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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidiomicete pigmentada
gque ha sido aislada principalmente desde regiones frias de Japon y Rusia. En varias
de sus cepas se ha descrito la existencia de Elementos genéticos extracromosomicos
(EGEs) del tipo RNA de doble hebra (dsRNA) y plasmidios lineales de DNA de doble
hebra. En hongos filamentosos y levaduras Generalmente estos elementos son
cripticos en funcidn y sélo en algunos casos han sido asociados con algan fenotipo en
su hospedero como la actividad antifingica. Recientemente, por primera vez se
determind la existencia de esta actividad en algunas cepa de la X. dendrorhous vy se
identificd una proteasa aspartica como posible micotoxina, sin embargo, las bases
genéticas de este fenotipo aun son desconocidas. En trabajos previos, desde la cepa
UCD 67-385, que posee 4 dsRNAs - L (5 kb), M (3,7 kb), S1 (0,9 kb) y S2 (0,6 kb) — se
obtuvo una cepa 385(S2-40) que carecen de S2 dsRNA y que mantienen la actividad
antifingica, sugiriendo que este elemento no es el determinante genético del fenotipo.
Considerando estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue caracterizar los EGEs
de diferentes cepas de X. dendrorhous y analizar su posible relacion con la actividad
antifingica observada.

Inicialmente, se determinaron los perfiles de EGEs de distintas cepas de X,
dendrorhous opfimizando un método de extraccion y andlisis de dsDNAs. En el perfil
de dsRNAs, se encontré un polimorfismo en los dsRNAs presentes, el cual estaria
relacionado con el origen geogréfico donde fue aislada cada cepa. Estos resultados
sugieren que los dsRNAs no son las bases genéticas responsables de la actividad
antifingica y su funcion en el hospedero ain es desconocida. Se analizé la estabilidad

del perfil de dsRNAs en la cepa curada durante la curva de crecimiento debido ya que
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en otras levaduras se ha descrito la aparicién de nuevos dsRNAs que provienen del
procesamiento de los dsRNAs de mayor tamarfio. La ausencia permanente de la
molécula S2, sugiere que esta comresponde a un dsRNA satélite. Para analizar la
funcionalidad de L, M y S1, se realizaron experimentos de curacién sobre la cepa
385(52-40) utilizando distintos métodos que en oiras levaduras han permitido la
eliminacidbn completa de los dsRNAs. A pesar de los efectos inhibitorios de los
tratamientos aplicados sobre el crecimiento de la cepa, no se obtuvieron clones que
carezcan de alguno o todos los dsRNAs. Continuando con la caracterizacion de EGEs,
en los perfiles de dsDNAs obtenidos para las distintas cepas, se observd una alta
variabilidad en el nimero (2 a 7) y tamario (1,2 a 7,5 kb) de los dsDNAs. Fue posible
clonar y secuenciar el plasmidio de menor tamafio de la cepa CBS 6938 de X
dendrorhous. En e! analisis bioinformético de la secuencia nucleotidica y traducida, no
se encontraron similitudes con la base de datos del NCBI Sdlo se logrd identificar
regiones de repetidos invertidos en los extremos de la secuencia. Estas regiones
fueron previamente descritas para otro plasmidio lineal de X, dendrorhous pDK1, y que
participarfan en la estabilidad de estas moléculas. Considerando que se identificd una
proteasa aspartica como la potencial toxina, se disefiaron partidores especificos para el
gen asp para las reacciones de PCR usando como molde el DNA gendmico purificado
de las distintas cepas de X. dendrorhous. Los resultados obtenidos sugieren que la
actividad estaria codificada en el cromosoma celular. Todas las cepas de poseen
EGEs del tipo dsDNAs y/o dsRNAs, los cuales forman perfiles altamente complejos.
Esta alta variabilidad de EGEs intra-especie es interesante desde el punto de vista
genético que hace a esta levadura un buen modelo para estudiar la diversidad de la
informacién genética a nivel de los micovirus y plasmidios, fendmeno poco

comprendido especialmente en levaduras basidiomicetes.




ABSTRACT

Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycetous pigmented yeast mainly
isolated from cold regions of Japan and Russia. The existence of Extrachromosomal
Genetics Elements (EGEs), that can be double-stranded RNA (dsRNA) and linear
plasmids of double-stranded DNA (dsDNA), have been reported in several strains of
this yeast. Usually these genetic elements are cryptic in function in yeast and
filamentous fungi, and only in few cases have been associated to a phenotype in the
host such as the antifungal activity. Recently, we determined for first time that some
strains of X. dendrorhous display this phenotype and aspartic protease was identified
as a potential toxin, however the genetic bases are still unknown. In previous works
with X. dendrorhous UCD 67-385, strain that has 4 dsRNAs - L1 (5 kb), L2 (3,7 kb), $1
(0,9 kb) y S2 (0,6 kb) - we obtained a strain lacking the S2 dsRNA 385(82-40). This
cured strain maintains the antifungal activity, suggesting that S2-dsRNA is not the
genetic determinant of this phenotype. Considering these antecedents, the objective of
this work was to characterize the EGEs in different strains of X. dendrorhous and P.
rhodozyma, and to analyze their possible relationship to the observed antifungal

activity.

Initially, the EGEs profiles of numerous strains of X dendrorhous and P.
rhodozyma were determined and a method for the extraction and analysis of the dsDNA
plasmids was optimized. In the profile of dsRNAs, we found a polymorphism in these
molecules might be related to the geographical origin of each strain. From their
comparison it was concluded that dsRNA is not responsible for the antifungal activity;

therefore its possible function is still unknown. We analyzed the stability of the dsRNAs
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profiles of the cured strain along fo growth curve, because in other yeasts it have been
reported the emergence of new dsRNA elements at later phases of growth, from the
processing of the larger dsRNAs. The S2 absence results obtained suggest that
corresponds to satellite dsRNA. To analyze the functionality of L1, L2 and S1, curing
experiments were performed on strain 385 (S2)-40 using several methods that in other
yeasts elicited the complete elimination of dsRNAs. In spite of the inhibitory effects the
freatment applied on the yeast growth, no clones lacking some or all of the dsRNAs
were obtained. Following with the characterization of EGEs, the dsDNA profiles
observed in different strains are highly variable in number (2 to 7) and size (1.2t0 7,5
kb) It was possible to clone and to sequence the smaller plasmid of the strain X,
dendrorhous CBS 6938. In the bicinformatics analyses of the nucleotide or translated
sequence, no similarities fo NCBI database were found. Only inverted repeat regions
characteristic were found in the ends of plasmid. This region was described for other X
dendrorhous linear plasmid pDK1, suggesting would be important for stability of these
molecules. According to an aspartic protease identified as a potential toxin, specific
primers for the Asp gene were designed and used in the PCR assays using as template
genomic DNA purified from different strains of X. dendrorhous. The results obtained

strongly suggest that the activity is encoded in the cellular chromosome.

All strains of X. dendrorhous have EGEs, which can be of dsRNAs and/or
dsDNAs, and display highly complex profiles. This high intra-specie variability od EGEs
is interesting from a genetic standpoint, making these yeasts as good models for

studying the diversity of genetic information at plasmids and mycovirus level, a

phenomenon poorly understood especially in basidiomycetous yeast.




1. INTRODUCCION

En hongos filamentosos y levaduras los Elementos Genéticos
Extracromosomicos (EGEs) corresponden principalmente a plasmidios lineales de
DNA de doble hebra {dsDNA) y moléculas de RNA de doble hebra (dsRNA})
encapsidadas en particulas tipo virus (VILPs, del inglés Virus-Like Particles).
Aunque se caracterizan por ser funcicnalmente cripticos, sélo en algunos casos se
han logrado asociar con algin efecto detectable en el hospedero (Magliani y cols.,
1997; Schmitt y Breinig, 2002}). Las investigaciones realizadas sobre los EGEs han
permitido incrementar el conocimiento bioldgico de los organismos que los portan al
determinar los mecanismos celulares involucrados en la mantencion y propagacion
de estos elementos (Magliani y cols., 1997). Ademas, los fenotipos asociados a
EGEs han sido utilizados para el mejoramiento de cepas industriales, identificacion
de agentes antifingicos, el biocontrol de fitopatdgenos (Nuss, 1996; 2005), entre
ofras aplicaciones. Estas caracteristicas han motivado a analizar los EGEs en ofras
especies de levaduras que no han sido mayormente estudiadas y en las que se

desconocen la funcionalidad de estos elementos en el hospedero.

1.1. Plasmidios lineales de dsDNAs.

La presencia de moleculas de DNA se describié por primera vez en Ia
levadura Kluyveromyces lactis por Gunge y cols. (1981). Las moléculas se
caracterizaban por presentar una configuracién lineal y por su resistencia a la
accion de la enzima RNAsa A. Aunque la localizacion de los dsDNAs es
principalmente citoplasmatica, se han encontrado plasmidios aislados desde

fracciones mitocondriales en las levaduras Hansenula mkarii y Pleurotus ostreatus




{(Wesolowsky y Fukuhara, 1981; Cong y cols., 1984; Gunge vy cols., 1995). A pesar
de que a nivel de secuencias son allamente variables, los plasmidios poseen
algunas caracteristicas comunes, como las secuencias de repefidos invertidos
ferminales (IR} y la presencia de proteinas unidas a los extremos 57, los que
participarian en la mantencion en su hospedero. Ademas en algunos plasmidios se
han encontrado los marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés Open Reading
Frames) de la RNA y DNA polimerasa que estarfan implicadas en la replicacion.
Aunque este proceso para los plasmidios de dsDNAs no ha sido determinado,
algunos investigadores sugieren que el mecanismo de replicacion seria similar al
descrito para los adenovirus, debido a las analoglas esfructurales entre estos

elementos y el genoma viral (Meinhardt vy cols., 1997).

En levaduras como Pichia acaciae y K. lactis, entre ofras, los plasmidios se
relacionan con la produccién de toxinas o actividad antifingica. El sistema de K
lactis es el mejor caracterizado y estd compuesto por los plasmidios pGKL1 (8,9
kb), el cual codifica para una DNA polimerasa, las 3 subunidades de la toxina v la
proteina de inmunidad a la misma; y el pGKL2 (13,5 kb) que codifica para la DNA
polimerasa, RNA polimerasa y la helicasa, las que serian necesarias para mantener
el sistema autdnomamente (Gunge y cols., 1981; Meinhardt y cols.,, 1997,
Fukuhara, 1995). Las regiones terminales de pGKL1 y pGKL2, poseen secuencias
IR de 202 y 184 pb respectivamente, y proteinas unidas en sus extremos distintas
para cada plasmidio {Stark y cols., 1986). La toxina es una proteina extracelular
heterotrimérica llamada zimocina, capaz de degradar los tRNAs de la célula blanco,
siendo la primera descrita que muestra esta accion (Jablonowski y Shaffrath, 2007).
Otros fenotipos asociados a los plasmidios de dsDNAs, como la senescencia o la

perdida progresiva del potencial de crecimiento se ha observado en hongos

filamentosos como Neurospora spp (Griffiths, 1992). Este envejecimiento es




provocado por la insercién del plasmidio enh el gen rn7 que codifica para un rRNA
localizado en el genoma mitocondrial, provocando deficiencias funcionales en los
ribosomas mitocondriales y la posterior muerte celular (Mass, 2005). Mientras que
en Podospora anserina, el plasmidio de integracion esta asociado a la longevidad o
incremento en el tiempo de vida por un mecanismo que adn no ha sido determinado

{Hermanns y cols., 1994; Mass, 2005).

1.2, Virus y elementos tipo dsRNA.

Los dsRNAs presentes en las levaduras estan asociados a particulas tipo
virus (VLPs) que se caracterizan por carecer de un ciclo infectivo extracelular,
siendo transmitidos citoplasmaticamente durante la esporogénesis, division y fusion
celular (Pfeiffer y cols., 1996; Schmitt y Breining, 2006). Existen ocho familias
distintas de virus de dsRNA, entre las cuales los Chrysoviridae, Reoviridae,
Hypoviridae, Partitiviridae y Totiviridae, se encuentran en los distintos micovirus que
tienen como hospedero a los grupos taxondmicos del reino fungi y que son capaces
de infectar persistentemente (Mertens, 2004). En algunos hongos filamentosos, los
dsRNAs participan en ia atenuacién de la virulencia de algunas especies patégenas
como Cryphoneciria parasitica, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, fenotipo
flamado hipovirulencia (Castro y cols., 2003; Nuss, 2005). Por otra parte, en las
levaduras los dsRNAs pueden codificar para las micotoxinas capaces de matar a
otras levaduras sensibles. Estos micovirus se encueniran principalmente
clasificados dentro de los Totiviridae, que se caracterizan por tener un genoma no

segmentado y particulas icosaédricas de 40 nm didametro (Ghabrial y Patterson,

1999; Mertens, 2004).




El sistema viral mayormente caracterizado es el de S. cerevisiae, que esta
constituido por una molécula de dsRNA de 4,6 kb (ScV-L o L-dsRNA), mientras que
las cepas que poseen la actividad antifingica portan ademas un dsRNAs de 1,6 -
1,8 kb (ScV-M o M-dsRNA). El genoma viral ScV-L contiene dos marcos de lectura
abiertos (ORFs): el 5’ que codifica para la proteina de la capside (Gag), v el 3' que
codifica para una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp, RNA dependent
RNA polimerase) (Figura 1). Ambos ORFs presentan una sobreposicion de 130
nucledtidos que a fravés de un evento de cormimiento del marco de lectura en
menos una base (CML -1) permite la traduccién del segundo ORF para generar [a
proteina de fusién Gag-Pol (Dinman, 1995). El genoma ScV-M sélo posee un ORF
que codifica para una preprotoxina, un precursor de la toxina responsable de la
actividad y que también participa en la inmunidad a la misma (Schmitt y Breinig,

2006).

La propagacion viral se produce por un ciclo de replicacién conservativa que
es dependiente de la estequiometria de las protefnas virales Gag y Gag-Pol. La
tasa de produccion de la proteina de fusion es dependiente de la eficiencia del CML
-1 durante la traduccidn, el que ocurre por el retroceso de la maquinaria en una
base sobre la secuencia “resbaladiza” del RNA mensajero viral, la que es facilitada
por una pausa inducida por una estructura de horquilla (RNA “pseudoknot”)
(Farabaugh, 1996). El exceso de Gag-Pol resulta en la formacion de capsides
incompletas, mientras que una disminucién en la proteina de fusion, las particulas

no son formadas. En ambos casos se produce una baja gradual en los niveles de

dsRNA hasta llegar a la pérdida de todos los genomas (Dinman y Wickner, 1992).
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Figura 1. Organizaciéon genémica de las moléculas de dsRNA presente en S.
cerevisiae. ScV-L, correspondiente al genoma viral, presenta dos ORFs
sobrepuestos en 130 nucleotidos: el ORF 3’ codifica para la proteina de la capside
Gag y el ORF 5’ que codifica para la proteina de fusion Gag-Pol correspondiente a
RPDR. ScV-M o satélite presenta un ORF que codifica para una preprotoxina. Se
destacan secuencias de interés como sitios de replicacion, sefales de empaque y
secuencias que participan en CML -1 y de unién a ssRNA presente en ScV-L

(Adaptado desde Wickner, 1996).




Ademas de los micovirus, en S. cerevisiae se han descrito otros tipos de
dsRNAs, como les T y W que no tienen relacién con el ScV-L y que no se
encuentran encapsidados en viriones (Wesoclowski y Wickner, 1984). Estudios
posteriores revelaron que estas son productos de otro virus de ssRNA de la familia
de los Narnaviridae, generados durante la replicacién y que su aparicion es
favorecida en ciertas condiciones de estrés {Fujimura y cols., 2005). Otros dsRNAs
satélifes y/o defectuosos pueden ser purificados jurito con los genomas virales, los
que incrementan la complejidad de los patrones de dsRNAs observados en su
hospedero. En estos casos la caracterizacion molecular y funcional de los dsRNAs
es requerida para determinar la funcionalidad y origen de estos elementos

(Ghabrial, 1998).

1.3. Curacion de los EGEs.

En los trabajos previos se ha determinado los efectos de los EGEs en sus
hospederos mediante experimentos que permiten la eliminacion o curacion de estas
moléculas. La incapacidad de mantener los EGEs puede resultar por mutaciones en
los dsRNAs y dsDNAs o sobre los genes nucleares del hospedero que participan en
su replicacion y propagacién. Estas pueden ser inducidas por agentes fisicos como
la radiacion UV y la temperatura, que han sido efectivos en la eliminacién de
dsRNAs en Yarrowia lipolytica (Tréton y cols., 1987), S. cerevisie (Wickner, 1974) y
de dsDNAs en Schwanniomyces occidentalis (Chen y cols., 2000) y K. /lactis
{Gunge v cals.,, 1981). Los agentes quimicos intercalantes de acidos nucleicos
como la naranja de acridina y el bromuro de etidio, también se han utilizado con
éxito en la curacién de EGEs en levaduras (Fink y Styles, 1972; Cansado y cols.,

1989; Carroll y Wickner, 1895). Para el caso de los micovirus su propagacion puede



inhibirse con drogas que interfieren en la sintesis de proteinas: la cicloheximida,
que afecta la actividad de la subunidad ribosémica 60S bloqueando el paso de
elongacidn, provoca una reduccion en la traduccién de ScV-L, lo gque resulta en una
pérdida selectiva del genoma satélite ScV-M (Carroll y Wickner, 1995). Antivirales
inhibidores de la actividad peptidil-transferasa, como la anisomicina, afectan la
eficiencia del CML -1, alterando la tasa de sintesis de la proteina Gag-Po! que
provoca la eliminacibn completa del sistema viral en las células tratadas
(Meskauskas y cols., 2003; Dinman y cols., 1997). La pérdida de los EGEs
asociados a la actividad antifingica, promueve la pérdida del fenctipo, obteniendo
cepas “curadas” no productoras de micotoxinas y que muchas veces son sensibles

a estas (Wickner, 1974).

1.4. EGEs de Xanthophyliomyces dendrorhous.

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete que posee importancia
biotecnologica debido a su capacidad de sintetizar astaxantina, un pigmento de alto
valor comercial utilizado en la industria farmacéutica y salmonera (Jhonson, 2003).
Iniciaimente, aislados de la levadura se obtuvieron desde exudados de arboles de
regiones frias de Japodn, Rusia, Alaska y Finlandia, los que presentan diferencias en
el patrén de marcadores genéticos y en parametros fisiolagicos (Miller y cols., 1976;
Golubev, 1995). Para el caso de la cepa UCD 67-210, esta es la dnica que se ha
definido como la cepa tipo de Phaffia rhodozyma, en la que sélo se ha identificado

la fase asexual de reproduccion, siendo catalogada como el estado Impetfecto de

X.dendrorhous (Fell y Blatt, 1999).




ELSS

En trabajos previos se han descrito plasmidios lineales de dsDNA en
algunas de las cepas de X. dendrorhous (Martinez y cols., 1994; Pfeiffer y cols.,
1996; Kucsera y cols., 2000; Santopietro y Kula, 2000). Actualmente, sblo se
conoce la secuencia de unc de estos plasmidios llamado pDK1 de 4,7 kb, en el cual
no se logré determinar la presencia de ORFs funcionales (Santopietro y Kula,
2001). Por otro lado, en la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous se han descrito
distintos dsRNAs, los que son nombrados segln su tamafio como L (4,8 kb), M (3,6
kb), 1 (0,9 kb) y 82 (0,8 kb) (Castillo y Cifuentes, 1994; Pfeiffer y cols., 1996). En
trabajos realizados en nuestro laboratorio, se ha logrado clonar y secuenciar
parcialmente el L-dsRNA- En la secuencia traducida de uno de los ORFs
identificados muestra un alto grado de identidad con secuencias de las RNA
polimerasas de micovirus fotiviridae, lo que sugiere que éste dsRNA corresponderia
a un genoma viral (Sanhueza, 2008). Con el fin de determinar la funcionalidad de
estos genomas, se han realizado experimentos de curacién sobre la cepa UCD 67-
385 (Castillo y Cifuentes, 1994; Flores, 2008). Las cepas curadas obtenidas con
anisomicina, 385(52-40) y 385(S2-42), carecen de la molécula S2 pero mantienen
la actividad antifingica sobre Rhodoforula sloffiae, sugiriendo que esta molécula no
participa en el fenotipo (Flores, 2008). La funcionalidad de los genomas restantes
de esta cepa (L, M y 81-dsRNAs) y su participacién en algin fenotipo en el

hospedero alin no ha sido determinada.

En X. dendrorhous se ha observado la existencia de actividad antifingica
sobre levaduras del género Rhodolorula y Kioeckera {Oviedo, 2008). En trabajos
realizados en nuestro laboratorio y que han sido recientemente publicados (Baeza y
cols.,, 2009), el andlisis del contenido proteico extracelL;Iar y la cinética de

produccion de estas en varias cepas de X. dendrorhous, sugieren que la posible

toxina responsable del fenotipo antifiingico es una proteina de 36 kDa que




corresponderia a una proteasa aspartica (asp). Actualmente sélo se conoce la
secuencia del cDNA de ésta proteina determinada en Ia cepa CBS 6938 por Bang vy
cols. (1999), sin embargo, la posible ubicacién del gen asp en el genoma o EGEs

de X. dendrorhous alin no ha sido identificada.




HIPOTESIS

En cepas de las levaduras Xanthophyllomyces dendrorhous existen
elementos genéticos exiracromosémicos variables en cuanto nimero y naturaleza,

Alguno(s) de estos corresponderia(n) al (a los) determinante(s) genético(s) de la

actividad antifingica observada en estas levaduras.




OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar los elementos genéticos extracromosdmicos de distintas cepas

de X, dendrorhous y determinar su relacion con la actividad antifingica presente.

Objetivos Especificos

- Caracterizar los plasmidios de dsDNAs presentes en las cepas de

X.dendrorhous.

- Gurar los dsRNAs en la cepa 385(52-40) y analizar el fenctipo de las colonias

resultantes.

- Determinar las bases genéticas responsables de la actividad antifingica.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Células.
Las cepas de X. dendrorhous utilizadas estan alistadas en la tabla 1. Para la

clonacion se utilizd la cepa DH5a de Escherichia coli,

2.1.2. Acidos nucleicos.

Como marcador de peso molecular se utilizé el marcador 1kb, el DNA del
bacteriéfago lamda digerido con la enzima de restriccion Hindlil, y el 100bp, todos
adquiridos de New England Biolabs. Los partidores utilizados en las reacciones de

PCR son indicados en la tabla 2.

2.1.3. Plasmidios
Para el clonamiento en la cepa DHS5a de Escherichia coli se utilizd el

plasmidio pBluescript SK (pBS).

2.1.4. Enzimas.

Las enzimas DNasa |, RNasa A, Nucleasa S1 y Taq DNA Polimerasa, T4
DNA ligasa, DNA Polimerasa | fragmento Klenow y las endonucleasa de restriccion
EcoRV fueron adquiridas de las empresas Promega, New England BiolLabs, Sigma

y Gibco-BRL.
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Tabla 1. Cepas de X. dendrorhous utilizadas en este estudio.

Cepa Otros bancos Origen
ATCC 24230 Honshu, Japén
UCD 67-385 CBS 7919
VKM Y-2791
ATCC 24202 Honshu, Japén
UCD 67-210* CBS 5905
VKM Y-2274
CBS 6938 ATCC 74438 Finlandia
VKM Y-2793
VKM-Y 2266 UCD 76-18 Moscu, Rusia
VKM-Y 2786 CBS 7918 Moscu, Rusia
UCD 68-653.3 ATCC 24228 Alaska, USA
VKM Y-2814
UCD 67- 202 ATCC 24229 Honshu, Japén
VKM Y-2788
385(52-40) No disponible Derivada desde la
cepa UCD 67-385/
(Flores, 2008)

Las abreviaciones utilizadas para las colecciones de microorganismos: CBS,
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands; ATCC, American
Type Culture Collection, Manassas, USA; UCD, Phaff Yeast Culture Collection,
Department of Food Science and Technology, University of California at Davis,

Davis, USA; VKM, The All-Russian Collection of Microorganisms, Moscow, Russia.

* Cepa de Phaffia rhodozyma
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Tabla 2. Partidores utilizados.

Nombre Secuencia (5'— 3)
C2F2 CTCGCAGTGAACAGAGGATA
C2F7 TCAGAGCGTCGGAAAGGACA
C2R7 AAAGTCCTCTGCGAGGGAGA
C2F50 CTCTTTCTACACCACTCAGAT
C2F5 TGTCTCGTCTACTCGACTCT

Asp F1 ACCGTCATCGCCATTCTTGC

Asp R1 CCAGTGGAGGTCAAGGTATAC

Asp F2 AGAAGGCCTACTGGACGATC

Asp R2 GAATCCGACTCTGGCGTTTC

M13 fw GTAAAACGACGGCCAGT
M13 rv AACAGCTATGACCATG
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2.1.5. Reactivos Quimicos.

Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos, se

adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco Laboratorios. El antibidtico

Anisomicina fue adquirido de Sigma y la Higromicina de Invitrogen.

2.2. Métodos

2.2.1. Condiciones de cultivo.

X. dendrorhious

Para las cepas analizadas se utilizé el medio YM (0,3% de extracto de

levadura, 0,3% de extracto de malta y 0,5% de peptona) suplementado con 2%

glucosa. Para medios semi-sélidos se adicioné 1,5 % de agar microbiolégico (BBL).

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 agregé 1,5% de
Bacto-Agar. Para el reconocimiento de transformantes, al medio LB-agar, se le

agrego 100 pg/ml de ampicilina y 75 pg/ml de X-Gal (Placas LB-amp-X Gal)



2.2.2. Extraccién de Acidos nucleicos totales.

Extraccion mediante ruptura mecanica.

La metodologia fue adaptada desde Castillo y Cifuentes (1994). A partir de
50 ml de un cultive de X. dendrorhous crecido durante 3 dias a 22°C, se tomaron
alicuotas de 1 ml y se colectaron las células por centrifugacion a 10.000 x g por 1
min. Se lavaron 2 veces con amortiguador TE (10 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, pH
8,0} y se resuspendieron en 400 w de TE. La ruptura se realizd mediante agitacion
en vortex por 10 min usando 250 pl de microesferas de vidrio de 0,5 mm de
diametro. Posteriormente se adiciond un volumen de fenol.cloroformo:alcchol
isoamilico (25:24:1), pH 8,0 y se agitd en voriex por 1 min. La fase acuosa se
colectd en un tubo limpic y se realizd una extraccion con un volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Para precipitar los 4cidos nucleicos se adiciond
2 volimenes de etanol absocluto y se incubd a -20°C durante toda la noche.
Finalmente se centrifugd a 15.000 x g durante 10 min y se resuspendié en 20 pl de

agua libre de nucleasas.

Extraccion mediante ruptura quimica.

La purificacidn se realizd desde esferoplastos obtenidos de acuerdo a

Retamales y cols. (1998) y el aislamiento del DNA se realizd segin la metodologia
adaptada desde Santopietro y Kula (2001). Desde un cultivo de 100 ml de X
|
I dendrorhous crecido a 22°C hasta fase exponencial se cosecharon las células por

centrifugacion a 10.000 x g durante 10 min. Las células se lavaron una vez con 100



ml de KCI 0,8 M y se resuspendieron en 16 ml de KC! 0,8 M. Este volumen se
fracciond en 4 matraces con 4 ml cada uno y se adiciond “Lising enzyme” (Sigma) a
una concentracion final de 4 mg/ml, completando un volumen de 5 ml. Esta mezcla
se incubd a 22°C con agitacion suave durante 3 a 4 h. Los esferoplastos se
cosecharon por cenfrifugacion a 5000 x g por 10 min y se lavaron con KCI 0,8 M. Se
resuspendieron en 5 ml de TE (50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA pH 8), con 1% de
SDS y proteinasa K a una concentracion final de 100 pg/ml. La solucién se incubé a
65°C por 30 min, se adiciond 1,5 ml de acetato de potasio 3 M y se incubd en hielo
durante 1 h. Posteriormente se centrifugd a 12000 x g por 10 min a 4°C y se
recuperd el sobrenadante. Para precipitar los acidos nucléicos se adiciond 1
volumen de isopropanol y se incubd a -20°C durante toda la noche. Finalmente se
centrifugd a 15.000 x g durante 10 min 2 4°C y el precipitado se lavd con 5§ ml de

etanol al 50% y se resuspendié en 1 ml de agua libre de nucleasas.

2.2.3. Extraccion de RNA total.

La extraccion por fenol acido y ruptura mecanica se realizdé de acuerdo a la
metodologia optimizada por Flores (2008). Desde 7 ml de un cultivo de X,
dendrorhious crecido durante 3 dias a 22°C, se colectaron las células por
centrifugacion a 10.000 x g por 1 min. Se lavaron 2 veces con buffer TE (10 mM
Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA) y se resuspendieron en 400 ul de TE. Se adiciond 250
ul de microesferas de vidrio de 0,5 mm de diametro y un volumen de fenol a pH 4,0.
La ruptura se realizd mediante homogeneizador de células (Marca: Bio Spec
products; modelo: Mini-Beadbeater-16) durante 3 min y se centrifugé a 15.000 g por

10 min. La fase acuosa se colectd en un tubo limpio y se realizé una extraccion con
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un volumen de fenol acido, y otra con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Finalmente se adicion6 1 ml de isopropanol absoluto y se incubé a -20°C
durante 1 h, se centrifugé a 15.000 x g durante 10 min y se resuspendio en 10 pl

de agua libre de nucleasas.

2.2.4. Digestiones enzimaticas

Digestion con RNasa A. La reaccion se incub6é a 37°C durante 1 h con una

concentracion de enzima de 50 ug por ml de reaccion.

Digestion con DNasa I. Se utilizé 1 U de enzima por pg de acido nucleico, y se
incub6 durante 1 h a 37°C en buffer 50 mM CH;COONa, 10 mM MgCl,, 2mM CaCl,,

pH 6,5, en un volumen final de 20 pl.

Digestion con EcoRV. se utilizé XU de enzima para digerir 500 ng de DNA en un

volumen final de 20 pl y se incub6é durante 2 h a 37°C.

2.2.5. Electroforesis en geles de agarosa.

Se utilizaron geles de agarosa al 1% que contenian 0,5 pug/ml de bromuro de
etidio y 1X de buffer TAE (Sambrook y cols, 1989), el que también se utiliz6 como
buffer de corrida. Para el analisis, a las muestras se les agregé el buffer de carga
(0,25% azul de bromofenol, 15% ficoll, 30% glicerol). La cuantificacion de la

concentracion de los acidos nucleicos y determinacion de tamafios se realizé con el
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software Kodak 1D Science (Kodak scientific Imagen System) y con el software

Image J (Rasband, 1997).

2.2.6. Purificacion de los dsDNAs.

Las muestras tratadas con RNAsa A fueron utilizadas para separar las
moléculas en un gel de agarosa al 0,8%. Los fragmentos de interés fueron cortadas
mediante un bisturi en un transiluminador de luz UV y utilizados para la purificacién
mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

2.2.7. Purificacion de DNA genémico mediante GeneClean.

Las moléculas a purificar fueron separadas en un gel de agarosa al 1% tras
lo cual se cortd el fragmento de interés con un bisturi en un transiluminador de luz
UV. El fragmento cortado se deposité en un tubo eppendorf al cual se le agregaron
500 pl de 6M Kl y se incubd 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 Incubacion con agitacion suave, la solucion se centrifugd
a 10000 x g por 1 min. Tras esto, se realizaron 2 lavados con la solucién de lavado
NewWash (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2,6 mM EDTA, 50 % etanol), se
resuspendio en 10 pl de Hz0 estéril (H,0-DEPC para el caso de los dsRNA) y se
incubd a 55°C por 10 min. El sobrenadante obtenido después de una centrifugacion
a 10000 x g por 2 min se transfirié a un tubo eppendorf limpio y el acido nucleico se

analizé y cuantificd en un gel de agarosa.
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2.2.8. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 2 mM de MgCl., 0,4 mM de
dNTPs, 1 uM de partidor, 1 X de buffer de reaccién (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM
KCi), 1 U de Taq polimerasa y 10 ng de DNA molde. Se realizaron 35 ciclos de
amplificacién comprendidos por un paso de desnaturacion a 94 °C por 30 s,

alineamiento a 50 °C por 30 s, y de elongacion a 72 °C por 3 min.

2.2.9. Clonacion de dsDNAs

Reaccion de ligacion.
i
Los dsDNAs de la cepa CBS 6938 fueron purificados desde geles de
agarosa, y fueron tratados con DNA polimerasa | fragmento Klenow, utilizando 1 U
/ Mg DNA, durante 15 min a 25°C. La reaccién se detuvo adicionando EDTA a una
concentracion final de 10 mM y calentando a 75°C por 20 min. ElI DNA obtenido se
ligd al vector pBS previamente digerido con la enzima EcoRV, mediante la enzima

T4 DNA ligasa durante 16 h a 22°C.

Transformacién mediante electroporacion

Preparacion de célufas electrocompelentes

Desde cultivos en fase exponencial (DOgponm enire 0,5 y 0,8.) de la cepa de

E. coli DH5a se cosecharon las células por centrifugacién a 5000 x g por 10 min a

4°C. Las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril fria y una vez con




5 ml de glicerol al 10 % estéril y frio, centrifugando a 5000 x g por 10 min a 4°C
cada vez. Las células se resuspendisron en 500 pl de glicerol al 10 % estéril frio, se

alicuotaron 40 ul en tubos Eppendorf y luego, guardadas a -80°C.

Electroporacion

Cada tubo de células electrocompetentes se descongeld y se agregd entre
5 y 10 pl de reaccién de ligacion. La mezcla se deposité en una cubeta de
electroporacién de 0,2 cm (BioRad). Con el equipo Gene Pulser BioRad se realiz
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 su color blanco debido por
la incapacidad de degradar el sustrato X-Gal debido 2 Ia interrupcién del gen lacZ

del plasmidio pBlueScript SK™ (PBS).

Purificacion 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.

2.2.10. Secuenciacién y analisis bioinformatico.

La molécula pXd1-6938 fue secuenciada mediante la técnica “primer

walking” a través del servicio impartido por Macrogen Inc. (Korea). La secuencia
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obtenida se analizé con el programa Bicedit (Hall, 1999). La busqueda
bicinforméatica de secuencias promoforas se realizd mediante los programas
PromoterScan (Prestridge, 1995) y Easy Promoter Prediction Program (EP3) (Abeel
y cols., 2008), mientras que mediante la herramienta ORF finder (National Center
for Biotechnology Information, NCBI) se buscaron los posibles marcos de lectura
abiertos. Ademas se utilizd las herramientas de prediccién de genes codificantes de
proteinas GenBuilder (Institute of Advanced Biomedical Technologies, 2000). El
andlisis comparativo de la secuencia nucleotidica y traducida del plasmidio se
realizé por blastn y blastx, respectivamente, mientras que para secuencias de

proteinas se realiz6 por blastp (NCBI).

2.2.11. Experimentos de curacion.

Se realizaron varios tratamientos que han permitido eliminar con éxito los

dsRNAs en S. cerevisiae (Wickner, 1974; Meskauskas y cols., 2003; Goss y cols.,

2002), los que fueron adaptados para ser aplicados en X, dendrorhous.

Tratamiento por estrés térmico

La cepa 385 (S2-40) de X. dendrorhous fue crecida a 22°C hasta fase
exponencial de crecimiento y se cosecharon las células por centrifugacién a 7000 x
g por 10 min. Posteriormente, las células se resuspendieron en 200 m! de medio

YM estéril, el cual se dividié en 2 matraces, de 100 ml en cada uno, vy se incubaron
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a 30 y 37°C, respectivamente. Se determind las células viables en placas YM/agar

a 22°C.

Tratamiento con Higromicina

Desde un cultivo en fase exponencial de la cepa 385(S:-40) ,se realizaron

diluciones seriadas decimales las que se sembraron en placas YM suplementadas
con 1y 2 ug/ml de higromicina. Las placas se incubaron a 22 °C por 5 a 7 dias

hasta el desarrollo de colonias, las que fueron posteriormente sembradas en placas
YM/agar. Estas Gltimas se incubaron a 22 °C y se conservaron a 4 °C hasta su

estudio.

Tratamiento con anisomicina

Tratamiento en placas. Los ensayos sobre placas YM suplementadas con el

antibiético, se realizaron de acuerdo a Flores (2008). A partir de un cultivo en fase
exponencial de la cepa 385(S;-40), se realizaron diluciones seriadas decimales y se
sembraron en placas YM suplementadas con 0, 60, 90, 120 y 150 uM de

anisomicina. Las placas se incubaron a 22 °C por 5 a 7 dias hasta el desarrollo de
colonias, las que fueron posteriormente sembradas en placas YM/agar. Estas

uitimas se incubaron a 22 °C y se conservaron a 4 °C hasta su procesamiento.

Tratamiento en cultivos. Desde un cultivo en fase exponencial de la cepa de X,
dendrorhous se inocularon 20 ml de medio YM suplementado con 0 y 60 uM de

anisomicina, obteniendo un titulo inicial aproximado de 10% UFC/mI. Los cultivos se
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incubaron a 22°C y el crecimiento de cada uno se registro mediante medicion de la
D.O. a 600 nm durante 7 dias. Se extrajeron alicuotas durante el inicio de la fase
exponencial de estos cuitivos para inocular un nuevo set de medios YM
suplementados con concentraciones equivalentes de antibidtico. Este proceso se
realiz6 en varias ocasiones para obtener una serie de generaciones bajo
tratamiento. En la ultima sucesion (7%) se realizaron diluciones seriadas desde el
cultivo tratado con el antibidtico y se sembraron en placas YM/agar suplementadas

con 60 pM de anisomicina.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de los EGEs en X. dendrorhous.

Las metodologias de extraccion de EGEs previamente utilizadas en
X.dendrorhous no se encuentran ampliamente descritas lo que dificulta
principalmente la identificacion de los elementos tipo dsDNA. Considerando esto, se
propuso enconfrar una estrategia experimental que permita observar la totalidad de
elementos presentes en X. dendrorhous con el fin de determinar la variabilidad de

los EGESs presentes en la levadura.

3.2.1.Evaluacion de los métodos de extraccion de EGEs.

Se comparé la calidad de los acidos nucleicos totales obtenidos por los dos
métodos de extraccion utilizados en levaduras y que se diferencian en la forma de
ruptura celular y los procedimientos desproteinizacion. Con este fin, los extractos de
las cepas CBS 6938 y UCD 67-210, que sdlo portan EGEs del tipo dsDNA, se
trataron con RNAsa A y se analizaron por electroforesis en gel de agarosa.
Inicialmente se evalud el método que utiliza la agitacidn en vortex con perlas de
vidrio para la lisis celular (ruptura mecanica). En el perfil de los acidos nucleicos
obtenidos para ambas cepas se observaron principalmente dos bandas que
contienen DNAs los que de acuerdo a los perfiles descritos en trabajos previos
estos corresponderian al DNA gendmico (gDNA) y a los posibles EGEs (Figura 2A).
A pesar de esto, la presencia de DNA degradado posiblemente originado por la
accion mecanica durante la ruptura, no pemitid una observacion mas resolutiva de

los EGEs presentes.
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gDNA

EGEs

Figura 2. DNA total de las cepas UCD 67-210 y CBS 6938 de X. dendrorhous
obtenido por dos métodos de lisis celular. A. Ruptura mecénica por agitacion
con perlas de vidrio. B. Ruptura celular mediante generacion de esferoplastos y lisis
con SDS (enzimatica/quimica). Los extractos obtenidos se trataron con RNAsa A y
se analizaron por electroforesis en geles de agarosa. La presencia del DNA
genomico (gDNA) y los EGEs es indicada. Carril M: Marcador de peso molecular

lambda Hind /Il
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Con el segundo método de extraccidn que utiliza la generaciéon de
protoplastos y su posterior lisis para la obtencién de los acidos nucleicos totales
(ruptura enzimatica/quimica), se obtuvo una mayor definicion de los elementos de
DNA, lograndose observar el DNA gendmico y otras bandas que corresponderian a
los dsDNAs (Figura 2B). Considerando los resultados obtenidos, esta dltima
metodologia fue elegida para la caracterizacion de EGEs en las cepas restantes de

X. dendrorhous

3.1.2, Determinacion de los EGEs presentes en las cepas de X

dendrorhous.

Se analizaron los EGEs presentes en las cepas de X dendrorhous
previamente seleccionadas de acuerdo al lugar geografico donde fueron aisladas.
En los perfiles de acidos nucleicos totales obtenidos, se observaron numerosas
bandas adicionales al DNA genomico, en todas las cepas analizadas, los que
corresponderian a los distintos tipos de EGEs presentes. Para determinar la
naturaleza quimica de estos elementos, los extractos fueron fratados
enzimaticamente con DNAsa | y RNAsa A, para definir los perfiles de dsRNAs y

dsDNAs de las distinfas cepas (Figura 3).

Los EGEs tipo dsRNA, se determinaron por la resistencia al tratamiento con
DNAsa |, los que fueron encontrados en la mayoria de las cepas de X.
dendrorhous, excepto en las cepas CBS 6938 y UCD 67-210 que carecen de estas
moléculas. De acuerdo al tamafio de los dsRNAs, se logré identificar 4 moléculas
que se nombraron como L-dsRNA (4,8 kb), M-dsRNA (3,4 kb), S1-dsRNA (0,2 kb) y

S2-dsRNA (0,7 kb), segiin lo descrito en trabajos previos.
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Figura 3. Perfiles de los EGEs tipo dsDNA y dsRNA en las cepas de X
dendrorhous. Se aislaron los acidos nucleicos totales de las cepas VKM Y-2786,
UCD 67-202, VKM Y-2266, UCD 67-385, CBS 6938, UCD 68-653.3 y UCD 67-210.
La naturaleza quimica de los EGEs presentes se determind mediante el fratamiento

enzimatico con RNAsa A y DNAsa | (+, aplicacién del tratamiento; -, sin

tratamiento). M: marcadores de peso molecular 1 Kb.
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El L-dsRNA, es el elemento comiin de las cepas que portan dsRNAs,
descontando a la cepa UCD 68-653.3 que posee Gnicamente [a molécula M-dsRNA.
Por ofro lado, las moléculas de menor tamaiio, S-dsRNAs, no son observadas en
ausencia de L-dsRNA. Este polimorfismo permitio agrupar las cepas de acuerdo al
ntimero de dsRNAs presentes, encontrando cepas que portan mas de un elemento
(UCD 67-385, UCD 67-202), otras que sélo poseen un dsRNA (VKM Y-2266, VKM

Y-2059, UCD 68-653.3) y las que carecen de dsRNAs.

Para determinar los dsDNAs de X. dendrorhous, los extractos de las distintas
cepas se frataron con la enzima RNAsa A y analizades por electroforesis en geles
de agarosa. En los resultados obtenidos, se encontraron elementos que fueron
resistentes al tratamiento enzimatico en todas las cepas analizadas y que tendrian
tamafios que comprenden desde 1,2 kb a 7 kb. El perfil de dsDNAs observado fue
variable de acuerdo a la cepa, enhcontrdndose diferencias en el nimero de
moléculas estimado: al menos 7 moléculas en UCD 67-202, 6 moléculas en VKM Y-
2786, 5 moleculas UCD 67-210 y UCD 68-653.3, 4 moléculas en VKM Y-2266 y las

con 2 moléculas (UCD 67-385, y CBS 6938) (Tabla 3).
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Tabla 3. EGEs tipo dsDNAs presentes en las cepas de X. dendrorhous.

dsDNAs (Kb)

Cepa 75/68(54(47 443427 |1,2
UCD 67-202 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -
VKM Y-2786 RN NN
VKM Y-2266 - + | + | + - |+ - -
UCD 67-210 - + | + | + -+ |+ -

UCD 68-653.3 - + |+ | + - + | + -
UCD 67-385 - + | + - - . " -
CBS 6938 - + | + - - - - .

(+) Presencia de dsDNA (-) Ausencia de dsDNA




3.2. Anadlisis de los dsRNAs presentes en la cepa UCD 67-385 de X.

dendrorhous.

De acuerdo a trabajos previos la complejidad del patrén de dsRNAs
observado en la cepa UCD 67-385 de X, dendrorhous, se deberia a la presencia de
elementos anexos que coexisten con el genoma y que podrian estar implicados en
alguna funcion en su hospedero.. Para determinar si los dsRNAs L, M y S1 podrian
estar implicados en algiin fenotipo, como la actividad antifungica, se realizaron una
serie de experimentos con la cepa 385(52-40) que tenian como objetivo Ia

eliminacion de los dsRNAs.

3.2.1. Determinacioén del contenido de dsRNAs en la cepa 385(S2-40) de X.

dendrorhous durante las distintas fases de crecimiento.

Con el fin de evaluar la estabilidad del contenido de los dsRNAs en la cepa
385(52-40), se extrajeron alicuotas a distintos tiempos durante la curva de
crecimiento desde las cuales se recolectaron las células para la extraccion de RNA
total. En el analisis de la electroforesis en geles de agarosa se reconocieron las tres
moléculas caracteristicas de la cepa (L, M y S1) en los extractos provenientes de
todas las muestras representativas de las distintas fases de crecimiento, indicando
que el nimero de dsRNAs es constante (Figura 4). Estos resultados sugieren que la
ausencia de S2-dsRNA es permanente e independiente a la fase de crecimiento en

que se encuentre la cepa.
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Células viables (UFC/ml)

0 ' 50 ' 1(;0 . 150 ' 200
Tiempo (h)
Figura 4. Contenido de dsRNAs de la cepa 385 (S2-40) durante la curva de
crecimiento. Curva de crecimiento de la cepa 385 (S2-40) en la que se indican los
tiempos de recoleccion de las alicuotas (1 al 8) durante la curva de crecimiento.
Desde estas muestras las células fueron cosechadas para ser utilizadas en la
extraccion de RNA total y determinacion del contenido de dsRNA. En la
electroforesis en geles de agarosa, se observa el perfil de dsRNAs obtenido para

cada muestra (Carriles 1 al 8, respectivamente), destacando los dsRNAs (L, M y

S1) caracteristicos de la cepa. Carril M: Estandar de peso molecular 1 kb.
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3.2.2. Experimentos de curacion.

Con el fin de eliminar los dsRNAs L, M y S1, se utilizaron los distintos
tratamientos que han permitido la eliminacién de los dsRNAs en ofras levaduras y
que se adaptaron para ser aplicados sobre la cepa 385(S2-40) de X. dendrorhous.

Los resultados obtenidos para cada caso se detallan a continuacion.

Tratamiento con antibidticos.

En trabajos previos, cultivos y placas suplementadas con anisomicina (hasta
25 uM), permitieron obtener la cepa curada de S2-dsRNA. Considerando esto, se
planted realizar nuevos ensayos utilizando concentraciones crecientes del
antibidtico con el fin de incrementar la probabilidad de obtener cepas que carezcan
de dsRNAs. A partir de un cultivo de 385(S2-40), se extrajeron alicuotas desde la
fase exponencial media (aprox. 10° ufc/ml) y tardia (aprox. 107 ufc/ml), las que
fueron sembradas sobre placas suplementadas con 0, 60, 90, 120 y 150 uM de
anisomicina. Para evaluar la accion del antibiético sobre la cepa, se determiné el
tiempo de incubacion necesario para el desarrollo de las colonias (hasta alcanzar
un diametro aproximado de 5 mm), y el nimero de células viables para cada placa,
mientras que para la busqueda de “cepas curadas” se caracterizé el contenido de

dsRNA de las colonias.

Para las dos fases de crecimiento analizadas, se observaron diferencias en
el tiempo requerido para el desarrollo de las colonias sembradas en las distintas
placas. Este periodo fue variable de acuerdo a la concentracién de anisomicina

utifizada en cada caso: para la placa control sin antibidtico (0 pM) e! tiempo
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necesario fue aproximadamente 3 dias, mientras que al suplementar con 30 pM fue
de 5 dias . Esta diferencia fue mayor al incrementar las concentraciones utilizadas:
para 60 y 90 uM de anisomicina, el tiempo requerido fue de 7 dias; y al suplementar
con 120 y 150 pM, este tiempo se extendic hasta los 10 dias. A pesar de estas
diferencias, no se observaron variaciones significativas en el nimero de células
viables determinados para las alicuotas provenientes desde ambas fases de
crecimiento y que fueron sembradas en las placas suplementadas con 0, 30 y 60
UM de antibidtico. Un comportamiento distinto fue encontrado al suplementar las
placas con 90 y 150 uM de anisomicina, en las cuales se pierde progresivamente la
viabilidad de las células provenientes de la fase exponencial media de crecimiento
(Figura 5A). Este efecto fue menos determinante para las células extraidas desde la
fase exponencial temprana de crecimiento, las que sélo presentan una disminucién
en un orden de magnitud a la concentracién maxima de anisomicina utilizada. Las
colonias obtenidas desde las distintas placas suplementadas con anisomicina (80
aproximadamente), se les exirajo el RNA total para determinar el contenido de

dsRNA. No se encontraron variaciones en el nimero de dsRNAs presentes.

Con el fin de Incrementar la probabllidad de obtener cepas curadas, se
realizaron subcultivos suplementados con anisomicina para lograr obtener varias
generaciones de la levadura expuestas al fratamiento. Para determinar la
concentracién de antibidtico a utilizar, se realizaron cultivos suplementados con 0,
30y 60 uM y se registré el crecimiento en el tiempo mediante D.O. (600 nm) (Figura

58).
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En las curvas obtenidas se observaron diferencias en la fase latencia entre
los cultivos ensayados, la que varid segln la concentracion de anisomicina. Para el
cultivo suplementado con 30 pM anisomicina, esta fase tuvo una duracién de 48 h,
mientras que al ufilizar de 60 pM, el tiempo se extendid hasta las 64 h. En ambos
casos, el tiempo de duracion de la fase de latencia fue mayor al observado para el
cultivo control sin antibiotico (20 h). De acuerdo a los resultados obtenidos, se
escogié la concentracion de 60 uM para realizar la serie de los siete subcultivos.
Las alicuotas extraidas desde el dltimo cultivo tratado se sembraron en placas
YM/agar que también contienen 60 pM de anisomicina con el fin de prolongar la
accion del antibidtico durante el desarrolloc de las colonias. Se analizaron los
dsRNAs presentes en las 60 colonias tratadas, las cuales mantienen los dsRNAs L,
My S1. El mismo experimento se realizé ademas con la cepa UCD 67-385 y se
determind el contenido de dsRNAs de las colonias obtenidas con el tratamiento. Se

encontraron 10 colonias parcialmente curadas que sélo carecian del S2-dsRNAs.

Considerando los resultados anteriores, se propuso realizar un nuevo
experimento utilizando el antibiético higromicina B (HgrB), otro agente inhibidor que
afecta multiples procesos durante Ia sintesis de proteinas y que presenta un efecto
negativo sobre X. dendrorhous (Niklitschek, 2007). Para esto, alicuotas
provenientes desde un cultivo en fase exponencial de la cepa 385(52-40) se
sembraron en placas YM/agar suplementadas con HgrB, seleccionando las
concentraciones utilizadas, de acuerdo a la concentraciSn minima inhibitoria
establecida en trabajos previos. El tiempo para el desamollo de las colonias fue
variable de acuerdo a la concentracién de anisomicina utilizada para cada caso: en
la placa control sin antibidtico (0 pM) el tiempo requerido fue aproximadamente 3
dias, mientras que al suplementar con 1y 2 ug/ml de HgrB fueron necesarios 5 y7

dlas respectivamente. Se observd ademas diferencias en la viabilidad celular
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estimada para las distintas concentraciones ensayadas: en la placa sin antibidtico el
numero de células viables fue de 107 UFC/ml, mientras que al suplementar con 1
pg/mi, fue de 10° UFC/ml. Un mayor efecto toxico del antibidtico sobre la cepa fue
observado al ufilizar 2 pg/ml de HgrB, que presentd un menor nimerc de células
viables {10% UCF/ml) que el estimado para los ensayos anteriores. Con las colonias
obtenidas por el tratamiento (48 en total) con ambas concentraciones de HarB, se
realizd una extraccion de RNA total y se analizaron los dsRNAs presentes, No se
encontraron variaciones en el perfil, observando las 3 moléculas caracteristicas de

la cepa.

Tratamiento por estrés térmico

En trabajos previos en otfras levaduras, la aplicacién de un estrés térmico
puede alterar las funciones celulares y virales involucradas en la mantencién de los
dsRNAs.. Considerando que X. dendrorhous tiene una temperatura éptima de
crecimiento de 22°C, los cultivos de la cepa 385(S2-40) se incubaron a 30 y 37 °C
para inducir el estrés térmico que promueva la eliminacién de los dsRNAs. Los
cultivos fueron seguidos por D.O (600 nm) y por recuento de células viables durante
los distintos tiempos de incubacion. En la curva obtenida a 30°C, se registré una
disminucién en Ja viabilidad celular a partir de las 31 h, no detentdndose la
presencia de células viables a las 55 h de incubacién. Un efecto negativo mayor se
observd a la temperatura de incubacion de 37°C, en la cual no se detectaron
células viables a las 8 horas. Ambas temperaturas utilizadas fueron restrictivas para
el crecimiento de la cepa induciendo una disminucién en la viabilidad celular, sin
embargo, en el analisis del contenido de dsRNA de la totalidad de las colonias
sometidas al estrés termico (60 en total) no presentaron variaciones en el nimero

de elementos presentes (Figura 6).
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3.2. Plasmidios de dsDNA en X. dendrorhous.

Entre los perfiles de EGEs obtenidos para las cepas de X. dendrorhous
analizadas, la cepa CBS 6938 sdlo posee elementos de dsDNA de tamafio
estimado 6,8 y 5,4 kb. Considerando esto y la actividad antifiingica que presenta
esta cepa, se propuso caracterizar molecularmente los dsDNAs encontrados para

determinar su funcionalidad y su posible responsabilidad en el fenotipo observado.

3.2.2. Clonamiento y secuenciacidn de dsDNAs de la cepa CBS 6938.

Para la clonacidn, los dsDNAs fueron conjuntamente purificados y tratados
con DNA polimerasa | fragmento Klenow, metodologia que se propuso
considerando la naturaleza lineal de estos elementos. Se logré obtener s6lo un clon
recombinante que contenia un fragmento de 4899 pb, el gue fue exitosamente
secuenciado. La comparacion bioinformatica a nivel nucleotidico de esta secuencia
con las registradas en la base de datos NCBI, sélo se permitié encontrar un 89 %
de identidad con un fragmento de 207 nt del plasmidio pDK1 de X. dendrorhous (N°
de acceso AJ278424.1) Este segmento contiene una secuencia de 30 pb que
forma parte de uno de los repetidos invertidos descritos para pKD1, y que en la
secuencia obtenida estan ubicados entre los nucledtidos 1 al 30 y del 4867 al 4896
(Anexo 1). Considerando estos resultados, el dsDNA clonado se nombré como

pXd1-6938 (plasmidio de X. dendrorhous N° 1 de la cepa CBS 6938).

Con la secuencia de pXd1-6938 se realizd una bisqueda bioinforméatica de

regiones promotoras utilizando los programas Easy Promoter Prediction Program

(EP3) y PromoterScan. Ambas aproximaciones no detectaron regiones promotoras




en pXdi1-6938 a pesar que las programas se diferencian en los algoritmos para
realizar las predicciones, ya sea considerando las propiedades estructurales del
DNA o las homologias con promotores reconocidos por la RNA polimerasa (] de
eucariontes. Para encontrar posibles regiones codificantes se utilizé la herramienta
Genebuilder que se basa en la identificacién de secuencias que componen la
unidad de transcripcidn en eucarionies. Se obtuvo fa prediccién de 2 secuencias de
99 pb (desde el nt 3136 al 3235) y 100 pb {desde nt 4181 al 4281), que codificarian
para una proteina de 33 aminoacidos (Anexo 2). El andlisis por blastp con estas
secuencias no mostré homologias con la base de datos del NCBI. En la bisqueda
de marco de lectura abiertos utilizando la herramienta ORF finder (NCBI), se
encontraron 11 probables ORFs que tienen un rango de tamafio entre 111y 174 pb
(Anexo 3). Las secuencias ftraducidas se compararon con la base de datos
mediante blastx, las que no presentaron homologias. Se realizé un alineamiento
entre las secuencias de los plasmidios descritos en las levaduras K. factis, Pichia
etchellsii, Debaryomyces hansenii, no encontrandose identidades significativas

entre estas moléculas.

3.2.3. Presencia del plasmidio pXd1-6938 en las cepas de X. dendrorhous.

Para analizar la presencia pXd1-8938 en las cepas de X. dendrorhous, los
dsDNAs fueron purificades y utilizados como molde para las reacciones de PCR
con partidores especificos para secuencia del plasmidio. Las parejas de partidores
se disefiaron de acuerdo a la secuencia de los ORFs predichos, evitando las zonas
extremas de la molécula que contiene elementos repetidos invertidos que pueden

ser comunes para todos los dsDNAs. De acuerdo a la secuencia establecida con la

41




pareja C2F2-C2R7, el amplificado esperado tiene un tamafio de 1705 pb; mientras

que con los partidores C2F7-C2RS, el tamafio del amplificado es de 1180 pb.

En el analisis por electroforesis en geles de agarosa, con los dsDNAs
purificados desde la cepa portadora del plasmidio pXd1-6938 (CBS 6938) ademas
de los amplificados de famano esperado, se obtuvieron otros de menor tamafio
para ambas parejas de partidores utilizadas (Figura 7). Desde los dsDNAs de las
cepas UCD 67-385, VKM Y-2786 y UCD 67-210 se obtuvo el mismo perfil de
amplicones que la cepa CBS 6938, sugiriendo que estas también serian portadoras
del plasmidio pXd1-6938. El perfil de amplicones fue distinto para las cepas
restantes: UCD 68-653.3, UCD 67-202 y VKM 2266, en las que se encontrd varios
amplicones variables y que no presentaban el tamafio esperado de acuerdo a ios
partidores utilizados, sugiriendo que estas no contienen el plasmidio pXd-6938
entre sus dsDNAs. Un andlisis similar se realizé con partidores disefiados desde la
secuencia del plasmidio pDK1 disponible en la base de datos, que generaron un
tnico amplicon que tiene el tamafio esperado en casi todas las cepas analizadas,
sugiriendo que la presencia de la molécula pDK1. La cepa UCD 67-202 es la tnica

con |a que no se obtuvo este amplicon.
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5 5 C2F2-C2R7
m 4= (1705 pb)

C2F7-C2RS
(1180 pb)

pKD1F-pKD1R
(384 pb)

Figura 7. Amplificacion por PCR desde los dsDNAs de las cepas de X.
dendrorhous con partidores especificos para pXd1-6938 y pDK1 Se disefaron
partidores desde las secuencias del plasmidio pXd1-6938 (C2F2, C2R7 y C2RS5) y
del pDK1 (pKD1F-pKD1R) para la reaccion de PCR. Se utilizé como molde los
dsDNAs purificados de las distintas cepas de X. dendrorhous: UCD 68-653.3, UCD
67-210 UCD 67-202, VKM Y-2786, VKM Y-2266, UCD 67-385 y CBS 6938. Los
tamanos de los amplicones esperados son indicados para cada pareja de partidores

(flecha). Carril M. Marcador de peso molecular 1Kb.
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3.4. Localizacion del gen asp en X. dendrorhous.

La actividad antifungica en levaduras es producida por una toxina secretada
al medio exfracelular. Trabajos recientes en varias cepas de X. dendrorhous,
sugieren que toxina responsable del fenotipo antifingico es una proteina de 36 kDa,
que correspondia a una proteasa aspartica (asp). La ausencia de ORFs
identificables en los dsDNAs de X, dendrorhous secuenciados, sugiere que el gen
asp se encontraria en el DNA gendémico de la levadura. Considerando esto, se
purifico el gDNA de las distintas cepas y se utilizaron como molde para la reaccitn
de PCR con partidores especificos para asp. Las dos parejas de partidores se
disefiaron a partir de la secuencia del cDNA (1474 pb) disponible en la base de
datos del NCBI (N° de acceso AF064871.1): Asp F1-Asp R1 amplifican una regién
después del primer ATG: y Asp F2-Asp R2 permiten el reconocimiento de Ia
secuencia antes del extremo de poli A. Con ambas parejas de partidores se
obtuvieron amplicones: para la pareja Asp F1-Asp R1 este amplicon fue de 700 pb,
mientas que para Asp F2-Asp R2 del tamafio fue 900 pb. Este perfil es igual para
todas las cepas analizadas, incluyendo la cepa CBS 6938 en la cual se identifico la

proteina (Figura 8)

Se realizé una busqueda bioinformatica de la secuencia del cDNA de asp en
la base de datos del laboratorio que contiene por separado las secuencias del
genoma y de los ¢cDNAs provenientes de la cepa UCD 67-385, recientemente
generada y disponible. En los resultados obtenidos, se logré encontré un cDNA de
1528 pb que presenta un 98% de identidad, lograndose identificar ademés un
fragmento de 2700 pb que corresponderia el gen asp, El alineamiento enire las
secuencias del cDNA y gDNA obtenidas permitié analizar el ORF del gen asp, el

que contiene 11 regiones intrénicas y 12 exdnicas (Anexo 4).
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Figura 8. Amplificacién por PCR del gen asp a partir del DNA genémico de las
cepas de X, dendrorhous. Se disefiaron las parejas de partidores especificos (Asp
F1- Asp R1 y AspF2 - Asp R2, desde la secuencia del cDNA de asp. Para el PCR
se utilizé como molde los DNAs gendmicos de las cepas CBS 6938, UCD 67-385,

UCD 68-653C, UCD 67-210, UCD 67-202, VKM Y-2786 y VKM Y-2266. Carril (-):

Control negativo, reaccion sin DNA. Canil M: Marcador de paso molecular 1Kb.




Considerando los resultados anteriores, se realizé el alineamiento de los
partidores disefiados con el ORF de asp, con el propdsito de definir el tamafio
esperado de los fragmentos amplificados. Con los partidores Asp F1-Asp R1 el
tamano del amplicon es de 704 pb, mientras que para Asp F2- AspR2 este
corresponde a 904 pb Ambos tamafios son consecuentes con los estimados para
los amplicones obtenidos por el PCR, sugiriendo que el gen asp se encuentra en el

DNA genomico de las distintas cepas X. dendrorhous.
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4. Discusién

4.1. EGEs en cepas de X. dendrorhous.

La metodologia de extraccion de los acidos nucleicos totales aplicada,
permitié la observacién de los EGEs presentes en X, dendrorhous, lograndose
ademas definir algunas discrepancias en los resultados de trabajos anteriores. Para
la cepa UCD 67-210, no se habfa determinado si esta cepa era o no portadora de
dsDNAs. De acuerdo a esta tesis, la cepa posee al menos 6 dsDNAs, los que
ademas presentan un tamafio similar a los observados por Martinez y cols. (1994).
Estos resultados son contrarios a los obtenidos por Kucsera y cols., (1996) quien
describié la ausencia de elementos en la cepa. Los perfiles obtenidos desde las
cepas UCD 67-202, CBS 6938 y UCD 67-385, que son correspondientes a los
descritos en trabajos previos (Castillo y Cifuentes, 1994: Pfeiffer y cols., 1996), y
para UCD 68-653.3, VKM Y-2266 y VKM Y-27886, que no habian sido previamente
analizadas, permitieron establecer la variabilidad de elementos presentes en las
cepas de X. dendrorhous que son representativas de los distintos arigenes

geograficos donde ha sido aislada la especie.

En los perfiles de dsRNAs, no se encontraron nuevos elementos que
difieran a los descritos previamente en ia cepa UCD 67-385, pero st se observd un
polimorfismo en el nimero de elementos identificados y que estaria relacionado con
el origen geogréfico de las cepas: las que presentan 4 moléculas son de origen
japones (UCD 67-385); ias que portan la molécula L son de origen ruso (VKM-Y
2266, VKM-Y 2788), la cepa de Alaska posee la molécula M es (UCD 68-653.3).

Finalmente las cepas de origen finlandés (CBS 6938), ya la cepa de P. rhodozyma
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de origen japonés UCD 67-210 carecen de dsRNAs. Esta cepa ha sido catalogada
de forma diferencial respecto a las otras cepas de ese origen, tanto por
caracteristicas fisiologicas como genéticas propias (Fell y Blatt, 1998; Libkind,

2007).

En los perfiles de dsDNAs, se observaron elementos de distintos tamafio
entre 1,2 y 6,4 kb, encontrando desde 2 hasta 7 moléculas en una misma cepa. El
rango de los tamafrios estimados fueron similares a los observados en los trabajos
previos realizados por Martinez y cols. (1994), Kucsera y cols. (2000) y Santopietro
y Kula (2001) para la levadura. El nimero y tamaiio de dsDNAs fueron estimados
de acuerdo a la definicién de las bandas observadas en el analisis por geles de
agarosa, la que en algunos casos fue dificultada por la poca definicion. Este
comportamiento ha sido observado en trabajos previos en que describen la
presencia de elementos lineales de dsDNAs, los cuales poseen proteinas unidas a
sus extremos y que interfieren en ia migracion. La utilizacion de la enzima
proteinasa K durante la extraccion de acidos nucleicos totales y de geles de
agarosa que contienen SDS, permitirfan mejorar la visualizacion de bandas en Ja
electroforesis (Fukuhara, 1995). Ambas estrategias fueron realizadas no
encontrando mayores variaciones en el perfil definido. Contrario a lo observado en
los dsRNAs, la relacion entre el polimorfismo de las moléculas de dsDNAs y el
origen de las cepas no es directa, ya que cepas provenientes desde el mismo lugar
difieren en el nimero y tamafio de los dsDNAs que contienen, o bien, cepas que

tienen el mismo perfil provienen desde distintos origenes,

Los EGEs generalmente no intervienen en ias funciones vitales en
levaduras, y sdlo en algunos casos confieren una ventaja al hospedero, como

sucede en el fenotipo antifingico (Fukuhara, 1995; Magliani y cols., 1997). Todas
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las cepas analizadas presentaron por lo menos un tipo de EGEs, encontrando
dsDNAs en todas ellas, los que no han sido relacionados con alguna funcion en el
hospedero (Kucsera y cols., 2000: Santopietro y Kula, 2001). A pesar de esto la
posible participacién de los dsDNAs en los procesos celulares de X. dendrorhious
no puede ser descartada hasta identificar y caracterizar molecularmente la totalidad
de los dsDNAs presentes. Por ofro lado, no existen diferencias en el potencial de
crecimiento o en la viabilidad celular entre las cepas que presentan o carecen de
dsRNAs (Pfeiffer y cols., 2001). La ausencia de dsRNAs en las cepas UCD 67-210
y CBS 6938, sugiere que no son esenciales y que estos generalmente se

comportarfan como elementos cripticos.

4.2. dsRNAs de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous.

La cepa UCD 67-385 presenta un perfil complejo que ha motivado a
caracterizar dsRNAs presentes y que no ha sido completamente comprendido. La
ausencia de S2-dsRNA en la cepa curada durante todas las fases de crecimiento
sugiere que este elemento es eliminado y no proviene de la acumulacién de otros
tipos de dsRNAs. Esto es contrario a lo observado en otras levaduras en donde Ia
aparicién espontanea de dsRNAs es producto al procesamiento de elementos de
mayor tamaiio, o por la presencia de “replicones” derivados de otros virus o la
acumulacion de dsRNAs defectuosos (Koltin y cols., 1980; Esteban y cols., 1988).
En el trabajo previo, se observd un incremento en el nimero de copias de la
molécula L en la cepa que perdi6 el S2-dsRNA (Flores, 2008), comportamiento que
ha sido observado en cepas que pierden sus genomas satélites debido a la mayor
disponibilidad de las proteinas virales (Gag y Gag-Pol) para la encapsidacion de!

genoma viral (Fujimura y cols., 1992; Carroll y Wickner, 1995). Estos resultados
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sugieren que S2-dsRNA seria un genoma satélite dependiente de las proteinas

proporcionadas por el genoma viral L-dsRNA.

Varios de los tratamientos aplicados, fueron exitosos para la eliminacion del
sistema viral de las levaduras como S. cerevisiae, Y. lipolytica, entre otras (Tréton y
cols., 1987; Carroll y Wickner, 1995). La induccién de un estrés térmico puede
afectar la actividad y estructura de las proteinas, alterando la fisiologia celular y la
de los virus presentes (Wickner, 1974). La levadura X. dendrorhous se ha aislado
desde las regiones frias del planeta, siendo una levadura adaptada a estas
condiciones y que tiene una temperatura optima de crecimiento de 22 °C.
Considerando lo anterior, el estrés térmico inducido sobre la cepa es observado en
la baja gradual de la viabilidad celular a 30 °C, sugiriendo cierta tolerancia de la
cepa a esta temperatura. El efecto negativo es méas acentuado a 37 °C ya que no
es posible detectar células viables después de 8 h de exposicién. A pesar de estos
efectos, el contenido de dsRNA no vario, sugiriendo que la propagacién y
mantencion de estos elementos no fue afectada por el incremento de la
temperatura. En trabajos previos, la cicloheximida provocd cambios en el contenido
de dsRNA de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous sin eliminarlos
completamente (Castillo y Cifuentes, 1994). Este comportamiento es esperado de
acuerdo a lo observado en S.cerevisiae, donde el antibidtico reduce la actividad de
la maquinaria de traduccidn pero no impide la sintesis de las proteinas virales
(Carroll y Wickner, 1995). La anisomicina se caracteriza por tener un efecto mayor
en la propagacion de los dsRNAs al disminuir ia eficiencia del CML -1 y de la tasa
de produccién de la proteina Gag-pol, razén por la que es considerada una droga
antiviral (Meskauskas y cols., 2003; Dinman y cols., 1997). La aplicacién de este
antibidtico en X. dendrorhous tiene un efecto inhibitorio en su crecimiento que es

dosis dependiente de acuerdo a los resultados obtenidos tanto en placas y cultivos
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suplementados con anisomicina, disminuyendo la viabilidad celular de la cepa. Este
efecto seria mas pronunciado al utilizar células obtenidas desde fase de crecimiento
méas tardias, de acuerdo a lo observado experimentalmente. La utilizacién de
subcultives como estrategia tuvo como fin prolongar la exposicién al antibiético a
medida que las células iniciales se dividen. Este efecto de dilucion de VLPs,
permitié obtener més colonias curadas de S2-dsRNA desde la cepa UCD 67-385,
en comparacion a las oblenidas en trabajos previos (Flores, 2008; Castillo vy
Cifuentes, 1994). No se consigui6 eliminar ios dsRNAs restantes en la cepa 385
($2-40), aun cuando de acuerdo a la secuencia parcial del L-dsRNA este
corresponderia a un genoma viral tipo fofiviridas y que presentaria un posible sitio
de CML -1 (Sanhueza, 2008). La higromicina B es otro inhibidor de Ia traduccion en
eucariontes que tiene efecto negativo en la franslocacion del ribosoma y en la
afinidad entre el ribosoma con el aminoacil-tRNA (Borovinskaya y cols., 2008). En
X. dendrorhous, este antibidtico tiene un efecto toxico disminuyendo la viabilidad

celular, sin embargo no provocé cambios en el contenido de dsRNAs.

A pesar de todos los tratamientos de curacién aplicados que afectaron la
fisiologia celular (inhibicion de crecimiento y disminucion de la viabilidad) no
permitieron eliminar Ia totalidad de los dsRNAs, sugiriende que las moléculas L, M y
S son recalcitrantes a los tratamientos aplicados, fenémeno que ha sido poco
descrito en levaduras, La existencia de mas de un genoma fotiviridae, podria
favorecer la generacion de las protelnas virales necesarias para la encapsidacién
de los dsRNAs y que aseguren su propagacion. Esta idea seria reforzada por la
existencia de un segundo genoma viral en la cepa UCD 67-385, el M dsRNA que es
similar a la descrita para L-dsRNA y que contiene una RpRd (Sanhueza, 2008). En
levaduras, solo se ha descrito un sistema viral dual en U. maydis, en la cual se

realizé experimentos de curacion con cicloheximida, logrando eliminar sélo algunos
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genomas del sistema viral {Kolting y cols., 1980; Bruenn, 2002). A pesar de estos
antecedentes, no se puede descartar que L, M y $1 formen parte de un genoma
viral segmentado, existiendo una alta interdependencia entre estos genomas. Para
confirmar estos supuestos la caracterizacion molecular y funcional de los dsRNAs
es requerida para determinar asf la organizacion genémica de los virus presentes:
verificar si el genoma esencial es o no segmentado, si existen otros dsRNAs
satélites o si la complejidad observada es el resultado de la presencia de uno o mas

virus.

Recientemente se han encontrado copias de genes de plasmidios de
dsDNAs y dsRNAs virales integradas en el DNA gendémico en S. cerevisiae, D.
hansenii y K. lactis, entre otras, ilamadas secuencias nucleares de origen viral y
plasmidial NUPAVs (Nuclear Sequence Plasmid and Viral origin), las que serfan
incorporadas por la maquinaria de reparacién del DNA (Frank y Wolfe, 2009). Aun
no se relacionado la presencia de estos con Ia replicacién de los EGEs, los que
podrian estar implicados en su mantencién. Actuaimente se esta investigando la

presencia de NUPAVs en X, dendrorhous.

4.3. Plasmidio pXd1-6938 de X, dendrorhous.

De acuerdo a los perfiles de EGEs, la cepa CBS 6838 solo porta 2 dsDNAs
de tamafio de 6,8 y 5,4 kb que fueron clonados considerando la estructura lineal
utilizando la enzima DNA polimerasa | fragmento Klenow para reparar los extremos
de la molécula. El fragmento clonado tiene un tamafio aproximado de 4,9 kb,
presenta un tamafio menor al estimado inicialmente para los dsDNAs de la cepa.

Esta diferencia es atribuida a las variaciones en la migracion electroforética por Ia
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presencia de proteinas de los extremos de los plasmidios, que los protegen de la
degradaciéon y que participarian en los procesos de replicacién generando un
extremo OH libre para iniciar la polimerizacién (Meinhardt y cols., 1997; Fukuhara,
1995). Santopietro y Kula (2001) también observaron estas diferencias al clonar y
secuenciar el plasmidio, pDK1 que tenia un tamario estimado en la electroforesis de
4,7 Kb, mientras que la secuencia obtenida fue de 4077 pb. Considerando esta
diferencia, la molécula pXd1-6938 corresponderia al dsDNA de menor tamafo de la

cepa CBS 6938.

Las secuencias de repetidos invertidos (IR) identificados en pXd1-6938,
fueron determinadas desde la identidad que presentaba con el plasmidio pDK1. No
se encontraron otras secuencias de repetidos contrario a lo descrito para pDK1,
donde el segmento de 32 pb forma una serie de 16 repetidos directos y que podrian
estar implicadas en su replicacién (Santopietro y Kula, 2000). La conservacion de Ia
secuencia de IR sugiere que son importantes para la replicacion y que el
mecanismo de mantencion seria comin para los dsDNAs en X. dendrorhous. El
plasmidio pXD1-6938 no presentd identidades con otras disponibles en la base de
datos del NCBI, formando parte de la amplia diversidad de secuencias de dsDNAs

encontradas en levaduras.

El analisis bioinformatico de la secuencia del pXd1-6938 se realiz6 utilizando
distintas aproximaciones para con el fin de identificar las posibles regiones
promotoras y ORFs presentes. La ausencia de sitios de unién a la RNA polimerasa
y la carencia de homologias entre las unidades de transcripcion detectadas con las
secuencias de disponibles en la base de datos, sugiere que pXd1-6938 es un
elemento criptico, que al igual que el otro plasmidio pDK1 identificado en X.

dendrorhous, la funcionalidad de los elementos no ha podido ser determinada. No
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se encontraron ORFs correspondientes a RNA y DNA polimerasa y que si han sido
descritos para plasmidios de dsDNAs implicados en el sistema killer de K, factis
(Gunge y cols., 1981). La presencia de estos ORFs no es una constante en los
plasmidios de dsDNAS que participan en la actividad antifingica, encontrando en
algunas especies sdlo los ORFs que codifican sélo para las toxinas protefcas
(Fukuhara, 1995). Los marcos de lectura abiertos encontrados en el pXd1-6938 y la
ausencia de homologias con ofras secuencias, sugieren que no codificarian para

algan tipo de toxina.

El conocimiento de las secuencias de los plasmidios pXd1-6938 y pDK1
permitié evaluar mediante PCR la presencia de estas moléculas en las cepas de X,
dendrorhous. El perfil de amplicones obtenidos con los partidores disefiados desde
pXd1-6938 y utilizando como molde los dsDNAs de su cepa hospedera (CBS 6938),
se observan 2 amplicones, uno que posee el tamafic esperado y otro de menor
tamaiio, sugiriendo que los dos dsDNAs presentes en esta cepa compartirfan parte
de sus secuencias. La obtencién de amplicones de tamafio esperado con ambas
parejas de partidores utilizadas sugiere la presencia del plasmidio pXD1-6938 entre

sus dsDNAs en varias de las cepas de X. dendrorhous.

El nimero de amplicones detectados fue variable dependiendo del
segmento que fue amplificado: la zona amplificada por C2F2-C2R7 serfa menos
frecuente entre los dsDNAs, mientras que el otro segmento amplificado por C2F7-
CZR5 contienen mas secuencias comunes entre estos elementos. Esto estaria
relacionado con ia presencia de una mayor cantidad de potenciales ORFs
detectados en esta dltima zona. Las cepas que no se obtuvieron amplicones
esperados pero que si presentan otros de menor tamafio sugiere que los dsDNAs

presentes en un mismo hospedero pueden tener secuencias comunes. Un analisis
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similar se realiz con los partidores disefiados desde el plasmidio pDK1, obteniendo
un unico amplicon de tamafio esperado, sugiriendo que esta molécula estaria
presente en la mayoria de las cepas de X. dendrorhous, con excepcién de la cepa
UCD 67-202. Estos resultados en su conjunto confirman la presencia de secuencias
comunes entre los plasmidios que habia sido descrita en trabajos anteriores
(Kucsera y cols., 2000) mediante ensayos de hibridacién, A pesar que algunas de
las cepas de X. dendrorhous poseen perfiles de dsDNAs similares pueden
presentar diferencias en las moléculas presentes encontrando una polimorfismo en

namero, tamafio y secuencia de estos plasmidios.

4.5. Actividad antifungica y presencia de EGEs en X. dendrorhous.

Inicialmente los dsRNAs en la cepa UCD 67-385 que tienen un tamaiio
similar a las moléculas implicadas en el sistema antifungico de U. maydis, sugirio
que estos elementos podrian estar implicados en el fenotipo, excluyendo a ia
molécula $2-dsRNA considerando la mantencién de la actividad en la cepa curada
(Flores, 2008). A pesar de que todas las cepas analizadas en este trabajo
presentan la actividad antifingica R. slofflae y K. apiculata (Oviedo, 2008), el
polimorfismo en el nimero de elementos observados y la ausencia de estos
elementos en algunas cepas, sugiere que los dsRNAs no serian las bases

genéticas responsables de la actividad.

Otros elementos que pueden ser los responsables del fenotipo antifingico
son los plasmidios de dsDNAs. En las levaduras K. lactis, Pichia acaciae y Pichia
inositovora, estos tienen un tamafio entre 6,8 y 18 Kpb, encontrando entre 2 a 3

moleculas que forman parte del sistema “killer”. En X. dendrorhous los dsDNAs
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presentan un tamafio entre 1,2 y 7 Kpb, entre los cuales existirian elementos que
son comunes para todas las cepas analizadas. A pesar de la identificacion de las
secuencias de los plasmidios pXd1-6938 y pDK1 no permiten establecer una
funcion de estas moléculas, la presencia de multiples dsDNAs alin no
caracterizados y secuenciados no permite descartar la participacion de estos

elementos en algan fenotipo en el hospedero, como la actividad antifungica.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio, describen la participacion de una
proteasa aspartica como la micotoxina responsable de la actividad antif(ingica de X,
dendrorhous. Los resultados obtenidos, se observd que el gen de esta proteina se
encuentra en el DNA genomico de todas las cepas analizadas, sugiriendo que la
base geneética responsable de la actividad antifingica serfa un gen nuclear. La
participacion de genes nucleares en el fenotipo ha sido descrito en levaduras como
S. cerevisiae, Pichia farinosa, Pichia anémala, entre ofras, que se caracterizan por
incrementar la permeabilidad de la membrana como mecanismo de accién
(Magliani y cols., 1997). El efecto toxico de la proteasa aspartica sobre levaduras y
hongos filamentoso no ha sido reportado previamente, sin embargo, se cree que la
produccién de proteasas puede ser un mecanismo de defensa contra hongos
fitopatégenos, como en Solanum tuberosum (papa) (Mendieta y cols., 2006). La
carencia de enzimas proteoliticas en los extractos extracelulares de Rhodotorula
(Brizzio y cols., 2007}, puede sugerir una sensibilidad es esta levadura por esta

proteina secretada por X. dendrorhous.

36




S. CONCLUSIONES.

. Las cepas de X dendrorhous poseen por lo menos algtn tipo de EGEs
capaces de co-existir en un mismo hospedero, existiendo un polimorfismo

en numero, tamafio y secuencia entre los los dsDNAs presentes

El polimorfismo en el nimero de dsRNAs en las cepas de X, dendrorhous
sugiere que estos elementos no intervienen en la actividad antifingica.
Mientras que la participacion de los dsDNAs en este u otro fenotipo en el
hospedero, no puede ser descartada hasta que sean completamente

caracterizados

. Considerando la participacion de la proteasa aspartica como posible
micotoxina, un gen nuclear seria la base genética responsable para la

actividad antifingica descrita en X. dendrorhous,

. Los dsRNAs L, M y S1 son recalcitrantes a los distintos tratamientos de
curacién aplicados. La caracterizacién molecular de estos genomas es

necesaria para definir el sistema viral presente en X, dendrorhous.
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Anexo 2. Andlisis de pXd-6938 mediante WebGene.

L Y r darerlor
SEQULYE ¥ (€W L IDTET

PolyAsignal |4
s —— |
CpGsiend | —
AUG_Codon | - H—HH————— 4+ H e |
|| STOP_Codon | HeIHIHHIHHIEHI- A A
ek meisstsimi _
Donor | -l —————— i |
R e e ——— S i
|
- l4gg9 _|
First Last v/
o | 3
[TATA_sgnal || | _ - _ -

PolyA signal || GCATTAAATT |
:‘(_305. | I -
GAAT GAGGAGGAT T AGCT CTCGCT AGGGGOA

e ST
e | R

|S[0P_(_3c;éo|1' ‘l O S Y

lAcospor [ || : | CTAGE06

Donor

CDS frame | CCATTABSATTGCCCGAAT GAGGAGGAT TAGCT CTCOCT AGGGGGA
| graphic (215

Frame: @ all ©1 ©2 C3 Infe| Sethase1| bout|

Identificacién de secuencias involucradas en la transcripcion de genes eucariontes en
pXd-6938. Utilizando la herramienta Gene Builder se identificaron todos los posibles sitios
de la caja TATA, codones de inicio y término de la transcripcién, exones, sitios de

poliadenilacion en la secuencia de pXd-6938.
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_ i——— R A
Tl LA

MAUG _Codon | HiHH-H—H

e i
‘STOP Codonr mewmﬂm 2 - ST I "
ACCEmO!’ IHHWWWWH—FH—H——%H—H—H—. - B 1

“DOT"OV BT T — — R

|

[1
First
4l
— B T
lauG _codon || || W o )
STOP Codon \i -——-—-‘----- i . .
: Accepmr :"_fff I
,Donor 7 7 7| - -
| CDS frame | S i
| graphic 1

. Il Frame 1 {
e EEELEEEELAdSdE4
i - Frame 3 AGGAGCAAT GAGCCCGCT CATT GCGGAGGGAGC AACGGACGAT AC
!i!ié-

Frame: ®all 1 72 73 lrm:ti SetbasEJ --.lm:tutl

Prediccion de genes codificantes de proteinas (CDS) en pXd-6938. El anilisis se realizé
en los tres marcos de lectura posibles prediciendo 2 secuencias que codificarian para
proteinas (CDS). Estas no presentan homologias con las secuencias disponibles en la base de

datos.
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Anexo 3. Marcos de lectura abierto (ORFs) detectados para pXd1-6938 por la

herramienta ORF Finder.

¥ ] 1GenBank + [ Redraw | 100 ~ Frame from to Length
— — - -3 ®1427.1600 174
-1 B4408 4578 171

| | ]
-1 ®W1597.1764 168
- e 22 w25 2371 150
- O <3 W3741.3863 123
—w— 3 W3495.3617 123
-3 m2048.2170 123
[ J
L] o -1 B4666 4776 111
ey N:G‘h l’ o -2 B4392 4502 111
| Accept || mative Intiation Codons +2 m1928 2038 111
5 ArgoTIacgPcgasgIIaPITOTIFIATACHICLCASTogTEgeS '3 .158-169- ll]
¥ LT 7T 2K I & 1 7 Y & 8 31V &
S FEFITCITLLTIAFICITLASTACCCTEAATPYICAGSFOCTISATE
E 2 F 1L R E Q Y 2 ¥ & Qg = 1 2
I cagcgelcacasgaFTIOIOTaAlsaagtatagFIoIoTACTISgCC
« R § g £ T 5 EE Y R A 1L 1 A
2 ecctaaaggretataa 2374
P E G 1 -
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