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RESUMEN

En diversos microorganismos se ha descrito la existencia de moléculas de RNA
de doble hebra encapsidadas en particulas tipo virus. Se ha asociado la presencia de
estos elementos con caracteristicas del huésped como la produccion de toxinas. Tal
es el caso del sistema killer de Saccharomyces cerevisiae, del cual se conoce su
funcionamiento y estructura, y que estd compuesto por 2 virus con genomas de RNA
de doble hebra, que codifican para diversas toxinas y para las proteinas estructurales
de estos virus.

En varias cepas de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous se ha
observado la presencia de moléculas de RNA de doble hebra, pero en ninguna de
ellas se han podido asociar a algdn fenotipo. En este trabajo se caracterizaron las
moléculas de dsRNA presentes en diversas cepas de X. dendrorhous, en términos de
su origen, secuencias .y relacibn con el huésped. Asimismo se analizd
bioinformaticamente la secuencia de estas moléculas de dsRNA y su identidad con
genomas virales ya descritos.

Al analizar las moléculas de dsRNA presentes en cada una de las cepas
estudiadas, se logré agruparlas seglin su origen geografico en 5 clases: las que
presentan 4 moléculas de dsRNA (Grupo i UCD 67-385 y CBS 5908); las que
presentan 2 (Grupo Il: CRUB 1148 y RV-4); las que presentan 1 de alto tamario
(Grupo lll: VKM-Y 2059, VKM-Y 2266 y VKM-Y 2786); la que posee 1 molécula de
menor tamafio (Grupo 1IV: UCD 68-653.3), y las que no poseen (Grupo V: CBS 6938 y
UCD 67-210). Se observo que soblo la cepa UCD 67-210 no presenta el mismo patron
de moléculas que las cepas de su mismo origen.

Para determinar si existe algin grado de identidad entre las moléculas
presentes en distintas cepas de X. dendrorhous, se realizaron experimentos de

hibridacion. No se observé similitud entre las moléculas de distinto origen, sin

viii



embargo, se encontr6 identidad entre las moiéculas L-dsRNA y M;-dsRNA de las
cepas de origen japonés, indicandonos un sistema distinto a los anteriormente
caracterizados en otras levaduras, al presentarse al menos 2 moléculas con similar
secuencia en el mismo huésped.

Para observar si la presencia de estas moléculas depende de factores propios
del huésped, se realizaron curvas de crecimiento de 2 cepas de X. dendrorhous,
cambiando las condiciones de cultivo. En la cepa UCD 67-385 se observo el aumento
relativo de la molécula M;-dsRNA respecto a la de L-dsRNA, sugiriéndonos
nuevamente la presencia de 2 sistemas virales independientes coexistiendo en el
mismo huésped.

Finalmente se logr6 clonar y secuenciar gran parte de las secuencias de las
moléculas L-dsRNA y M-dsRNA de la cepa UCD 67-385. El analisis de las secuencias
de la primera molécula, nos permitié definir un segmento que posee un alto nivel de
identidad con RNA polimerasas dependientes de RNA, propias de otros sistemas
virales de levaduras. La comparacion de todas estas secuencias sugiere que el virus
XdV-L, presente en esta cepa, perteneceria a la familia totiviridae y lo asocia por

primera vez a otros sistemas virales de levaduras.
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ABSTRACT

In several microorganisms the existence of double stranded RNA molecules
encapsidated in virus like particles has been described. These elements have been
associated with host features such as toxin production. This is the case of the
S. cerevisiae killer system, composed by two viruses with double stranded RNA
genomes that encode toxins and structural proteins of these viruses.

Strains of the yeast Xanthophyllomyces dendrorhous have double stranded
RNA molecules, but their function or phenotype in the host is unknown. In this work the
double stranded RNA molecules of X. dendrorhous were characterized in relation to
source origin, sequence and relationship with the host. Also, the sequence of these
molecules and their identity with previously described viral genomes were
bicinformatically analyzed.

From the analysis of double stranded RNA molecules present in each strain,
they can be grouped in 5 classes: strains with 4 double stranded molecules (Group I:
UCD 67-385 y CBS 5908); with 2 (Group 1l: CRUB 1149 y RV-4); with a large size
molecule (Group lil: VKM-Y 2058, VKM-Y 2266 y VKM-Y 2786); with a smaller
molecule (Group IV: UCD 68-653.3), and the strains that don't have any molecule
(Group V: CBS 6938 y UCD 67-210). The strain UCD 67-210 was the only one that not
shows the same molecules pattern of other strains from the same origin.

Hibridization experiments were performed to determine the existence of identity
among the dsRNA molecules of different X. dendrorhous strains. No similarity was
observed between molecules of the different origin, but identity was found between the
L-dsRNA and M;-dsRNA molecules of japanese strains, suggesting a different viral
system of the previously characterized in other yeasts, because the presence of two

molecules with similar sequence in the same host.



To determine if the presence of these molecules depends of host factors,
growth curves under different conditions of two X. dendrorhous strains were made. In
the UCD 67-385 strain, it was observed a increase of the ratio M;-dsRNA/L-dsRNA,
suggesting us again the presence of two independent viral systems, coexisting in the
same host.

Finally, the most part of the UCD 67-385 strain L-dsRNA and M;-dsRNA
genomes were cloned and sequenced. The‘ sequence analysis of the first molecule
allow us to define a segment that posses a high identity with RNA dependent RNA
polymerases of other yeast viral systems. The comparison of all these sequences
predicts that XdV-L virus would belong to the totiviridae family and it is associate for the

first time with other yeast viral systems.
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1. INTRODUCCION

Una amplia gama de microorganismos posee elementos genéticos
extracromosomicos (EGEs), mantenidos en forma estable y que solo en pocos casos
se han podido asociar con fenotipos distinguibles o algin cambio a nivel fisiologico del
huésped (Magliani y col., 1997; Schmitt y Breinig, 2002). Los fenotipos asociados a
EGEs conocidos hasta ahora corresponden a virulencia, senescencia, apareamiento y
la produccién de toxinas. En levaduras y hongos filamentosos, los EGEs pueden ser
del tipo DNA de doble hebra (dsDNA) circular o lineal, o RNA de doble hebra (dsRNA)
encapsidadas en particulas tipo virus (VLPs, del inglés Virus-Like Particles). Estas son
particulas icosaédricas de un tamafio aproximado de 40 nm que, a diferencia de otros
virus como los de mamiferos, no poseen un ciclo infectivo extracelular y no son
nocivos para el huésped, siendo transferidos solo a la descendencia o a otras células
mediante apareamiento (Schmitt y Breinig, 2002). Los virus de dsRNA se han
agrupado en 8 familias seguin la presencia de una capside que proteja su genoma, o
por la segmentacién de su genoma en distintas particulas. La familia mejor
caracterizada corresponde a la Totiviridae, que agrupa virus con un genoma no
segmentados, que codifican para las 2 proteinas esenciales para su replicacion
(Ghabrial, 1998). Dentro de esta familia se encuentran los virus presentes en las

levaduras Ustilago maydis y Saccharomyces cerevisiae.

Sistema viral de Saccharomyces cerevisiae

Los virus de levaduras mejor caracterizados son los responsables del fenotipo
killer de S. cerevisiae, descrito por primera vez en 1963 {(Makower y Bevan, 1963) y
que corresponde a la produccion de toxinas de naturaleza proteica con la capacidad
de matar a levaduras sensibles de la misma especie 0 cercanamente relacionadas

(Wickner, 1996). Posteriormente, se definid que el fenotipo killer, solo se expresa



cuando estan presentes dos virus de dsRNA del género Totivirus en una misma célula:
un virus con un genoma de 4,6 kb denominado ScV-L,.que codifica para una RNA
Polimerasa dependiente de RNA (RDRP, Gag-Pol) y para la proteina estructural de la
capside viral (Gag); y otro virus dsRNA con genoma de menor tamafio (1.6 kb, ScV-
M), que codifica para la toxina y para la inmunidad contra la misma (Schmitt y Breinig,
2006). La presencia del virus ScV-L y la expresion de los genes codificados en su
genoma son necesarias para la replicacion y propagacion del virus ScV-M, por lo que
este Gltimo se ha denominado como virus “Satélite”. En cambio, el virus ScV-L o virus
“Helper” puede permanecer autbnomamente, pero es incapaz de producir élguna
toxina o efecto apreciable en la célula blanco (Wickner, 1986).

En relacién a su organizacion gendmica, el virus ScV-L posee 2 marcos de
lectura abiertos (ORF, del inglés Open Reading Frame) que se sobreponen en 130 pb
(Fig. 1) (Diamond y col., 1989). Hacia la regién 3" de la molécula se presenta un foop
de 35 bases que esta involucrado en el reconocimiento de la proteina de la capside y
el empacamiento del RNA en la particula viral. En el extremo 3" se presenta otro /oop,
la cual es necesaria para la replicacién de la molécula una vez dentro de la particula
viral (Ribas y Wickner, 1992; Routhier y Bruenn, 1998). Estas zonas son claves en el
ensamblaje y replicacion de los virus, por lo que constituyen las tinicas secuencias
con un alto grado de identidad en los distintos genomas de virus dsRNA (Ribas y

Wickner, 1992).
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Figura 1. Estructura genémica de los virus dsRNA presentes en Saccharomyces
cerevisiae A. ScV-L. En rojo se presenta el ORF codificante para la proteina de la
capside, Gag; y en azul, el ORF codificante del segmento Pol de la proteina de fusion
Gag-Pol. B. ScV-M_En verde se muestra el ORF codificante para la preprotoxina del
sistema killer. (Adaptado de Wickner, 1996)



Replicacion Viral en S. cerevisiae.

Los viriones son particulas icosaédricas de un didmetro de 39 nm formadas por
60 dimeros de la proteina Gag y un dimero de Gag-Pol, que en el caso de ScV-L,
poseen en su interior una copia del genoma L-dsRNA (Schmitt y Breinig, 2006). Para
el virion ScV-M, éste puede contener hasta dos maléculas del genoma M-dsRNA. El
ciclo de replicacién viral se inicia con la sintesis y posterior expulsion de la molécula
(+) ssRNA por parte del virion. En el citoplasma del huésped, ésta molécula puede ser
traducida para formar las proteinas virales, o bien puede ser encapsidada en una
nueva particula viral. Una vez encapsidada, el ssRNA es replicado por la proteina
Gag-Pol, formando un nuevo virion maduro (Fig. 2) (Ribas y Wickner, 1998; Schmitt y
Breinig, 2002).

La proporcién de las proteinas Gag y Gag-Pol presentes en el citoplasma
celular, es regulada mediante un evento de corrimiento de marco de lectura (CML) a
nivel ribosémico (Dinman y Wickner, 1992). Ambos ORFs del genoma del virus ScV-L
presentan una sobreposicion de 130 nucleétidos, por lo que el segundo ORF sdlo es
traducido si el ribosoma cambia de marco de lectura una base hacia el extremo 5
(CML -1) al verse dificultado de avanzar por la presencia de una estructura secundaria
(horquilla 0 pseudoknot) en el (+) ssRNA (Fig. 1) (Dinman, 1995). De esta forma el
segundo ORF codificante para la RDRP, se traduce como una proteina de fusién Gag-
Pol. Con este mecanismo de control, la concentracion de la proteina Gag es
aproximadamente 50 veces mayor a la de Gag-Pol, relacién necesaria para el correcto
ensamblaje de los viriones. Un exceso de moléculas Gag implica la fermacion de VLPs
vacios; en cambio una carencia de la misma proteina provoca un ensamblaje de VLPs

incompletos, proceso iniciado por la proteina Gag-Pol. (Dinman y Wickner, 1992).
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virus killer, el cual utiliza el mismo mecanismo para traducir la preprotoxina (e). En este caso, el virus es capaz de encapsidar hasta 2

moléculas de dsRNA (c). (Schmitt y Breinig, 2006).

Toxin
5]

3




El fenotipo killer de este sistema viral se basa en 3 tipos distintos de toxinas,
denominados K1, K2 y K28; cada uno codificado por su genoma dsRNA respectivo
(M1, M2 vy M28). Ademas, estas moléculas poseerian su propia inmunidad, cuyo
mecanismo de accién aun no ha sido totalmente identificado (Breinig y col., 2006). La
produccién de la toxina se inicia con la traduccién del ssRNA viral, obteniéndose una
proteina sin procesar o pre-protoxina, la cual tras una serie de modificaciones
realizadas en el citoplasma del huésped, es exportada en forma de toxina madura
(Riffer y col., 2002). Las toxinas del tipo K1 y K2 son reconocidas por la pared celular
de la célula sensible y forman un canal idbnico en la membrana citoplasmatica,
provocando la muerte celular por choque osmético. En cambio, la toxina del tipo K28
es capaz de ingresar al nlcleo de la célula sensible y provocar la muerte mediante el

arresto del ciclo celular en la fase G2 {Schmitt y Tipper, 1995; Schmitt y Breinig, 2006).

Relacién con el huésped

La permanencia de las VLPs en el citoplasma del huésped depende tanto de
la correcta traduccion de los RNA virales como de la estabilidad de los productos
formados. Ambos aspectos se encuentran determinados tanto del metabolismo como
de factores propios del huésped que condicionan la cantidad de particulas formadas,
toxina producida, y el tiempo en que éstas son formadas (Wickner, 1996).

A lo largo del estudio de la biclogia de S.cerevisiae, se describieron una serie
de mutantes en los cuales su actividad micocida se encontraba alterada tanto positiva
como negativamente. Se denominaron mutantes SKI (Super Killer) a los que
presentaban un mayor efecto tdxico. Posteriormente, se determind que los genes
relacionados con estos mutantes, en su estado silvestre disminuian el efecto micocida
de la levadura, por lo que la alteraciéon de ellos significaba un aumento en la toxicidad
(Wickner y col., 1991). Por otra parte se describieron los mutantes MAK (Mantencion
del Killer), los cuales perdian actividad killer, por lo que se definié que las aiteraciones

se presentaban en genes que normalmente aumentaban o mantenian el efecto killer



de la levadura (Wickner y Leibowitz, 1979). El analisis de los mutantes permitié
determinar que estaban relacionados con genes involucrados en la formacion y
estabilidad del ribosoma, ya sea al codificar proteinas ribosémicas o bien, ser genes
cuyos productos forman la subunidad 60S del ribosoma. Al encontrarse una baja
cantidad de la subunidad 60S en estos mutantes, la maquinaria celular favorece la
traduccion de genes ceiulares que poseen una cola poli A, disminuyendo la cantidad
de mRNA viral traducido, eliminandose de esta forma los genomas virales del sistema
killer (Ohtake y Wickner, 1995).

Por otra parte, los genes SKI/ se relacionaron con la interaccion del ribosoma
con los mRNA externos al huésped, y con la estabilidad de los mismos, los cuales a
diferencia de los mensajeros del huésped, carecen de 5°Cap y una cola poli A en el
extremo 3°. En la levadura se presentan nucleasas que degradan especificamente
mRNA sin 5°Cap, lo cual forma parte de un mecanismo de regulacion de la calidad de
los mRNA celulares, y al mismo tiempo constituye una defensa natural del huésped
contra el sistema viral (Widner y Wickner, 1993). Estas proteinas podrian tener mayor
importancia en algan punto del ciclo celular del huésped, como mecanismo regulatorio,
alterando de esa manera la concentracion temporal de particulas virales en el huésped
{Wickner, 1996).

De la misma forma, variaciones y escisiones de genes expresados en fases
especificas del crecimiento celular, tales como genes codificantes de porinas
mitocondriales, aumentan hasta 50 veces la produccién de la proteina Gag, llegando a
formar hasta el 20% de las proteinas totales presentes en el huésped (Dihanich y col.,
1989). Asimismo, las condiciones metabélicas del huésped y la fuente de carbono que
utilice, podrian tener una gran importancia en la presencia y estabilidad de estas
particulas. Se ha definido que la sintesis de L-dsRNA es favorecida hasta 3 veces
cuando S. cerevisiae crece en un medio con etanol, el cual es una fuente de carbono

no fermentable (Oliver y col., 1977).



Todos estos factores, junto con la busqueda de genes involucrados en la
formacion del ribosoma, han permitido definir en gran parte la relacién existente entre
este sistema viral y la levadura huésped. El sistema descrito en S. cerevisiae
constituyé la base para el estudio de otros sistemas virales de levaduras, como el caso
de Ustilago maydis y Kluyveromyces lactis, y la herramienta que mas contribuy6é para
esta finalidad fue el clonamiento de las moléculas de dsRNA que componen estos
sistemas. Ante la imposibilidad de una secuenciacién directa de las moléculas, el
clonamiento resulta fundamental como primer paso en el estudio de algin nuevo
sistema de EGE en levaduras. Para este propésito se han propuesto diversos métodos
que abordan las principales complicaciones encontradas, como son la alta variabilidad
nucleotidica presente en diversos sistemas virales, y la naturaleza de las moléculas de
dsRNA, lo cual implica el desarrollo de protocolos con un alto numero de pasos y una
baja eficiencia, que finalmente dificultan la identificacion de un sistema viral.

Utilizando estos métodos se ha logrado identificar distintos sistemas virales de
levaduras, los cuales en algunos casos poseen similitudes con el sistema killer de
S. cerevisiae. Sin embargo existen otras levaduras de importancia industrial o0 medica
que poseen moléculas de dsRNA pero que aun no han sido caracterizadas, como el

caso de la levadura carotenogénica Xanthophyllomyces dendrorhous.

Xanthophyllomyces dendrorhous

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete de importancia biotecnologica,
ya que es uno de los mayores organismos productores de astaxantina, pigmento
ampliamente utilizado en la acuicultura y la industria de salmones (Kuscera y col.,
2000). Actualmente, ademas se utiliza este pigmento en la industria farmaceutica
como un potente antioxidante con efectos beneficiosos para la salud. Esta levadura se
ha aislado desde exudados de arboles encontrados en regiones frias del planeta. Se

reporta la presencia de cepas originarias de Alaska, Finlandia y Argentina, pero la



mayor cantidad de las cepas encontradas en los bancos de cultivos se han aisiado
desde Japén y Rusia.

Estudios han mostrado diferencias entre cepas de diversos origenes
geogréaficos, tanto en el patrén de marcadores genéticos como en parametros
fisiologicos. Pa_ra el caso de la cepa UCD 67-210, se ha definido como cepa tipo de
Phaffia rhodozyma, especie que corresponde al estado fisiolégico imperfecto de X.
dendrorhous. Marcadores genéticos (ITS, RAPD, RFLP) avalan la separacion
filogenética de esa cepa, aunque posee el mismo origen geogréafico y produccion de
pigmentos que otras cepas de X. dendrorhous (Fell y Blatt, 1999). Pese a esto, no se
ha alcanzado consenso para definir si esta cepa corresponde a una especie distinta o
si el origen geografico condiciona la diversidad de caracteres dentro de la misma
especie.

Anteriores trabajosl han definido la presencia de molécuias de dsRNA y de
VLPs en cepas de X. dendrorhous mantenidos de manera estable a nivel
citoplasmatico (Castillo y Cifuentes, 1994; Pfeiffer y col., 1996). Se ha observado un
polimorfismo de las moléculas de dsRNA a nivel de numero (0 a 4) o de tamafio (0,7 a
4.8 kb). Por otra parte, se ha tratado de definir una relacién entre este polimorfismo
con el origen geografico de estas cepas (Sanhueza, 2007), sin embargo aun no se ha
asociado la presencia de estas moléculas con algun fenotipo reconocible, ni el origen
geografico de ellas ha sido relacionado con este polimorfismo encontrado, tal como si
ha sido descrito en otros sistemas virales de dsRNA (Myers y col., 1988; Tooley y col.,
1989)

No existen estudios orientados a identificar la estructura gendmica de las
moléculas de dsRNA. De la misma forma, no se ha logrado relacionarlas con la
formacion de las particulas virales, ni con algln otro sistema anteriormente descrito en
levaduras. Tampoco se ha definido el comportamiento de estos virus en relacion al
huésped y su efecto en el crecimiento del mismo, tal como se definié de la relacion

entre el sistema killer, los genes propios de S. cerevisiae y su metabolismo.



En el presente trabajo se caracterizaron las moléculas de dsRNA presentes en
distintas cepas de X. dendrorhous, buscando identificar su secuencia mediante el
clonamiento de estos dsRNA. Por otra parte, se relacionaron mediante experimentos
de hibridacién las cepas aisladas de diversos origenes en relacion a las moléculas de

dsRNA que presenten y la similitud entre elias.
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HIPOTESIS

Las moléculas de dsRNA presentes en X. dendrorhous forman parte de a lo
menos un sistema viral, codificando las proteinas necesarias para su formacién. Este
sistema seria distinto segln el origen geografico de cada cepa y estaria relacionado

con factores propios del estado metabélico del huésped.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar las moléculas de dsRNA presentes extracromosémicamente en

Xanthophyllomyces dendrorhous.

Objetivos Especificos

- Clonar y secuenciar las moléculas de dsRNA presentes en X. dendrorhous.
Analizar bicinforméticamente las secuencias obtenidas y determinar una

posible relacién con virus encontrados en otras levaduras.

- Analizar si existe una relacidon entre los dsRNA presentes en cepas con
diversos origenes geograficos. Determinacion de polimorfismo viral mediante

técnicas de hibridacion.

- Determinar el nimerc y la concentracion de dsRNA durante la curva de

crecimiento de X, dendrorhous. Determinar presencia y morfologia de VLPs en

el huésped durante sus fases de crecimiento.
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2. MATERIALES Y METODOS

l. Materiales

1.  Células
Las cepas de X. dendrorhous utilizadas estan enlistadas en |a tabla 1. Para la
transformacién de los cDNA obtenidos se utilizo la cepa electrocompetente de

Escherichia coli, DH5a.

1.2.  Acidos Nucleicos

Como estandar de peso molecular se utilizaron el DNA del bacteriéfago lambda
digerido con la enzima de restriccion Hindlll, y el marcador 1 kb, adquirido a New
England Biolabs. Los partidores utilizados en las reacciones de transcripcién reversa,

PCR y secuenciacién son indicados en la Tabla 2.

1.3. Plasmidios
Para el clonamiento en la cepa DH5a de Escherichia coli se utilizé el plasmidio

pBluescript SK™ (pBS).

1.4 Enzimas

Las enzimas DNasa |, RNasa A, RNasa H, Nucleasa S1, T4 DNA ligasa, T4
RNA ligasa, transcriptasa reversa de M-MLV, DNA polimerasa |, DNA Polimerasa |
fragmento Klenow, Taq DNA Polimerasa, y las endonucleasas de restriccion EcoRV y
Notl y fueron adquiridas de las empresas Promega, New England BiolLabs, Sigma y

Gibco-BRL

13



Tabla 1. Cepas de X. dendrorhous utilizadas en este estudio.

Cepa Otros bancos Origen Sustrato
ATCC 24230 Honshu, Japén Betula tauschii
UCD 67-385 CBS 7919
VKM Y-2791
ATCC 24202 Honshu, Japén Fagus crenata,
UCD 67-210 CBS 5905
VKM Y-2274
ATCC 24203 Honshu, Japdn Alnus japonica,
UCD 67-383 VKM'Y-2790
CBS 5908
CBS 6938 ATCC 74438 Finlandia Betula sp.,
VKM Y-2793
VKM-Y 2059 ATCC 96814 Moscl, Rusia Betula verrucosa
VKM-Y 2266 UCD 76-18 Moscu, Rusia Betula verrucosa
VKM-Y 2786 CBS 7918 Moscu, Rusia Betula verrucosa
UCD 68-653.3 ATCC 24228 Alaska, USA Betula papyrifera
VKM Y-2814
CRUB 1149 No disponible Bariloche, Muestras de agua
Argentina Lago llén
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en cada uno de los pasos especificados.

Partidor Secuencia (52 3’) Funcion
M13 fw GTAAAACGACGGCCAGT
M13 rv AACAGCTATGACCATG Especificos al plasmidio pBS.
T3 ATTAACCCTCACTAAAG Secuenciacion Yy analisis por
T7 AATACGACTCACTATAG PCR
13.1 GCCATACAGTTCTCCATAAG
13.2 CTGACACATCGGACTATCTA
13.3 GGCAGAACTAATCAGAGGCG
SR TAAGCGTAGCTCTCGTACAG
SR2 TAGTGCATGCCTATCCTAGG Secuenciacion clon L13
SR3 TCCTTCACAGGTCTTGTCAC
SR4 AAGCGCATCTTCTGGGCTCA
13.IF GCTTAGGGTGGCTCAAATGT
13.IR TAGTTCTGCCATCTGATCAC
13.4 ATTCAGAGACAGATTCCCCG
13.5 GCTCGTAAATAGAATCGACG
13.6 ATAGTCAACACAGCTCGGG Obtencion de nuevos clones
13.7 GCTACATACGAAGCTGTCTC mediante RT
13.8 GGTATTTTAGCTCTACACGG
L6.19F TTCGCATTGGAAGTGTTGGG
13.4R CTGACTGTCTGTTTCCTTC
13.5R CCGAGCTGTGTTGACTATTG
13.7R CTTTTGCGTCAGCGAATCTG Secuenciacion de
L7.2F GCAGAGAAATGCCTGATGCA nuevos clones
L8.2F CCGTGTAGAGCTAAAATACC
L6.19R TCCGTTGTGCAAGCTATCAC
L14F GCTCGCACATCTGCATGACT Secuenciacién clon L14
L14R TTCCTCTACCCATATGTCGC
L17F GCCGACAGACAAATTCCCTT
L17IF AACTCCCATCTGTTGCCCGT Secuenciacion clon L17
L17R TCAGCACTTGCATAGGTGTG
L17IR CCAAATTCACGGCCCATGAA
M19IF TTGAGCCACCCTAAGCGCAT
M19F GCTCCGTCAATGGTATTACC
M19IR GGCAGAACTAATCAGAGGC
M19R CTGTACGAGAGCTACGCTTA
M19.F1 GGTAATACCATTGACGGAGC Secuenciacion cion M19
M19R1 TAAGCGTAGCTCTCGTACAG
M19.R2 ACTTCGGCAGCTCCTCCATT
M19.F2 GATAGGCATGCACTACTTCA
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I.5. Reactivos Quimicos
Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos, fueron

adquiridos de Sigma Chemical, Merck y Difco Laboratories.

I.6.  Kits de Purificacién y marcaje radioactivo.

Los kits de purificacion plasmidial Miniprep y purificacién de productos de PCR
fueron adquiridos a Promega. El kit de purificacion de DNA a partir de geles de
agarosa, GeneClean |l, fue adquirido de la compafiia Bio 101. Para ia eliminacién de
marca radiactiva no incorporada en la sonda, se utilizaron las microcolumnas

ProbeQuant G-50 de GE Healthcare.

Il. Métodos

1. Condiciones de Cultivo.
4.1 Cultivos en medio completo.

X. dendrorhous.

Se utilizd el medio YM que contiene 0,3% de extracto de levadura, 0,3% de
extracto de malta y 0,5% de Peptona, suplementado con 2% P/V de Glucosa. En

forma sélida se adiciond 1,5% de Bacto-Agar.

E. coli. -

Se utilizé el medio Luria Bertani (LB) que contiene 1% de Triptona, 0,5% de
extracto de levadura y 0,5% de NaCl. Para los medios sélidos se agreg6 1,5% de
Bacto-Agar. Para el reconocimiento de transformantes, al medio LB-agar, se le agregd

100 pg/ml de ampicilina y 75 ug/ml de X-Gal (Placas LB-amp-X Gal)
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11.1.2 Cultivos en medio Minimo.

Se utilizé el medio MMv (Vogel, 1956), suplementado con 2% de glucosa.

i.1.3 Cultivos en Fermentador.

Para obtener una alta cantidad de biomasa de la cepa UCD 67-385 de X.
dendrorhous, ésta se crecié en 8 | de medio YM en un fermentador New Brunwick
Scientific. Este medio fue inoculado con 400 ml de cultivo en fase exponencial y se

crecié a 20°C con un flujo de aire de 8 I/min y agitacion de 200 rpm durante 120 h.

.2 Purificacién de Acidos Nucleicos
I.2.1 Purificacién de RNA total de X. dendrorhous.

Se colectaron las células de cultivos de 200 ml a 22°C crecidos hasta la fase
estacionaria. Las células ée lavaron 2 veces con solucién amortiguadora TE y se
resuspendieron en 3 ml de solucién amortiguadora TE. Se adicion6 2 ml con
microesferas de vidrio de 0.5 mm de diametro y un volumen de fenol a pH 4.0, se agito
en vortex durante 30 min y luego se centrifugé a 10000 g durante 10 min. La fase
acuosa fue traspasada a un tubo limpio donde se realizd una extraccion fendlica
adicional y posteriormente una extraccién con un volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) para eliminar residuos fendlicos. Las moléculas de RNA se
precipitaron con 3 volimenes de etanol absoluto a -20°C durante toda la noche, tras lo
cual se centrifugd a 15000 g durante 20 min y se resuspendi6 en 500 ! de H,O-

DEPC.
I.2.2 Purificacién de DNA plasmidial.

Se utilizé el Kit de extraccion de DNA Plasmidial MiniPrep adquirido a Promega

y se siguieron las instrucciones que recomienda el fabricante.
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11.3.1 Electroforesis de acidos nucleicos.

A las muestras se les agreg6 el buffer de carga (0,25% azul de bromofenol,
15% ficoll, 30% glicerol), y se resolvieron en geles de agarosa al 1% que contenian 0,5
pg/ml de bromuro de etidio y buffer TAE (44,5 mM Tris, 44,5 mM &cido bérico, 1mM
EDTA, pH 8.0), el que también se utiliz6 como buffer de corrida. La cuantificacion de la
concentracion de los acidos nucleicos se realizé con el software Kodak 1D Science

(Kodak scientific Imagen System) y con el software Image J (Rasband, 1997).

.4  Purificacion de acidos nucleicos mediante GeneClean.

Las moléculas a purificar fueron separadas en un gel de agarosa al 1% tras lo cual se
corté el fragmento de interés con un bisturi en un transiluminador de luz UV. El
fragmento cortado se depositd en un tubo eppendorf al cual se le agregaron 500 pl de
6M Kl y se incub6 durante 10 min a 55°C para disolver la agarosa. Se agregaron 10 pl
de silica de vidrio para permitir la adherencia de los acidos nucleicos y tras 10 min de
incubaciéon con agitacion suave, la solucidon se centrifugé a 10000 g por 1 min. Tras
esto, se realizaron 2 lavados con el buffer de lavado NewWash (10 mM Tris-HCI, 50
mM NaCl, 2,5 mM EDTA, 50 % etanol), se resuspendié en 10 ul de H,O estéril (H,O-
DEPC para el caso de los dsRNA) y se incub6 a 55°C por 10 min. E! scbrenadante
obtenido después de una centrifugacién a 10000 g por 2 min se transfiri6 a un tubo
eppendorf limpio y el &cido nucleico se analizd y cuantifico en un gel de agarosa.
Cuando fue necesario, las moléculas de dsRNA fueron concentradas mediante
columnas de celulosa Microcon YM-100 de corte 100000 MWCO (Milipore). Se
centrifugaron a 5000 x g durante 15 min hasta obtener un volumen final aproximado de

20 pl.
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I.5. Digestiones Enzimaticas
I.5.1 Digestion con RNasa A.

Se realizaron digestiones con buffer SSC (0,3M NaCl y 0,03M citrato de sodio,
pH 7,0) a alta (2 x SSC) y baja (0,01 x SSC) fuerza idnica para diferenciar la digestion
de los ssRNA y los RNA totales, respectivamente. Se incubé a 37°C durante 1 h con

una concentracién de enzima de 10 pg por ml de reaccion.

I.5.2 Digestion con RNasa H.
Se ust 1 U de enzima por g de acido nucleico, incubando durante 1 h a 37°C

en buffer 20mM Tris HC!, 0,1M KCI, 10 mM MgCl,, 0,1 mM DTT , 5% sacarosa, pH 7.5.

I.5.3 Digestion con DNasa .
Se utilizd 1 U de enzima por ug de acido nucleico, y se incubd durante 1 h a
37°C en buffer 50 mM acetato de sodio, 10 mM MgCl,, 2mM CaCl;, pH 6,5, en un

volumen final de 20 pl.

1.5.4 Digestiéon con Nucleasa S1.
La reaccion se realiz6 a 37°C en buffer acetato de potasio 30 mM pH 4.5, 0,3M
NaCl, 1mM sulfato de zinc y 5% de glicerol en un volumen final de 20 pl. Se utilizé 1 U

de enzima por g de acidos nucleicos.

I.5.5 Digestion con Endonucieasas de Restriccion
Las enzimas EcoRV y Notl, se utilizaron con el buffer dispuesto por el
proveedor para cada una de ellas. Se digirieron 500 ng de DNA en un volumen final de

20 ul a 37°C durante 2 h.
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I.6. Hibridaciones
I.6.1 Preparacién de las membranas

Las moléculas de dsRNA de cada cepa estudiada de X dendrorhous se
purificaron individuaimente mediante GeneClean. Estas moléculas se desnaturaron en
presencia de DMSO 18% a 94°C durante 10 min antes de enfriar en hielo. 10 ul (200
ng) de las moléculas de éada cepa fueron depositadas en una membrana de nylon

Biodyne B (Pall) tras lo cual el RNA fue fijado a 80°C durante 15 min.

I.6.2 Preparacién de las sondas

Estas sondas fueron preparadas mediante transcripcion reversa con una
marca radiactiva. A partir de 500 ng de las moléculas individuales de dsRNA se formé
el cDNA incubando estas moléculas durante 10 min a 94°C y luego se incubé con la
enzima M-MulV Transcriptasa reversa y hexanucleétidos de secuencia aleatoria. Para

el marcaje de estas sondas se utilizd una mezcla de nucleétidos que incluia P*-dCTP.

1.6.3 Hibridacién

La membrana se incubd en un tubo de hibridacion a 65°C por 5 min con 10 mi
de solucién de hibridacién (0,5 M Na,HPO,, 7% SDS, pH 7,2), y se agregé la sonda
previamente desnaturada a 94°C y se incub6 con agitacién suave durante 16 h a 65°C.
Se realizaron 2 lavados con 10 mL de una solucién 40 mM Na;HPO,, 5% SDS, pH
7.2, y 2 lavados con 10 ml de una solucién de Na;HPO, 40 mM pH 7,2, 1% SDS, y se
incubd 1 h a 65°C para cada uno de ellos. La membrana ya lavada se retir6 y se
guard6 sobre una placa autorradiografica dentro de un casete de exposicion a -80°C.

A diversos tiempos se revelaron las placas en un equipo Curix 60 (AGFA).
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I.7. Clonamiento de moléculas de dsRNA
I.7.1 Formacién de la primera hebra de cDNA

500 ng de dsRNA purificado se incubaron a 94°C durante 8 min y enfriaron en
hielo. La reaccién de RT se realizd con 200U de transcriptasa reversa de M-MulV y
hexanucle6tidos de secuencia aleatoria. EI ssRNA se hibridé con la mezcla de
partidores a 25°C durante 5 min previos a la adicion de la enzima. La reaccion se

realizd a 42°C durante 90 min.

I.7.2 Formacién de la segunda hebra de cDNA

Se utilizaron 4U de RNasa H durante 90 min a 37°C para degradar el RNA
molde y se sintetizé la segunda hebra de cDNA rellenando con 50U de la DNA
polimerasa |. La segunda hebra formada fue reparada con 200 U de la enzima T4 DNA
ligasa y posteriormente corﬁpletada en sus extremos mediante el uso de 5U de Klenow

(Sambrook et al, 1989).

il.7.3 Purificacién de los productos
Una vez obtenidas las moléculas de doble hebra de cDNA, la mezcla de
reaccion se purificod utilizando el kit de limpieza de producto de PCR y se resuspendid

en un volumen final de 10 yl.

I.L7.4 Clonamiento y secuenciacion de los cDNA

El DNA obtenido por este método se ligod al vector pBS digerido con la enzima
EcoRV, mediante la enzima T4 DNA ligasa durante 16 h a 22°C. Este ligado se dializd
con membranas de nitrocelulosa (Milipore) y se transformé en la cepa

electrocompetente de E. coli DH5a.
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I.8. Transformacién mediante electroporacion
11.8.1 Preparacién de células electrocompetentes

Se crecieron 200 ml de medio LB de la cepa de E. cofi DH5a hasta alcanzar
una DOgeonm entre 0,5 y 0,8. Posteriormente, se centrifugd a 5000 g por 10 min a 4°C.
Las células se lavaron una vez con 200 ml y otra con 100 ml de agua destilada estéril
fria y luego una vez con 5 mi de glicerol al 10 % estéril y frio, y se centrifugd a 5000 g
por 10 min a 4°C cada vez. Las células se resuspendieron en 500 pl de glicerol al

10 % estéril frio, se alicuotaron 40 pl en tubos Eppendorf y luego, guardadas a -80°C.

1.8.2 Electroporacién

Cada tubo de células electrocompetentes se descongelé y se agregd entre S5 y
10 pl de reaccion de ligacién. La mezcla se depositd en una cubeta de electroporacion
de 0,2 cm (BioRad). Con el equipo Gene Pulser BioRad se realizd un pulso (25 pF,
200 Q y 2.5 kV) tras el cual las células se resuspendieron en 1 ml de medio LB e
incubadas a 37°C por 1 _h. Se sembraron 100 ul de células en placas con medio LB-
Amp-XGal y se incubaron a 37°C hasta la aparicion de colonias. Los clones
recombinantes se reconocieron por la incapacidad de degradar el sustrato X-Gal
debido a la interrupcion del gen lacZ del plasmidio pBlueScript. Asi, se aislaron las

colonias de color blanco que poseian esta interrupcion.

.9  Secuenciacién

Para verificar la identidad de los fragmentos clonados, algunos clones
seleccionados se secuenciaron automaticamente utilizando el kit de secuenciacion
AbiPrism Big dye terminador cicle sequence {Applied Bicsystems) y el equipo 3100

Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems})..
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110 Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa Vector NTI Suite
10 y la herramienta de busqueda de alineamientos BLAST. La prediccién de sitios de
corrimiento del marco de lectura (CML), se realizd con la aplicacion FSFinder 2 (Moon
y col. 2007). El alineamiento de secuencias aminoacidicas fue obtenida con el
programa AlignX, y el posterior agrupamiento de ellas en un cladograma, mediante el

programa ClustalW.

Il.11. Microscopia electrénica

Las células se fijaron en glutaraldehido al 3% (p/v) en amortiguador fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,0 durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego de esto se
realizd un lavado en el mismo amortiguador por 6 h a 4°C. La post fijacion se realizd
con tetraoxido de osmio al 1% (p/v) en amortiguador fosfato de sodio pH 7,0 durante
120 min a temperatura ambiente. Se lavé durante 15 min con agua destilada y luego
se realizd una tincion en bloque de acetato de uranilo acuoso al 1% (p/v) durante 90
min. Después de otro lavado con agua destilada las células se deshidrataron usando
acetona al 50, 70, 95, 95, 100, 100 y 100% (v/v) durante 20 min con cada solucién. Se
realizé una preincluéion con Epon:acetona (1:1) durante toda la noche y luego con
Epon puro durante 4-6 h con exposicion al aire. La etapa final de inclusion se realizd
con Epon fresco a 60°C durante 48 h. Los cortes se hicieron en un microtomo Sorvall
MT-2 usando cuchillos de diamante. La tincion se realizé con acetato de uranilo al 4%

(p/v) en metanol por 2 min y luego con citrato de plomo por 15-60 s
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3. RESULTADOS

Polimorfismo de dsRNA en X. dendrorhous.

Para determinar tanto el nimero como el tamafio de las moléculas de dsRNA
presentes en distintas cepas de X. dendrorhous, se realizaron extracciones de RNA
total, las que fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa (Fig. 3). Se
observé un polimorfismo a nivel de nimero y tamafio de las moléculas de dsRNA
presentes, pudiendo las cepas ser agrupadas en 5 clases: |, Cepas que presentan 4
moléculas de dsRNA {(cepas UCD 67-385 y CBS 5908); |l, las que presentan 2 (cepas
CRUB 1149 y RV-4); llI, las que presentan 1 de alto tamafio (cepas VKM-Y 2059,
VKM-Y 2266 y VKM-Y 2786); IV, la que presenta 1 molécula de menor tamafio (UCD
68-653.3), y V, las que no poseen moléculas (cepas CBS 6938 y UCD 67-210).

El polimorfismo encontrado comprende un total de 5 distintas moléculas de
tamafo 4,8 (L-dsRNA), 3,4 (M;-dsRNA), 1,2 (M-dsRNA), 0,9 (S,-dsRNA) y 0,7 kb (Sz-
dsRNA). La molécula L-dsRNA se presenta en los grupos |, Il y lll, mientras el grupo |
ademas posee las moléculas My, Sy y S;-dsRNA. La cepa de origen norteamericano
UCD 68-653.3 posee unicamente la molécula M;-dsRNA, siendo la unica
representante del grupo IV. Finalmente las cepas sudamericanas, pertenecientes al
grupo I, son las Unicas que poseen la molécula M,-dsRNA, ademas de la ya
mencionada L-dsRNA.

Podemos de esta forma relacionar este polimorfismo con el origen geografico
de cada cepa (Tabla 3) al considerar que las cepas con 4 moléculas corresponden en
su totalidad a cepas con origen japonés; las cepas con la molécula L-dsRNA son de
origen ruso (VKM-Y 2059, VKM-Y 2266, VKM-Y 2786), argentino (CRUB 1149) y
chileno (RV-4), mientras que la cepa que porta la molécula M;-dsRNA es la cepa de
Alaska {(UCD 68-653.3). Finalmente las cepas sin moléculas corresponden a la cepa

de origen finlandés (CBS 6938), y a la de origen japonés UCD 67-210.
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L (48k)—>
M1 (3,4kb) R

M2 (1,2kb)—,

St (0,9kb)—>
S2 (0,7kb)—>

Figura 3. Electroforesis de RNA total aislado desde diferentes cepas de

X. dendrorhous. 1, UCD 67-383; 2, UCD 67-385; 3, UCD 67-210; 4, VKMY-2059; 5,
VKMY-2266; 6, VKMY-2786; 7, CBS 6938; 8, UCD 68-653.3; 9, CRUB 1149. M,
marcador de peso molecular MHindlll; Mg marcador de peso molecular 100 bp. L, L-
dsRNA; M, M;-dsRNA; M,, Mo-dsRNA; S,, S1-dsRNA; S,, S,.dsRNA.
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Tabla 3. Cepas de X. dendrorhous agrupadas segun su origen geografico y la

presencia de moléculas de dsRNA

Origen Cepa N° dsRNA Tamanos | Designacion
dsRNA | presentes (kb) Moléculas
VKM-Y 2059 L-2059
Rusia VKM-Y 2266 L-dsRNA 4.8 L-2266
VKM-Y 2786 1 L-2786
Alaska UCD 68-653.3 M;-dsRNA 3.4 M4-653.3
L-dsRNA 48 L-1149
Argentina CRUB 1149 2 Mz-dsRNA 1,4 M2-1149
L -383
M-383
UCD 67-383 L-dsRNA 4.8 S.-383
Japoén 4 M;-dsRNA 3,4 S,-383
S4-dsRNA 0,9 L -385
UCD 67-385 Sp-dsRNA 0,7 M;-385
S$4-385
S,-385
UCD 67-210
Finlandia CBS 6938 0
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Esta Gltima es la Gnica cepa que difiere con el patron descrito a su origen, lo cual se

relaciona a lo anteriormente propuesto por analisis genéticos (Fell y Blatt, 1999).

Relacion entre los dsRNA presentes en distintas cepas de X. dendrorhous.

Una vez definidas las moléculas de dsRNA presentes en cada una de las
cepas estudiadas, se estudio la existencia de similitudes entre éstas. De esta forma se
determind si una misma molécula podia encontrarse en cepas con distinto origen
geografico o bien, si las moléculas poseian diferencias de acuerdo al lugar de
aislamiento de cada cepa. Para este propbésito, se disefié una adaptacion al método de
hibridacion por Dot-blot (Pfeiffer y col., 2004), que consistié en la fijacion en un filiro de
nitrocelulosa de alicuotas de los distintos dsRNA individualmente purificados y
previamente desnaturados. Los RNA de este filtro se hibridaron con las sondas
marcadas con P*, preparadas a partir de cada molécula de dsRNA utilizando la
enzima transcriptasa reversa y hexanucleotidos de secuencia aleatoria.

En un inicio, se compararon 2 moléculas del mismo tamafio pero aisladas de
cepas de distinto origen. Se realizaron sondas de la molécula L-dsRNA de la cepa de
origen japonés UCD 67-385 (molécula L-385) y de la molécula L-dsRNA de la cepa
rusa VKM-Y 2059 (L-2059). La hibridacion de ellas con los dsRNA purificados
individualmente desde las mismas cepas, nos muestra que no se presenta hibridacion
entre estas moléculas del mismo tamafio (Fig. 4.A). Sin embargo se puede observar
que la molécula L-385 hibrida con la molécula M;-385, indicandonos un sistema
distinto a los descritos en la literatura anteriormente, ya que con la excepcion de un
par de casos (Kang y col., 2001) no se observan 2 moléculas de dsRNA con la
secuencia similar presentes en un Gnico huésped.

Posteriormente se hibridaron sondas realizadas a partir de las moléculas L-385,
M;-385, L-2786 y M;-653.3 con los dsRNA purificados desde cepas de todos los

origenes estudiados. Los resultados (Fig. 4.B) nos indican que la sonda de la molécula
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L-383 | M-385 | L-385 | M;-385 | 5,-385 | 5,-385 | M;-653.3

Sonda
L -385

Sonda
M,-385

Sonda
M;-653.3

L-2059 | L-2266 | L-2786 | L-1149 | M-1149 | ScV-L

Sonda
L -385

Sonda
M;-385

Sonda
M;-653.3

Figura 4. Hibridacién por Dot-blot entre moléculas de dsRNA de X. dendrorhous.
A. Hibridacion entre las sondas de las moléculas L-385 ( 1) y L-2059 ( Il ) con las
moléculas L-385 (1), M;-385 (2) y L-2059 (3). B. Hibridacion entre las sondas de las
moléculas L-385, M;-385 y M;-653.3, con los RNA aislados de diversas cepas.
En fondo verde se presentan esquematicamente los resultados positivos.
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L-385 hibrida consigo mismo y con la molécula del mismo origen y tamafo L-383. Sin
embargo no se observé hibridacion entre esta sonda y las moléculas L-dsRNA de las
cepas rusas, pese a que ellas poseen el mismo tamarfio (4,8 kb) el cual es a su vez
similar al observado en la molécula ScV-L, de S. cerevisiae. Por otra parte, esta sonda
hibriddé con las moléculas M,;-385, M,-383, M,-653.3, resultado interesante al
observarse similitud entre moléculas de distinto tamafio.

La sonda de la molécula M,-385 hibridé consigo misma, con M;-653.3, con la
cual comparten tamario, y con la molécula del mismo tamafio y origen, M;-383. Para el
caso de esta sonda, se confirma el resultado de hibridacién entre moléculas de distinto
tamafio pero de mismo origen (L-385 y L-383), lo cual constituye un resultado
importante ya que implica la presencia de 2 virus de distinto genoma que comparten
algun grado de identidad coexistiendo en el mismo huésped

Para el caso de la molécula M-653.3 se observa una sefial de hibridacion tanto
con las cepas de origen japonés como con las de origen ruso. Esto es relevante ya
que pese a que esta molécula presenta similitud con ambas, no se logré confirmar
hibridaciéon entre las moléculas de esos 2 origenes. Finalmente cabe considerar que
la cepa de origen argentino no presenta identidad con las cepas anteriormente
analizadas y comparadas. Estos resultados nos muestran que la secuencia de las
moléculas aisladas desde diversas cepas de X. dendrorhous no se mantiene constante
entre todos los origenes y que sélo en cepas que comparten el lugar de aislamiento es

posible encontrar moléculas con secuencias similares.
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Determinacién la presencia de dsRNA en distintos estados celulares de
X. dendrorhous.

Con el objeto de estudiar el comportamiento de las moléculas de dsRNA
durante la curva de crecimiento de X. dendrorhous y su posible dependencia de
factores propios del huésped, realizamos curvas de crecimiento de 2 cepas
representativas de esta levadura. Las cepas UCD 67-385 y VKM-Y 2786 (de origen
japonés y ruso, respectivamente), fueron cultivadas en medio completo y en medio
minimo utilizando glucosa como fuente de carbono fermentable. Al realizar una
extraccién de RNA de cada uno de los puntos representativos de estas curvas
(Fig. 5 a Fig.7), se encontr6 que el nimero de moléculas presentes no se cambia
durante la curva de crecimiento. Para el caso de la cepa japonesa se logro observar
un aumento de la relacién relativa de las concentracion de la molécula M frente a la
molécula L, indicandonos un aumento de la primera molécula respecto a la
concentracion de L-dsRNA.

A partir de la curva de la cepa UCD 67-385 realizada en medio completo YM
(Fig. 5), se obtuvieron muestras representativas de la fase estacionaria de crecimiento.
Estas fueron procesadas y observadas mediante microscopia electronica de
transmisién con la finalidad de encontrar particulas tipo virus. Los resultados (Fig. 8)
muestran los cortes de una célula en estado exponencial y en su interior, particulas
similares a lo descrito previamente tanto por morfologia como por tamaiio (Castillo y

Cifuentes, 1994; Pfeiffer, 1996).
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Figura 5. Comportamiento de los dsRNA de la cepa UCD 67-385 en medio
completo. A. Extraccién de RNA total de los puntos de la curva, graficada en B. M,
marcador de peso molecular MHindlll. B. Relacién entre las concentraciones de las

moléculas L-385 y M-385 (en rojo) segin la etapa de crecimiento de la cepa (en
negro).
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Figura 6. Comportamiento de los dsRNA de la cepa UCD 67-385 en medio
minimo glucosa. A. Extraccién de RNA total de los puntos de la curva, graficada en
B. M, marcador de peso molecular MHindlll. B. Relacién entre las concentraciones de

las moléculas L-385 y M-385 (en rojo) segun la etapa de crecimiento de la cepa (en

negro).
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Figura 7. Comportamiento de los dsRNA de la cepa VKM-Y 2786 en medio
completo. A. Extraccion de RNA total de los puntos de la curva, graficada en B. M,
marcador de peso molecular AMHindlll. B. Curva de crecimiento de la cepa VKM-Y.
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Figura 8. Microscopia electrénica de transmision de cortes ultrafinos de X.
dendrorhous UCD 67-385. La muestra fue obtenida desde un cultivo en fase
estacionaria y después procesada, fue tefiida utilizando acetato de uranilo. PC, pared
celular. VLP, Particula tipo virus.
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Clonamiento de moléculas de dsRNA

Con la finalidad de identificar la secuencia de las moléculas de dsRNA
presentes en X. dendrorhous y estudiar la informacion contenida en ellas, se planted
clonar los dsRNA encontrados en la cepa UCD 67-385, para su posterior
secuenciacion. Considerando el desconocimiento de la secuencia de alguna zona de
estas moléculas vy la falta de identidad entre moléculas anteriormente publicadas en
bases de datos, se propuso la construccién de una genoteca mediante transcripcion
reversa de las moléculas de dsRNA utilizando hexanuclettidos de secuencia aleatoria.
Tanto el alineamiento de las secuencias de los distintos clones obtenidos como el
posterior disefio de nuevos partidores desde la zona de secuencia conocida, nos
entregd la posibilidad de completar en gran parte la secuencia de las moléculas
presentes en esta la cepa.

Inicialmente se obtuvieron 14 clones para la molécula L-385 y 3 para M-385, de
un tamafio promedio de inserto de 600 pb. El alineamiento de estas secuencias nos
permiti6 definir una secuencia conocida total de 1,6 kb para la primera molécula y 1,5
kb para la segunda. Para confirmar que estos clones provengan de la molécula de
dsRNA, se realizd una reaccién de RT-PCR con la molécula L-385 como molde y con
los partidores 13.1 y SR, disefiados a partir de la secuencia de uno de los clones
obtenidos. El producto de PCR verificado en un gel de agarosa (Fig. 9) demuestra que
la secuencia obtenida en estos clones, corresponde a la molécula L-385, lo cual
respalda el uso de esa secuencia para el disefio de nuevos partidores, y la posterior
obtencion de nuevos clones de la molécula sin la utilizacién de partidores aleatorios.
La misma confirmacion se realizdé para los clones de la molécula M-dsRNA de esta
misma cepa.

De esta forma se camind sobre las moléculas de dsRNA disefiando partidores
desde los extremos del alineamiento formado. Mediante transcripcién reversa ahora se
obtenian cDNAs anclados a este alineamiento, ampliando asi la secuencia total

conocida. Por cada transcripcién reversa realizada con un nuevo partidor, se
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Figura 9. Verificacién de los clones obtenidos utilizando oligonucleotidos de
secuencia aleatoria. Carril 1: RT-PCR de la molécula L-dsRNA de la cepa UCD 67-
385, con los partidores especificos 13.1 y SR. Carril 2: PCR con los mismos partidores
y la molécula L-dsRNA como molde, utilizado para descartar una amplificacion
independiente del RNA. Carril 3: PCR con los mismos partidores y el DNA plasmidial
del clon 385L-R1 como molde. Carril 4: L-dsRNA utilizado en la reaccidén de RT. M,
marcador de peso molecular MHindlll.
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obtuvieron aproximadamente 3 clones de tamafo cercano a 500 pb, los cuales fueron
secuenciados y acoplados al alineamiento ya formado.

Utilizando este procedimiento se logro obtener un alineamiento final de 3,6 kb
para la molécula L-dsRNA y 1,3 kb para M-dsRNA. Estas secuencias fueron

analizadas bioinformaticamente para determinar la informacion incorporada.

Analisis bioinformatico de la secuencia de la molécula L-385.

La secuencia del alineamiento obtenido comprende un tamafio total de 3630 pb
(Figura 10) presentando 1 ORF principal, el cual consta de un tamafio de 2800 pb, de
acuerdo a la homologia observada con los ORF descritos en bases de datos. Esta
zona reconocida, abarca desde los 1217 hasta las 3168 pb y que codificaria para una
proteina de 646 aa de peso estimado en 73,5 kDa. El alineamiento fue comparado con
las secuencias depositadas en la base de datos Genbank, tanto a nivel nucleotidico
(Fig. 11) como con la base de datos de secuencia traducida (Fig. 12). La molécula
posee identidad con secuencias asociadas a RDPR virales de levaduras, pero con
niveles de identidad bajos, resultado esperable considerando la alta variabilidad
nucleotidica observada en moléculas de dsRNA analizadas anteriormente (Ghabrial,
1998; Bamford, 2005). Sin embargo el andlisis de la secuencia traducida con la base
de datos proteica de GenBank muestra un aito grado de identidad con RNA
polimerasas de sistemas virales de levaduras, entre los que se encuentra con mayor
ideﬁtidad, la RDRP del sistema viral de S. cerevisiae. La zona con el mayor grado de
identidad coincide con el ORF anteriormente predicho en toda su extensién,
exceptuando una zona de 300 pb aproximadamente que no posee identidad continua

con el resto del ORF.
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3101 GCGAATGACA TCATATCCGG ATTGCGGGAA CAGTACTACA TGAGGCAGAG TGTGCTGTGA CACCGACGTA GAGGACATAT ACTTGATAAA GAATGCGCAC
3201 AGAGTTGTAG GAGGAATAAG CGAAGAAAAA GACTCGAAAA TGGGTGTTTT GATAACATCC CAACTTAGAG CGCAGAAGAA ACGTGGCAAT ACCGTACTTG
3301 CCGGGAGTAA ATGAATATGC AAACGAAATA CACAAAGCAT TAAAAATAAA TGTGTCAATT AAGACTATAT GTGACAGATT ATACGACGCT ACATACGAAG
3401 CTGTCTCAAT CAAAGATCGC AAGATGAAAA TCTTTCGGGA AAACAGAGAT CAGTGGTTCG TTAACGTACG CAGAATATAC AAAGCACATA AGGGTAGTCA
3501 ATTGTCACAG AATTACGGTA AAGCAGCCTT AGTAGGATTC GCATTGGAAG TGTTGGGCAG AGAAATGCCT GATGCAACCA TAACAACAAT ACTGAATACT
3601 TCACAAAGGC CACTAGACCT AATTAAGTAC

Figura 10. Secuencia del alineamiento de los clones de la molécula L-385. En azul se muestra la secuencia aminoacidica del ORF

propuesto.



Color key for alignment scores

Query i
2100
- - L = - :
B
Acceso IMDB Gen Huésped Puntaje | E Value
virus L-A
M28353.1 Segmentos de genes de la | Saccharomyces 68.0 3e-07
proteina de la capside y cerevisiae '
RNA polimerasa
virus L-A
Jo4692.4 Genes de la proteina de la Saccharomyces
: . . 5 68.0 3e-07
capside, proteina de unién cerevisiae
a ssRNA y RNA polimerasa
EU082131.1
virus F Black raspberry 66.2 1e-06
Genoma completo
EU495331.1
virus F Ribes 51.8 0.022
Gen de la RDRP
XM 457518.1
Proteina hipotetica De‘;gf{gg}’ffes 48.2 0.27
mRNA parcial
CR382134.1 Cromosoma B Debaryomyces 48.2 0.27
hansenii

Figura 11. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de L-385 con la base de
datos (blastn). A. Esquema con las zonas de alineamiento obtenido, indicandose en
distintos colores los puntajes obtenidos. B. Principales identidades obtenidas mediante

este alineamiento
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Color key for alignment scores

:
B
Acceso IMDB Proteina Huésped Puntaje | E Value

ref[YP_001497151.1 RDRP I — 350 1e-94

gb|AAAB0321.1 RNA polimerasa Saccharomyces 325 2e-90
cerevisiae

ref|NP 620493.1 Proteina de Saccharomyces 325 9e-90
unién a ssRNA cerevisiae

ref|[NP 620495.1 RNA polimerasa Saccharomyces 322 Ge-89
cerevisiae

ref|INP 042581.1 RNA polimerasa Saccharomyces 317 3e-84
cerevisiae

emb|CAJ29959.1 RDRP Amasya cherry 163 8e-38

disease-associated

emb|CAJ57274 1 RDRP propuesta Cherry chlorotic 159 2e-36
rusty spot

emb|CAJ29958.1 RDRP propuesta Amasya cherry 145 3e-32

disease-associated

ref[NP 620730.2 RDRP Tricomonas 110 1e-21
vaginalis

ref|NP 041191.1 RDRP Leishmania 89.7 le-15

ref|[NP 619670.2 RDRP Helminthosporium 88.2 4e-15

victoriae

Figura 12. Alineamiento de la secuencia traducida de L-385 con la base de datos
de nucleétidos traducida. A. Esquema con las identidades, indicandose en distintos
colores los puntajes obtenidos B. Principales identidades obtenidas mediante este

alineamiento.
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La secuencia del ORF predicho muestra una alta similitud con RNA
polimerasas dependientes de RNA tipicas de diversos sistemas virales de la misma
familia totiviridae, con valores E cercanos a 1x10'% y un puntaje de 350 puntos. Se
presentan los 8 motivos conservados caracteristicos de estas polimerasas (ver Fig.
14), las cuales coinciden con zonas de estabilizacién de la estructura terciaria,
asociacion a metales y principaimente el sitio activo, las cuales se mantienen en
diversas RDRP ya caracterizadas (Ribas y Wickner, 1992; Routhier y Bruenn, 1998).

Para determinar si cercano al inicio de esta zona caracterizada se presenta una
zona de corrimiento del marco de lectura (CML), se utilizé la aplicacién bicinformatica
FSFinder 2 (Moon y col. 2007). Con esto se buscé definir una region regulatoria previa
al posible ORF descrito y que podria relacionario con algun otro ORF ubicado hacia el
5°, tal como se ha descrito en diversos genomas virales en levaduras.

La blsqueda muestra 2 sitios cercanos al inicio de la zona descrita (Fig. 13).
Esta zona se caracteriza por una estructura de tallo precedida de un sitio corredizo
(slippery site) en el cual el ribosoma cambia el marco abierto de lectura, determinando
asi si se realiza la traduccion de un ORF posterior al sitio. Ambas secuencias
propuestas por el programa calzan con la descripcién tedrica de este tipo de sitios, sin
embargo ;ﬁresentan un foop de mayor longitud que los descritos, con una posible
menor estabilidad al no encontrarse otras zonas de apareamiento. La definicioén de un
posible ORF anterior al descrito, nos permitira determinar el inicio exacto del ORF
propﬁesto y con ello, establecer si esta zona se presenta a 1a distancia correcta como

para realizar el corrimiento esperado.
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Figura 13. Sitios de corrimiento del marco de lectura en la molécula L-385. A.
Posicion de los 2 sitios de CML predichos, respecto al ORF RDRP. B. Estructura

predicha n amarillo se presentan los sitios corredizos y en verde, las bases
involucradas en la formacion de la estructura secundaria.
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Andlisis filogenético

Una vez determinado el ORF de la molécula 385-L, la secuencia aminoacidica
fue comparada con las secuencias de otros virus dsRNA de las familias Totiviridae y
Partitiviridae, presentes en levaduras u hongos filamentosos que infectan arboles
presentes en el ambiente de X.dendrorhous (Tabla 4). Al alinear las secuencias se
observa un alto grado de identidad para la secuencia que codificaria para la RNA
polimerasa dependiente de RNA (RDRP). En este alineamiento (Fig. 14) se presentan
zonas conservadas de hasta 20 residuos, indicando de esta forma, posibles motivos
funcionales de esta proteina que son también encontrados en la secuencia del virus L-
385 de X. dendrorhous, o virus XdV-L. Se encontraron grados de similitud de hasta un
70% en virus del genero totivirus, y un menor grado de similitud en los otros géneros
de la familia totiviridae (giarniavirus y leishmaniavirus). Las mayores similitudes se
observaron en virus de esta familia, pese a la presencia de una alta identidad con el
virus Black Raspberry, perteneciente a la familia partivirideae. Entre los motivos
conservados, podemos ver la presencia de los motivos 5 y 6, los cuales se han
descrito como los indispensables en RDRP (Ribas, 1992). En estos motivos se
observa una identidad casi completa con la secuencia de la RDRP del virus ScV-LA de
S. cerevisiae y con el virus del ya nombrado Black Raspberry.

Tras analizar los alineamientos se realizd un arbol filogenético basado en las
secuencias de RDRP previamente obtenidas (Fig. 15). Este arbol indica la cercania
de la secuencia de XdV-L con las observadas en otros virus de la familia fotiviridae,
principalmente con los virus ScV-L-A, de S. cerevisiae y con ofras proteinas
homologas de levaduras. Esto nos indica la cercania estructural de estos criptovirus.
En forma mas alejada se presentan los virus de los otros géneros de la familia

totiviridae.
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Tabla 4. Totivirus cuya secuencia genémica fue utilizada para comparar con la

secuencia obtenida del genoma del virus XdV-L

Tamafio
Virus Abreviatura Género Tamario | ID Tax. RDRP
(pb) NCBI (aa)
Giardia canis virus Ge-V Giardiavirus 6276 353633 1871
Trichomonas Tv-V Giardiavirus no 4647 29256 1430
vaginalis virus clasificados
Leishmania RNA L1-1V Leishmaniavirus 5284 58103 874
virus 1-1
S cereveisiae L-A Sc-V L-A Totivirus 4579 11008 731
S cerevisiae L-BC Sc-V L-BC Totivirus 4605 42478 863
Helminthosporium Hv-V 190S Totivirus 5179 45237 835
victoriae virus 190S
Zygosaccharomyces Zb-V Z Totivirus no 3147 114871 643
bailii virus £ clasificados
Amasya cherry ACDA-V No clasificado 5047 284689 1294
disease-associated
Black raspeberry Br-V No clasificado 5077 463392 814
virus F
X. dendrorhous XdVv-L No clasificado 3630 - -
virus L
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Fig 14. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de RDRP de diversos virus de levaduras. En rojo, se resaltan los 8 motivos

conservados definidos en los RDRP virales. En azul se resalta la secuencia de la proteina Pol predicha para el virus XdV-L y en gris se resalta la

secuencia consenso de las proteinas utilizadas. La secuencia se resalta en amarillo para aminoacidos idénticos, en celeste, aminoacidos con

cambios conservados y en verde, aminoacidos similares.
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Figura 15. Dendrograma del alineamiento de las secuencias de RDRP de distintos sistemas virales presentes en levaduras.
Filogenia realizada con el programa MEGA 4.0, utilizando el algoritmo UPGMA. La escala inferior refleja las distancias relativas entre las

secuencias aminoacidicas. Los valores de las raices (Bootstraps) estan basadas en 1000 replicaciones.



Analisis bioinforméatico de la secuencia de la molécula M,-385.

La secuencia de parte de la molécula M;-385 fue obtenida tras la secuenciacion
de 3 clones obtenidos mediante oligonucieotidos de secuencia aleatoria. El
alineamiento obtenido tiene un tamario de 1330 pb y posee identidad con la molécula
L-385. Al ser una molécula de menor tamario que L-385 (Fig. 16), la bisqueda de
homologias tanto nucleotidicas como aminoacidica no reflejaron resultados, pero si
nos permite reafirmar la identidad presentada entre estas 2 moléculas, lo cual
constituye un sistema novedoso respecto a lo observado en otros sistemas virales de

levaduras.

Para complementar los resultados de hibridacion, se buscaron identidades
utilizando secuencias ahora conocidas. Para esto, se disefiaron partidores especificos
a la secuencia de XdV-L, los cuales se utilizaron para realizar una reaccion de RT-
PCR con las distintas moléculas de dsRNA como molde de la reaccién. El analisis de
esta reaccion (Fig. 17) nos confirma los resultados obtenidos con la hibridacién, al
presentarse una similitud de secuencia entre las moléculas de origen japonés pero no
con las cepas de origen ruso. Esto nos sugiere que las moléculas de dsRNA, pese a
tener tamanios similares, no poseen una secuencia idéntica entre ellas, sugiriendo de
esta forma una especificidad de acuerdo al lugar de aislamiento. Por otra parte, se
vuel\_fe a observar una similitud entre las moléculas L-dsRNA y M;-dsRNA, tanto en la
cepa UCD 67-385 como en la CBS 5908. Estos resultados nos indican la presencia de
2 moléculas distintas encontradas en el mismo huésped, pero que poseen similitud
nucleotidica, avalando la idea de la existencia de 2 distintos sistemas virales en el

mismo huésped.
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias de las moléculas L-385 y M;-385. A. Secuencia de parte de la molécula M-385 mediante la
secuenciacién de clones obtenidos por oligonucleotidos de secuencia aleatoria. B. Posicion relativa de la secuencia de la molécula M-385
respecto a las de L-385. En azul se resalta el segmento homologo a secuencias de RDRP publicadas y en rojo, las regiones conservadas

en distintas RDRP, las cuales se ubican fuera de la zona abarcada por la secuencia de M;-385
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Figura 17. Reaccion de RT-PCR utilizando partidores especificos a la secuencia
de L-385. Se utilizé como molde de la reaccion: 1, 385-L; 2, 385-M; 3, 383-L; 4, 383-
M; 5, 1149-L; 6, 2059-L; 7, 2786-L; 8, 653.3-M; 9, ScV-L. M, marcador de peso
molecular AMHindlll. La flecha indica el tamafio esperado de la reaccion.
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4, DISCUSION

Polimorfismo de dsRNA en X. dendrorhous.

Las cepas de X. dendrorhous analizadas en este estudio abarcan el espectro
total de origenes geogréficos descritos en la literatura para esta levadura, incluyendo
cepas aisladas desde Japén, Rusia, Finlandia, Alaska y Argentina. De esta forma
podemos definir de mejor manera una relacién entre el origen geogréafico y las
moléculas presentes, comparandolo con lo anteriormente descrito (Sanhueza, 2007;
Fell y Blatt, 1998). Podemos concluir la idea de que para cada origen se encuentra una
combinacion distinta de moléculas, patrén que es compartido por las cepas de ese
origen. Para el caso de ambas cepas de origen sudamericano, se presenta una
molécula de igual tamafio (L-dsRNA, ~4,8 kb) a la observada en las cepas del
hemisferio norte, pero adicionalmente se encontré una molécula exclusiva de estas 2
cepas (M:-dsRNA, ~1,6 kb). Este hecho apoya la relacién geogréfica de las moléculas
de dsRNA encontradas en éada cepa y reafirma el aislamiento genético de las cepas
patagénicas, planteado anteriormente en base a otros analisis filogenéticos (Libkind,
2007).

El tnico caso que escapa al agrupamiento geogréfico planteado es la ausencia
de moléculas de dsRNA en la cepa de origen japonés UCD 67-210, la cual ha sido
catalogada de forma diferencial respecto a las otras cepas de ese origen, tanto por
caracteristicas fisiologicas como genéticas propias, al ser estudiada utilizando
marcadores genéticos tales como MSP-PCR, ITS e IGS (Fell y Blatt, 1998; Libkind,
2007). Esta cepa ha sido rotulada como la cepa tipo de Phaffia rhodozyma, fase
asexuada de la misma levadura nombrada posteriormente como X. dendrorhous. La
ausencia de moléculas de dsRNA y la consiguiente divergencia del agrupamiento

geografico planteado en este trabajo, corroboran esos datos previamente planteados y
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entregan un nuevo punto de vista a la discusién acerca del origen de esta cepa y su
posible separacion del resto de cepas de X. dendrorhous.

Este ultimo aspecto esta ligado al ambiente natural en el que se desenvuelve
cada cepa, determinando caracteristicas similares a las observadas en cepas con un
origen geografico comdn, entre las que se podrian encontrar la presencia de
moléculas de dsRNA. De la misma forma, no se descarta la hipétesis que menciona a
las levaduras como simples vectores para que estos virus logren infectar vegetales
mayores (McCabe y col., 1999). La presencia de enfermedades agricolas causadas
por virus de dsRNA implica la infeccion por hongos que no son afectados por la
presencia de estas moléculas, si no que por el contrario, representa una ventaja
comparativa frente a otros organismos presentes en ese nicho. Este flujo puede ser
comparado tanto por la presencia de las moléculas de dsRNA como también por el

uso de marcadores genéticos que caractericen los agrupamientos observados.

Relacién entre los dsRNA presentes en distintas cepas de X. dendrorhous.

En anteriores trabajos se mostrd la relacién existente entre cepas de origen
japonés y ruso, mediante hibridaciones (Sanhueza, 2007) y anélisis genéticos (Libkind,
2007). La similitud en la secuencia de las moléculas de dsRNA se observo solo en
cepas del mismo origen geografico, dandonos un indicio del comportamiento general
en diversas cepas. En este trabajo logramos confirmar esta hipotesis, ampliando el
espectro de cepas en estudio, con lo cual se abarco el total de origenes geograficos.
Se defini6 de esta forma que la secuencia de las moléculas de dsRNA esta
relacionado al origen geografico de cada cepa y no es una propiedad comin a todas
las cepas de esta especie.

Por otra parte, se logré demostrar que en los casos de cepas que presentan un
mayor nimero de moléculas de dsRNA, se presentd una similitud estructural entre
moléculas de distinto tamanfo. Estos resultados, obtenidos mediante hibridaciones y

transcripcién reversa con partidores definidos, nos dan un nuevo apoyo a lo observado
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a nivel de secuencia en relacién a la posible convivencia de més de un sistema viral en
estas cepas, donde al menos una de las moléculas de mayor tamarfio (L o M-dsRNA)
sea necesaria para determinar la presencia de las proteinas virales.

Pese a que podemos mostrar que las cepas japonesas comparten moléculas
similares, con la metodologia utilizada no podemos aseverar la completa diferencia
entre las moléculas de distinto origen. Ambos métodos se basan en la identidad a nivel
de secuencia, por lo cual los resultados pueden verse afectados con cambios
nucleotidicos entre las distintas moléculas de dsRNA. Por lo tanto, un resultado
negativo en estas hibridaciones no necesariamente nos descarta algin grado de
identidad de los productos génicos, si no que al menos es un parametro a considerar
en términos de diferenciacién de las moléculas presentes en cada origen geografico.
Este hecho puede ser corroborado al no observarse hibridacién entre las moléculas
XdV-L y ScV-L, moléculas que en forma paralela se observo que codifican para
proteinas de una alta similitud estructural. De esta forma, podemos sefialar que las
cepas japonesas comparfen la secuencia de la molécula L-385 y probablemenie
codifiquen para algan tipo de RDRP. Sin embargo no podemos descartar que las
moléculas L-dsRNA de las cepas de otro origen geografico codifiquen asimismo
alguna proteina que posea una similitud a nivel de estructura con la encontrada en la
molécula L-385, manteniendo ia funcion principal de ésta (Bamford, 2005). La
secuenciacion del total de moiéculas involucradas podra definir el total grado de

identidad entre estas moléculas y la relacién segiin el origen geografico de ellas.
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Determinacién de la presencia de dsRNA en distintos estados celulares de
X. dendrorhous.

En S. cerevisiae, el estudio de sus sistemas virales ha llegado a definir
completamente el comportamiento de las moléculas de dsRNA, determinando incluso
diferencias en la interaccion de las proteinas sintetizadas y su relacién con el huésped
(Schmitt y Breinig, 2006; Wickner, 1996). De esta forma se determiné que gran parte
de la expresion e interaccion de estos genomas depende principalmente de genes
ribosémicos de la célula, los cuales alteran la estabilidad de los mRNA virales y sus
productos presentes en el citoplasma del huésped (Ohtake y Wickner, 1995). Desde
este punto de vista, no encontramos alteraciones en las concentraciones de las
moléculas de dsRNA al cambiar la fuente de carbono o diversos estados metabdlicos
del huésped. Sin embargo, si logramos definir una variacién en la relacion de las
concentraciones entre las holécu(as de dsRNA de la cepa UCD 67-385. En ese caso,
observamos que pese a que siempre se presentaron 4 moléculas, la relacion de
concentracién entre las 2 de mayor tamafo varié durante la curva de crecimiento,
observandose un aumento en la concentracion de la molécula M-385 frente a la
concentracion de L-385.

Este dato, junto con la identidad de secuencia posteriormente determinada,
apoyan la idea de la presencia de 2 sistemas virales distintos que podrian presentar
una funcién similar y posiblemente sean estas moléculas de mayor tamafio las
necesarias para la propagacion de las moléculas de mencor tamafio S;-dsRNA y
S.,-dsRNA. Solo conociendo la secuencia de estas Gitimas, podremos definir si el
aumento de la concentracién de M-dsRNA se relaciona con algin efecto fenotipico
claro y confirmar la diferenciacién del sistema observado en X. dendrorhous con el
descrito en S. cerevisiae, donde si se observa una dependencia de la molécila

M-dsRNA de la L-dsRNA.
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Clonamiento moléculas de dsRNA

El clonamiento de genomas virales de dsRNA ha representado un constante
desafio en diversas dreas de estudio. El planteamiento de nuevos métodos ha llevado
a un avance en ese sentido, sin embargo factores como el desconocimiento de
secuencias, la baja concentraciéon de moléculas y el alto nimero de pasos
involucrados hacen que este procedimiento siga teniendo una baja eficiencia (Attoui y
col., 2000; Ambrose y Clewley, 2006). Numerosos métodos fueron probados y
adaptados para lograr el clonamiento de las moléculas completas de dsRNA de la
cepa UCD 67-385 (Lambden y col., 1992; Vreede y col., 1998; Maan y col., 2007), sin
embargo ellos fueron infructuosos. Es por esto que se planted la obtenciéon de varios
clones de un menor tamafio, formando una genoteca que nos entrego finalmente el
resultado deseado. La secuenciacion de los clones iniciales abarcd solo una zona de
la informacién total de estas moléculas. Diversas complicaciones estructurales, tales
como zonas de alto nivel de GC o estructuras secundarias altamente estables podrian
explicar una dificil desnaturacion de las hebras, paso clave para el inicio del proceso.
Por otra parte, estructuras definidas en los extremos, ya sean estructuras secundarias
o incluso proteinas asociadas, dificultaria la obtencion de clones de la extension total
de la molécula. l

Una vez confirmada la obtencion de clones de estas moléculas, el clonamiento
del resto de cada una de las moléculas fue posible mediante el uso de partidores de
secuencia conocida, método que nos permitié el avance por estas moléculas con una
mayor eficiencia al eliminar el factor de aleatoriedad y permiti€ndonos localizar
claramente la posiéién de los nuevos clones en comparacion a los ya alineados.

Con estas secuencias obtenidas se definid una similitud entre la molécula L-
385 y las descritas para diversos sistemas virales como el de S. cerevisiae u otros
totivirus presentes en levaduras, encontrandose una identidad con los ORF
codificantes para las RDRP virales. El avance en el conocimiento de la secuencia de

M-385 nos mostrd una identidad con la molécula de mayor tamadic L-dsRNA, resultado
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que pese a diferir con los modelos estudiados, nos entrega un avance en el
conocimiento del sistema en X. dendrorhous. Esto constituye un apoyo a la hipétesis
de la presencia de 2 sistemas en paralelo, donde la molécula M-385 podria cumplir las
mismas funciones de la molécula L-385, pese a ser una molécula de menor tamafio.
Por otra parte, las escasas secuencias obtenidas para las moléculas S-dsRNA no
presentan algun tipo de identidad con las 2 mayores ni con algo descrito en las bases
de datos publicas, conformando un componente distinto al ya descrito que podria ser
dependientes de cada una de las 2 moléculas de mayor tamario. Una vez conocidas
las secuencias en su integridad, se definird el conocimiento del sistema de forma
global y se podrd determinar la relacion entre estos tipos de moléculas y si

corresponden a uno 0 mas sistemas virales.

Andlisis bioinformatico dé las secuencias obtenidas.

El proceso de clonado y secuenciacion de la molécula L-385 nos llevd a
conocer cerca del 90% de su informacion, con lo cual logramos identificar
completamente un ORF presente. La identidad de esta secuencia con las diversas
RNA polimerasas publicadas nos indica por primera vez en el estudio de esta levadura
una relacién entre las moléculas de dsRNA y un componente de un sistema viral.
Anteriores trabajos habian sugerido la presencia de particulas tipo virus (Pfeiffer y col.,
1996) o de un fenotipo micocida o kiffer (Castillo y Cifuentes, 1994), sin embargo no se
habia determinado cual era la informacion contenida en las moléculas de dsRNA
presentes en la levadura.

Este estudio también muestra, a diferencia de la mayoria de los sistemas
anteriormente descritos, la presencia de una segunda molécula que compartiria al
menos en parte, la secuencia de la molécula L-385. La permanencia de 2 virus con la
misma funcién ha sido descrita en pocos casos como el de U. maydis. Sin embargo
resulta destacable en X. dendrorhous la diferencia de tamadfio presentada entre ambas

moléculas, lo cual nos permitiria predecir que las moléculas de menor tamafio S1 vy
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S2-dsRNA podrian presentarse relacionadas con el fenotipo killer descrito para esta
cepa anteriormente (Castillo y Cifuentes, 1994).

Tanto la comparacién con otras secuencias de virus de levaduras
anteriormente publicadas, como el anélisis filogenético de las mismas, nos indican que
el virus XdV-L podria pertenecer a la familia Totiviridae. No obstante, este resultado
esta basado solamente en identidades de las proteinas compartidas, sin conocer aun
la morfologia exacta de estos virus, la existencia de alguna proteina de la capside e
incluso el rol de las otras moléculas de dsRNA presentes en al cepa UCD 67-385.

A diferencia de los sistemas pertenecientes a dicha familia, en el caso de la
secuencia de la molécula L-385 no identificamos la presencia de un ORF relacionado
con alguna proteina estructural de la capside del virus. Pese a que en los sistemas
estudiados, la mayor identidad se encuentra en la secuencia codificante de las RDRP,
la similitud entre los ORF gag de los diversos virus de levaduras es suficientemente
alta como para haber sido detectada mediante comparacion informatica de las
secuencias obtenidas. Considerando que la secuencia de XdV-L se presenta
incompleta hacia su extremo 5° (extremo donde se deberia localizar algin ORF que
codifigue para una proteina estructural), podemos suponer que al completar la
secuencia de este extremo se lograra identificar un ORF de esas caracteristicas. Con
esta informacion podremos completar el grado de similitud de las RDRP y definir este
sistema viral como parte de |la familia totiviridae.

El andlisis de las zonas cercanas al inicio del ORF identificado, nos permitié
predecir estructuras secundarias que podrian cumplir con lo necesario para realizar un
cambio del marco de lectura asociado al ribosoma, evento caracteristico de estas
moléculas. Sin embargo, considerando la distancia de estas estructuras secundarias
con el propuesto sitio corredizo, la posible inestabilidad del loop formado y ademas la
inexistencia de un primer ORF que sea participe del cambio, no permite definir una
estructura en la molécula XdV-L, que esté involucrada con ese cambio de marco de

lectura.
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El analisis de zonas conservadas nos muestra la completa mantencién de
secuencias especificas y reconocibles dentro del ORF de la proteina Pol. En la
secuencia obtenida, se encuentran identificadas zonas de unién a magnesio o a INTP
y zonas conservadas que poseen una estructura primaria y secundaria estable, las
cuales ée proponen como imprescindibles para la actividad de estas RNA polimerasas
(Ribas, 1992; Routhier y Bruenn, 1998). La misma conservacioén se observa en zonas
de propagacion viral, donde la estructura secundaria definida promueve la interaccion
con los ssRNA nacientes para la formacion de una nueva particula viral. Esta zona
incluye un motivo GDD altamente conservado, que pedemos detectar en XdV-L en la
posicion 550 de la secuencia aminoacidica predicha. Estos patrones anteriormente
descritos son especificos para todas las RDRP (Bruenn, 1993), to cual nos lleva a
afirmar la relacion de la molécula XdV-L con alguna RDRP presente en el citoplasma

de X. dendrorhous.
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5. CONCLUSIONES

Las cepas de X. dendrorhous poseen un patron de moléculas de dsRNA que
esta relacionado con el origen geografico, encontrandose 4 moléculas de
dsRNA (cepas de origen japonés), 2 (argentino), 1 (ruso y de Alaska) o ninguna

molécula (cepa finlandesa)

. Algunas de las moléculas de dsRNA provenientes de cepas de distinto origen

geografico, presentan algln grado de identidad a nivel nucleotidico.

A diferencia de lo descrito en S. cerevisiae, se encontro la coexistencia de virus
homélogos en el mismo huésped. Ademas, estos virus serian independientes,

basado en el aumento de la molécula M-dsRNA en relacion a L-dsRNA.

La secuencia traducida del genoma del virus XdL-V, posee una zona de alta
identidad con RNA polimerasas presentes en ofros sisternas virales de
levaduras. La comparacién de la secuencia de esta zona con la de otros
sistemas, revel6é que XdL-V perteneceria al genero Totivirus, el cual incluye al

sistema viral de S. cerevisiae.
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