructuras fibrilares

asociadas a gran parte de las VLPs es muy probable que correspondan a los

RNAs gen6micos que son extruidos de la capside micoviral. Un antecedente

que apoya esta hip6tesis es que la fijaci6n con glutaraldehido o tetr6xido de
osmio   estabifza  las   capsides   virales,   pero   no   fija   el   acido   nucleico

eficientemente   (Vemon  y   col.,   1976).   Por   otra  parte,   en  Pe7?jc7.//I.cjz"

chrysogr##"  se  ha  descrito  que  las  VLPs  liberan  un  material  fibroso

proveniente   del   core   de   las   particulas   virales   y   que   por   lo   tanto,
corresponderia  a  dsRNA (Yamashita y col.,  1973).  Ademas,  Ushiyama y

Nakai (1982) demostraron que   estructuras filamentosas simflares asociadas

a   las   VLPs   de   I.    ecJoc7es,   corresponden   a   dsRNA.   Ellos   trataron

preparaciones   de   VLPs   parcialmente      purificadas   con   RNasa   A   en
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anortiguadores de baja (0.01 x SSC) o alta (2 x SSC) fuerza i6nica y luego

de   aplicarlas   a   las   grillas,   1as   sombrearon   con   platino:paladio   y   las

exariaron al microscopio electr6nico.  solo en las preparaciones   tratadas

con RNasa A en 2 x SSC permanecen las fibrillas asociadas a las particulas,

confimindose que corresponden a dsRNAs (Ushiyana y Nakai, 1982).

5.        FENOTlpo FILLER EN P. Rz:roDozlnz4

Finalmente, 1os experimentos realizados para detectar si los dsRNAs

le  confieren alguna caracteristica fenotipica a P.  7ifeocJoz)/"cz UCD  67-385,

revelaron la presencia de un sistema fe//er en esta levadura. Dicho sistema

fue     responsable   de   la   muerte   de   rna   cepa   sensible,   P.  7ifeoc7ozyfflcr

UCD  67-383,  que no  contiene  dsRNAs.  Para la  6ptima visualizaci6n  del

efecto #//er se requiri6 un minimo de incubaci6n de 72 horas, mientras que

levaduras frj//er de  otros  g6neros tienen un efecto maxino  despu6s  de 24

horas de incubaci6n (Young,  1987). La menor velocidad de crecimiento de

P. 7i¢oc7ozy"cr comparada con S.  ceJlevjs'jcre por ejemplo, puede explicar esta

diferencia. Por otra parte, tanto la cepa UV-S2 como los clones curados del

S2-dsRNA obtenidos por tratamiento con cicloheximida presentan la misma

actividad faj//er que la cepa UCD 67-385,1o que indica que el S2-dsRNA no

es inportante para la expresi6n de la toxina kz.//er.  Este  ultino  resultado

difiere notablemente con los obtenidos en S. cerei;js7.cre, ya que el tratamiento

con  concentraciones  sub-1etales  de  cicloheximida  permite  la  curaci6n  de

cepas faj//er en alta frecuencia Fink y Styles, 1972).   Recientemente Carroll
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y  Wickner,  (1995)  han  descrito  un  mecanismo  probable  por  el  cual  la

ciclohexinda  es  capaz  de  curar  el  Mi-dsRNA  en  S.   ce7.evisjcre.  Ellos

demostraron que la curaci6n de esta mol6cula depende de la fuente de las

proteinas   codificadas   por   el   LA-dsRNA.   Cuando   estas   proteinas   son

sintetizadas a partir del mRNA viral poli(A)-, el Mi-dsRNA es curado por

ciclohexinrida; sin embargo, cuando Gag y Gag-Pol son sintetizadas a partir

de un mRNA poli(A)+  de un clon del  CDNA de LA,  1a cicloheximida no

disminnye el ninero de copias de Mi. Como se sabe,1a cicloheximida actha

sobre la proteina L29 de la subunidad ribosomal grande @el Pozo y col.,

1991). De acuerdo a esto, 1os autores concluyen que rna deficiencia en las

subunidades ribosomales 60S resulta en rna preferencial disminuci6n en la

traducci6n de  los transcritos  del mRNA viral  (Carroll y Wickner,  1995).

Ademas,   estos   investigadores   argumentan   que   LA   proporcionaria   las

proteinas Gag y Gag-Pol a Mi, solo despu6s que sus propios requerimientos
hayan sido  satisfechos. Es decir,  existiria un mecanismo  de  empacamiento

cjs  preferencial  y  por  lo  tanto,  una  disminuci6n  en  la  concentraci6n  de

subunidades   ribosomales   60S,   tendria   como   cousecuencia   16alca   una

disminuci6n en la traducci6n de la hebra (+) de LA lo que resultaria en la

p6rdida  selectiva  de  Mi  (Carroll  y  Wickner,  1995).  Aparentemente,  1os

dsRNAs de P.  7ifeoc7oz);7"cr al igual que los de S.  ce7'evjsz.c7e, no poseen colas

de  poli(A),  ya  que  no  son  retenidos  en  columnas  de  ohigodT  celulosa

(resultados no mostrados). Por lo tanto,  1a inposibilidad de  obtener cepas
curadas  del  dsRNA  que  codifica  para  la  toxina  fa.//er  (cepas  que  hayan

perdido   el   fenotipo   faj/Jer)   mediante   trataniento   con   concentraciones

sub-1etales   de   ciclohexinida,   estaria   indicando   que   el   mecanismo   de
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mantenci6n y/o replicaci6n intracelular de esta mol6cula seria distinto al del

M]-dsRNA de S.  cerevjs'jcre.  El mecanismo   de p6rdida  del Mi-dsRNA de

S. ce7`evz.sjcre     podria  ser     homologable    solo     para     el    S2-dsRNA  de

P. rhodozyma.

Por otra parte, coincidente con nuestros resultados, 1evaduras 4j/Jer de

otros   g6neros   distintos   de   Scrcc¢crroJ„);ces   no   se   pueden   curar   por

tratamiento con ciclohexinida afandel,  1988). Es interesante el hecho que

las   cepas  frj/Jer  de  P.  #7!ocJoz);rmcr  puedan destruir a una cepa sensible de

S.  cerevz.sr.cre, lo que confirma las observaciones que sualeren que todas las

levaduras  de  g6nero  distinto  a  Scrcc¢crro7#);ces  matan  algunas  cepas  de

Scrcchcrro772};ces  (Young,  1987).  Sin  embargo,  1a  intensidad  del  efecto  es

menor que la que  se  obtiene  con la  cepa  sensible  de P.  7ifeoc7oz)/j#¢.  Esta

diferencia   tanbi6n   puede   explicarse   por   las   distintas   velocidades   de

crecimiento de dichas levaduras.

En la mayoria de los hongos que contienen dsRNAs no ha sido posible

detectar un sistema frj/Jer. Una probable explicaci6n a este fen6meno es que

las  toxinas  son  extremadamente  inestables  y  se  inactivan rapidamente  en

condiciones de pH y temperatura inadecuadas. Por lo tanto, es probable que

un gran ninero de cepas #//er no hayan sido detectadas debido a que las

condiciones de ensayo que se han usado no ham sido las mas adecuadas.

En relaci6n a lo ultimo, el analisis de la composici6n de polip6ptidos

del medio  de  cultivo mos  permiti6  determinar la presencia  de  dos bandas
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polipeptidicas adicionales de 20 y 22 kDa en los cultivos de las cepas faj/Jer

que no se visualizan en el 1a cepa sensible.  Es probable que uno a ambos

polip6ptidos sean o formen parte de la toxina fa.//er de P.  #7zocJoz);mcr. Esta

suposici6n esta  apoyada en el hecho  que los  sobrenadantes  del medio  de

cultivo de dichas cepas presentan actividad 47.//er cuando se ensayan sobre

un  c6sped  de  la  cepa  sensible,  P.   7ifeoc7ozj;#¢cr  UCD  67-383.  La  menor

actividad   frj//er   de los  sobrenadantes  del medio  de  cultivo  de  las  cepas

UCD   67-385,   UV-S2   y   CYH-117   sobre   la   cepa   UCD   67-383   en

comparaci6n al uso de c6lulas intactas, estaria indicando rna baja estabilidad

y rapida desnaturaci6n de el(1os)   polip6ptido(s)  que   son  o  forman   parte

de  +aL twcirm  killer  de P. rhodozyma.
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CONCLUSI0NES

1.         Los     EGEs     presentes     en     P7zczjffJ.cr     J172oc7ozy#gcr     UCD     67-385

corresponden a mol6culas de RNA de  doble hebra (dsRNA)  que  se

encuentran   asociadas   a  particulas tipo virus (VIJPs) isom6tricas de

36 rm de diinetro.

2.        Las vI,Ps se localizan en el citoplasma y en el espacio periplasmico

de   la   levadura   como   particulas   aisladas   o   formando   pequefios

agregados.

3.        Las  c61ulas  infectadas  que  contienen abundantes  VLPs  presentan el

fen6meno   de   degeneraci6n  celular   con  rna  alta  desorganizaci6n

citoplasmatica.

4.        Es posible obtener cepas curadas del s2-dsRNA mediante tratamiento

con luz ultravioleta o creciniento de la cepa silvestre, en presencia de

concentraciones sub-1etales de cicloheximida.

5.        Existe rna asociaci6n entre dsRNAs y fenotipo fa.//e7`, ya que las cepas

que poseen dsRNAs presentan actividad 4z.J/er sobres cepas que no los

contienen.
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6.        Los  resultados  indican  que  el  S2-dsRNA  no  codifica  polip6ptidos

estructurales  de  las  VLPs,  ya  que  las  cepas  curadas  del  S2-dsRNA

poseen VLPs morfol6gicamente id6nticas a las de la cepa parental.

7.       EI S2-dsRNA no es inportante para la expresi6n del fenotipo 4j//er, ya

que tanto la cepa silvestre  como las  cepas  curadas  carentes  de  esta

mol6cula poseen un fenotipo faj//er que destruye c6lulas sensibles de

P.  7:72oc7oz)/77¢cr y S.  cerew.sz.cze que no poseen dsRNAs.
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PROYECCI0NES

A la luz de los resultados  obtenidos  en este trabajo  se  generan rna

serie de proyecciones interesantes :

En priner lugar seria muy interesante la purificaci6n de las VLPs por

gradientes   de   Cscl  o   Cs2S04  para  poder  caracterizar  la  composici6n

polipeptidica  de  la  capside  y  ademas  poder  determinar  si  existe  o  no

encapsidaci6n   diferencial   de   las   mol6culas   de   RNA   de   doble   hebra.

Complementario a estos experinentos,  seria inportante realizar traducci6n

z.#  1;jfro  de  los  dsRNAs  y  posterior  analisis  bioquimico  (compoftamiento

electrofor6tico  y  mapeo  peptidico)  e  inmunoquinico  ®recipitaci6n  con

anticuelpos) de los productos  obtenidos para poder determinar cual de los

dsRNAs  codifica para  los  polip6ptidos  de  la  capside  micoviral,  mediaute

comparaci6n  de  los  productos  de  traducci6n  con  los  polip6ptidos  de  las

VLPs purificadas.

Otro    aspecto    interesante    de    realizar    seria   la   purificaci6n   y

caracterizaci6n de la toxina fo.//eJ'. De esta manera se podria demostrar si los

polip6ptidos de 20 y 22 kDa que se encuentran en los sobrenadantes de los

medios  de  cultivos  de las  cepas fe//er corresponden o  forman parte  de la

toxina  fa.//er  de  Pfec7;#7cr   7i7zoc7ozy7"cr.   Con  la  toxina  fa.J/er  purificada  se
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podrian realizar experimentos destinados a la caracterizaci6n del mecanismo

de acci6n de dicha toxina. Por ejemplo,  se podria ensayar si forma canales

i6nicos  en bicapas  fosfolipfdicas  o  si posee  actividad  endonucleasa  sobre

dsDNA,  SSDNA  o  SSRNA,  mecanismos  que  han  sido  descritos  para  las

toina;s de Saccharomyces cerevisiae y Ustilago maydis> reapectivarmente.

El clonariento del gen de la toxina puede ser titil en la construcci6n

de  vectores  que  permitan  estudiar  los  mecanismos  de  procesamiento  y

secreci6n  de  proteinas.  Este  gen  puede  ser  usado  como  un  marcador  de

selecci6n   dominante   para   transformaci6n   gerfetica   y   mantenci6n   de

plasnridos.  Del  mismo  modo,  utilizando  las  secuencias  regulatorias  que

dirigen la secreci6n de la toxina, se podrian consrfur vectores de expresi6n

que permitan la secreci6n del producto del gen clonado.

Seria interesante  ademas  clonar y secuenciar las  otras mol6culas  de

dsRNA.  Con esta  informaci6n  se  pueden  analizar los  posibles  marcos  de

lectura  abiertos  para  los  potenciales  polip6ptidos   codificados   en  estos

elementos y la comparaci6n con las secuencias publicadas de los dsRNAs de

otros micovirus. De esta manera, es posible determinar, por ejemplo, en cual

de los dsRNAs esta codificada la RNA polimerasa viral.

Por otra parte,  el estudio  de sistemas fr7.//er en P.  7:feoc7ozy"cr podria

tener interesantes aplicaciones en la industha. Por ejemplo, algunas cepas de

este microorganismo  se utilizan para la producci6n de  astaxantina en gran

escala y en algunas ocasiones la producci6n del pigmento se ha visto muy
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disminuida  por  la  contaminaci6n  de  los  cultivos   con  cepas  fa.//er  que

producen menor cantidad o no producen el pigmento. Por lo tanto, seria muy
importante   intentar   obtener   rna   cepa   s'%pe#faz.//er   sobreproductora   del

pigmento.

Findrente, el estudio de los sistemas faj//er de P.  7ifeoc7ozy"cz podria

constituir rna altemativa m6dica para el tratainiento de pacientes infectados

con levaduras pat6genas sensibles a dicha toxina.
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