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RESUMEN

En una amplia gama de microorganismos se ha descrito la existencia de elementos
genéticos extracromosémicos del tipo RNA de doble hebra encapsidados en par}:iculas
tipo virus. Se ha asociado la presencia de estos elementos con ciertas caracteristicas del
huésped como virulencia o patogenicidad. El sistema killer de S. cerevisiae, del cual se
conoce mayormente su funcionamiento y estructura, estd compuesto por 2 virus con
genomas de RNA de doble hebra, que codifican para diversas toxinas y para las
protefnas estructurales de estos virus.

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura de importancia biotecnoldgica y
algunas cepas portan moléculas de RNA de doble hebra, pero en ninguna de ellas se ha
podido asociar a 2lgiin fenotipo. En este trabajo se muestra la caracterizacién de
elementos genéticos exiracromosémicos presentes en diversas cepas de X. dendrorhous
a nivel quimico y genético, buscando establecer una relacién entre estas moléculas y las
cepas que las posean.

Para determinar el tipo de elemento presente en las cepas estudiadas se realizaron una
serie de énsayos enzimdticos, que mostraron la presencia de moléculas de RNA de
doble hebra en 2 grupos de cepas: las 2 cepas analizadas de origen japonés presentaron
4 moléculas, de tamafios estimados de 4,8, 3,4, 0,8 y 0,6 kb; y las 3 cepas de origen
Tuso, que presentaron solo una molécula de RNA de doble hebra de tamafio 4,8 kb. De
esta forma se relaciond el nimero de moléculas presentes con el origen geogréfico de
las cepas estudiadas.

La extraccién y purificacién de las moléculas de RNA. de doble hebra fue optimizada en
diversos pardmetros para obtener un protocolo especifico para X. dendrorhous. Asi se
definié como el mejor método de extraccion el tratamiento con microesferas de vidrio y

fenol dcido, con un periodo dptimo de ruptura de la pared celular de 40 minutos.




Se buscé relacionar estructuralmente las moléculas presentes en las cepas de X
dendrorhous mediante experimentos de hibridacion y se observé una similitud entre las
moléculas de 3,4 kb (M-dsRNA), pertenecientes a las 2 cepas japonesas. Sin embargo,
no se encontrd similitud entre las moléculas de 4,8 kb (L-dsRNA) de 2 cepas con origen
distinto. Esto sugiere la existencia de sistemas virales diferentes de acuerdo al origen
geografico de cada cepa.

Para caracterizar genéticamente las moléculas anteriormente aisladas, se traté de
clonarlas mediante diferentes métodos establecidos para otros microorganismos. Los
diversos infentos para clonar la molécula completa fueron infructuosos debido a
dificultades como la alta cantidad de pasos involucrados en los protocolos, la
incapacidad de verificar el proceso de clonamiento o la naturaleza misma de las
moléculas estudiadas, las cuales podrian presentar diversas modificaciones o estructuras
secundarias que dificulten atin mds el proceso. Sélo mediante transcripcién reversa con
hexanucledtidos de secuencia aleatoria se obtuvieron una serie de clones, los cuales
entregan una secuencia suficiente para sintetizar cDNA a partir de oligonucleétidos de

secuencia especifica.
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ABSTRACT

A variety of extrachromosomic genetic elements have been described in a wide range of
microorganisms as double stranded RNA encapsisded in virus like particles. These
elements have been associated with host features such as virulence or pathogenicity.
S. cerevisiae killer system, which is mostly known in functioning and structure, is
composed by 2 viruses with double stranded RNA. genomes that encode various toxins
and structural proteins of these viruses. The toxins, grouped in 3 main classes, kill
sensitive cells through various mechanisms.

Xanthophyllomyces dendrorhous is a biotechnological important yeast, where double
stranded RNA molecules have been found in some strains, but in none of them have
been defined any associated phenotype. In this work we presented the chemical and
genetic characterization of extrachromosomic genetic elements present in various
strains of this yeast, looking forward to set a relation between these molecules and the
carrier strains.

To determine the kind of elements that were present in the studied strains, enzymatic
assays were performed. These assays showed the presence of double stranded RNA in 2
strains classes: both of the 2 japanese strains showed 4 molecules with size 4.8, 3.4, 0.8,
0.6 kb; and the 3 russian strains presented only a double stranded RNA moolecule with
4.8 kb of size. According fo this, we could establish a relation between the number of
molecules and the geographic origin of the studied strains.

The double stranded RNA extraction and purification was optimized in several
parameters in order to define a specific protocol for X. dendrorhous. The best extraction
was done with glass beads and acidic phenol, with an optimal cell wall break time of 40

minutes.




We tried to relate structurally the molecules in these strains using hybridizations. A
similarity was observed between the 3.4 kb molecules (M-dsRNA) that belong to the 2
japanese strains, However, this similarity was not found in the 4.8 kb molecule
(L-dsRNA) from 2 different origin strains. This suggests the existence of diverse viral
systems according to geographic origin of each strain.

To characterize genetically the previously isolated molecules, we tried to clone them by
different methods described for other microorganisms. The several attempts to clone the
complete molecule failed because some difficulties such us the high number of steps in
these protocols, the impossibility of check the cloning process and the same nature of
these molecules, which could have modifications or secondary structures that could
make even harder the process. Only using random primers for the reverse transcription,
some clones were constructed and they give a enough sequence for the cDNA synthesis

using primers with specific sequence.




1. INTRODUCCION

1. Elementos genéticos extracromosémicos en levaduras.

Estudios en diversos microorganismos han mostra&O la existencia de Elementos
Genéticos Extracromosdmicos (EGE) que confieren nuevas propiedad-es al
microorganismo que las porta, tales como resistencias, factores gle virulencia y diversos
mecanismos de toxicidad. Principalmente se presentan en forma de moléculas de RNA
de doble hebra (dsRNA) encapsidadas en particulas tipo virus (VLPs) o plasmidios de
DNA de doble hebra (dsDNA). La presencia de EGEs que codifican para la produccién
de toxinas es conocida en diversos géneros de levadura tales 00]1_10 Candida,
Cryptococcus,  Debaryomyces,  Hanseniaspora,  Hansenula,  Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Ustilago, Torulopsis, Williopsis y Zygosaccharomyces (Schmitt
y Breinig, 2002). En otros géneros como Xantophyllomyces, se describi6 la presencia de
EGEs (Castillo y Cifuentes, 1994; Pfeiffer, 1996) aunque atin se desconoce su funcién o
relacién con algtin fenotipo en el hospedero.

Xanthophyllomyces dendrorhous es una leva;:lura basidiomicete aislada desde exudados
de los drboles de regiones fifas, principalmente de Japén y Rusia. Posee upa gran
importancia biotecnoldgica debido a la produccién de carotenoides de alto' valor
comercial como la astaxantina, un pigmento ampliamente utilizado en la acuicultura y la
industria de salmones (Kuscera y cols, 2000). En las moléculas de dsRNA presentes en
diversas cepas de X dendrorhous (Pfeiffer y cols, 1996) se ha observado un
polimorfismo en cuanto a tamafio (0,7 — 6,9 kb) y mimero (0 — 4). En estos trabajos se
asocié la presencia de estas moléculas con la existencia de VLPs, los cuales se
presentan de manera estable a nivel celular al igual que cada una de las moléculas

descritas en estas cepas. Sin embargo se ha visto una divergencia en los resultados que
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intentan relacionar estas particulas con algin fenotipo reconocible o que tratan de
relacionar la presencia de estos elementos con algiin sistema viral de otra levadura.

En otros géneros de levadura, se ha caracterizado la relacién entre EGEs y produccién
de toxinas (Schmitt y Breinig, 2006). Por ejemplo, en la levadura Kluyveromyces lactis
se ha descrito un sistema de EGEs compuesto por 2 .plasmi;ﬁos de dsDNA lineales de
8874 y 13447 pb de tamafio, y que contienen 4 ORFs involucrados en la produccién de
una toxina, la inmunidad de la misma y Ia produccion de una DNA polimerasa capaz de
replicar estos plasmidios en el citoplasma del huésped. La toxina .producida estd
compuesta por 3 subunidades, que poseen modificaciones post-traduccionales y
producen el arresto en la fase G1 del ciclo celular de las levaduras sensibles (Magliani y

cols, 1997).

2. Sistema killer en Saccharomyces cerevisiae

2.1 Componentes del Sistema

El sistema mejor caracterizado es el sistema killer presente en S. cerevisiae, donde se
presentan segiin la cepa, diversos virus dsRNA capaces de producir toxinas y matar a
cé€lulas de la misma especie o relacionadas. Se ha definido que dos virus de dsRNA son
necesarios para el funcionamiento de este sistema: un virus con un genoma de 4,6 kb
denominado SCV-L que codifica para una RNA Polimerasa dependiente de RNA (Gag-
Pol) y para la proteina de Ia cdpside del virus (Gag); y otro virus dsRNA con genoma de
menor tamafio (~1.6 kb, SCV-M), que codifica para la toxina en forma de pre-protoxina
y para la inmunidad a la misma, Estos viriones se mantienen a nivel citoplasmdtico
produciendo sus proteinas y ensamblando nuevas particulas. La permanencia del virus
SCV-M es dependiente de la presencia del virus SCV-L y la expresion de los genes

codificados en su genoma, por lo que se ha denominado como virus “Satélite”, La




carencia del virus SCV-L lleva a una pérdida progresiva del virus SCV-M. En cambio,
el virus SCV-L o virus “Helper”, puede permanecer auténomamente pero, es incapaz de
producir alguna toxina o efecto apreciable en alguna célula blanco (Wickner, 1996).

Existen al menos 3 tipos distintos de toxinas en este sistema, denominados K1, K2 y
K28; cada uno de ellos codificado por su genoma dsRNA satélite respectivo (M1, M2 y
M28). Ademds, cada uno de estos sistemas posee su propia inmunidad, cuyos
mecanismos de accién ain se desconocen. En términos de estructura, los genes que
codifican estas toxinas tienen una alta variabilidad, tanto entre los tres tipos de toxinas

de S. cerevisiae como en los codificantes para las toxinas en otras especies.

2.2 Replicacidn Viral

Los viriones son particulas icosaédricas de un didmetro de 39 nm, que en el caso de
ScV-L, cuenta con una copia del genoma L-dsRNA encapsidado en 60 dimeros de la
proteina Gag y una copia de la polimerasa Gag-Pol. Para el virién ScV-M, se
encapsidan hasta 2 moléculas del genoma M-dsRNA. El ciclo de repﬁcacién viral se
inicia con la transcripicién y pésterior expulsién de Ia molécula (+) ssRNA por parte del
virién. En el citoplasma del huésped, ésta molécula es traducida para producir las
proteinas virales, y por otra parte sirve como genoma iniciador de una nueva particula
viral, Una vez encapsidada, esta 1iltima es replicada por la proteina Gag-Pol, formando
un nuevo virién (Fig. 1),

La proporcién de la cantidad de proteinas virales presentes en el citoplasma celular
traducidas desde el genoma L-dsRNA, es regulada mediante un evento de corrimiento
de marco de lectura (CML). El segundo ORF de esta molécula presenta una

sobreposicion de 130 nucledtidos con el primero, y sélo es traducido si el ribosoma
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cambia el marco de lectura tras verse dificultado de avanzar debido a la formacién de
una estructura secundaria (horquilla o pseudoknots) en el (+) ssRN;X utilizado como
mensajero. De esta forma el segundo ORF, codificante para la RNA polimerasa Pol, se
traduce como una proteina de fusidn Gag-Pol (Fig. 2). Con este mecanismo de control,
la concentracion de la proteina Gag es aproximadamente 50 veces mayor a la Gag-Pol,
relacién necesaria para la correcta encapsidacién de los viriones (Dinman y Wickner,
1992). Un exceso de molécula Gag lleva a formacién de VLP vacios, y una carencia de
la misma lieva a un mayor ensamble de VLP (proceso iniciado por la proteina de ﬁsién
Gag-Pol) y un déficit de las proteinas estructurales de la cdpside para esta formacién.
Diversos métodos de regulacién del CML logran cambiar las concentraciones e inciuso
eliminar moléculas de dsRNA permanentemente de la célula huésped, formando asi
nuevas cepas con diferencias fenotipicas respecto a las que si poseen las moléculas

(Carroll y Wickner, 1995; Dinman y cols, 1997).

2.3 Produccion y accion de la Toxina

Pese a que las toxinas conocidas de S. cerevisiae difieren fanfo en composicién
aminoacidica como en forma de accidn, ellas comparten en gran parte su sintesis y
procesamiento. En el citoplasma, el ssRNA codificante de la toxina es traducido para
formar la preprotoxina (pptox), la cual es sujeta a una serie de modificaciones antes de
la exportacién de la toxina madura. Los mecanismos de accién incluyen la formacién de

canales de iones en la membrana citoplasmdtica (toxinas K1 y K2) o el arresto del ciclo

celular del huésped (K28) (Schmitt y Breinig, 2006).
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Figura 2. Corrimiento del marco de lectura en la traduccion del L-dsRNA en
S. cerevisiae. En amarillo se muestra la region de sobrelapamiento de 130 pb, que
permite el evento de CML. 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 (Adaptado de Wickner, 1996).



3. Aplicaciones del Sistema Killer.

El sistema killer y la presencia de las moléculas de dsRNA pueden representar una
ventaja evolutiva para el microorganismo portador, tanto a nivel de competencia por un
sustrato limitante frente a una cepa sensible o incluso, en la misma colonizacién de un
nicho ecolégico. Esto explica la presencia de “estos virus en un amplio rango de
levaduras. Asi mismo, el estudio de este sistema ha permitido ampliar conocimientos
relativos a la esiructura celular e interacciones de las levaduras, procesamiento y
modificaciones de diversas protefnas (Magliani y ;:ols, 1997).

En términos aplicados, el sistema killer se ha utilizado industrialmente en diversos
dmbitos. En la industria vitivinicola, la produccién de toxinas por parte de las cepas
fermentadoras evita su pérdida y la competencia con otras especies. La produccién de
péptidos antifiingicos se ha utilizado como control bioldgico en diversos procesos,
evitando la aparicién de organismos no deseados. Por otra parte, el mayor conocimiento
molecular de los EGEs permiti0 su expresidén en plantas transgénicas, lo cual les
confierié nuevas resistencias a diversos patogenos ambientales. De la misma manera, se
ha estudiado el sistema de cepas patdgenas al humano tales como Candida o Sporothrix
para contrarrestar su efecto y evitar la accién de las toxinas de estos sistemas.
Finalmente, la produccién de toxinas constituye un modelo de secrecién heteréloga de
proteinas y una forma de estudio de las modificaciones post traduccionales de las pre-

proproteinas,

4. Clonamiento de virus dsRNA.
El conocimiento en profundidad del sistema en S. cerevisiae se ha visto beneficiado en
gran medida por el clonamiento de las moléculas de dsRNA existentes, lo que permite

identificarlos a nivel de secuencia y expresarlos in vifro. Desde este punto de vista, el
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clonamiento resulta fundamental como primer paso en el estudio de algin nuevo
sistema de EGE en levaduras. Los métodos de clonamiento en dsRNA se han
desarrollado esencialmente en rotavirus humanos, y se basan en gran parte en el método
de la amplificacién por partidor winico, planteado -por Lambden (1992), el cual propone
el ligamiento de un partidor de DNA a los extremos de la molécula de dsRNA en
estudio, proporcionando una secuencia conocida para realizar la reaccién de RT-PCR.
Sucesivas mejoras al método inicial consiguieron disminuir sus dificultades, dadas
principalmente por la cantidad de muestra inicial y la especificidad del protocolo
mismo, lo que producia un método altamente ineficiente (Vreede y cols, 1997;
Potgiester y cols, 2002); sin embargo, estas mejoras no han llegado a optimizarlo
mayormente, y sigue siendo técnicamente complicado, sobre todo para moléculas de
tamafio superior a las 2 kb (Attoui y cols, 2000; Ambrose y Clewley, 2006).

Otra metodologia utilizada es la sintesis de ¢cDNA desde partidores de secuencias
aleatorias. Se han deécrito s6lo un par de trabajos aplicando este método con dsRNA
(Coutts y Livieratos, 2003; Tzanetakis y cols, 2004). La base del método mas reciente
fue utilizar la actividlad DNA-polimerasa dependiente de DNA de la transcriptasa
reversa, lo que se ha podido aplicar en genomas de bajo tamafio, sin embargo no se han
observado resultados en genomas de mayor tamafio.

Los métodos anteriormente nombrados consideran como paso critico para la eficiencia
del proceso, la cantidad e integridad de la muestra inicial de dsRNA. Respecto a este
punfo existen numerosas técnicas propuestas para la extraccién del RNA viral, buscando
optimizar la baja cantidad existente en las levadpras de estudio (Lopez de Heredia y
Jansen, 2004; Castillo y Cifuentes, 1994). La alta diversidad de células y virus

estudiados, lleva a una optimizacion especifica para cada nuevo estudio.



La presencia de moléculas de dsRNA en X. dendrorhous no ha podido relacionarse con
alguna funcién. En ninguno de los trabajos descritos se ha conocido la secuencia de
estas moléculas, 1o cual ha dificultado el avance del estudio en este ambito. Finalmente
no se ha determinado la relacién exisiente enire la presencia de moléculas en cada una

de las cepas y la posible agrupacién existente entre los origenes de éstas.

En la presente memoria se caracterizd diversas cepas de X, dendrorhous en relacién a
los EGEs que poseen y se analizd las moléculas de dsRNA presentes a nivel genético
mediante ¢l clonamiento de ellas y a nivel estructural mediante hibridacién enfre

diversas moléculas,



HIPOTESIS

Xanthophyllomyces dendrorhous posee al menos, un sistema viral compuesto por
moléculas de dsRNA presentes extracromosémicamente, y el cual podria estar

relacionado con el origen geogrifico de cada cepa.
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Objetivos

Objetivo General

Identificar y caracterizar los Elementos Genéticos Extracromosémicos del tipo dsRNA

presentes en. Xanthophyllomyces dendrorhous.

Objetivos especificos

- Determinar de la presencia de EGEs en diversas cepas de X. dendrorhous y

determinacién de su naturaleza quimica.

- Estudiar 1a relacién existente entre EGEs aislados de distintas cepas mediante

técnicas de hibridacidn.

- Optimizacién de los métodos de aislamiento de dsRNA y obtencidn de cDNA de

diversas cepas de X, dendrorhous.

- Clonamiento y secuenciacién de moléculas de dsRNA de cepas tipo de X

dendrorhous. Andlisis bioinformatico de estas secuencias
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2. MATERIALES Y METODOS
I. Materiales
L1. Células
Las cepas de X. dendrorhous utilizadas fueron: UCD 67-383 (ATCC 24203), UCD 67-
385 (ATCC 24230), VKM Y-2059 (ATCC 96814), VKM.Y-2266,‘ VKM-Y 2786 (CBS
7918). Para la transformacién de los cDNA obtenidos se utiliz6 Ia cepa

electrocompetente de Escherichia coli DHSA.

1.2. Acidos Nucleicos

Como estindar de peso molecular se utilizaron el DNA del bacteriéfago lambda
digerido con la enzima de restriccidn Hindlll, y el marcador 1 kb, adquirido a New
England Biolabs. Los partidores utilizados en las reacciones de transcripcién reversa,
PCR y secuenciacién, asi como los oligonucledtidos adaptadores utilizados en las

moléculas de dsRNA, son indicados en Ia Tabla 1.

L.3. Plasmidios
Para el clonamiento en la cepa DHSOL de Escherichia coli se utilizé el plasmidio

pBluescript SK™ (pBS).

I.4. Enzimas

Las enzimas DNasa I, RNasa A, RNasa H, Nucleasa S1, T4 DNA ligasa, T4 RNA
ligasa, RNAsin, transcriptasa reversa de M-MLV, Proteinasa K, DNA polimerasa 1,
DNA Polimerasa I fragmento Klenow, Tag DNA Polimerasa, y las endonucleasas de
testriccion EcoRV, BamHI, Nod ¥ Xhol fueron adquiridas de Ias empresas Promega,

New England BioLabs, Sigma y Gibco-BRL.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en cada uno de los pasos especificados.

Partidor Secuencia (5'2 3) Funcion
PC1 PO, GGATCCCGGAATTCGG(A)7 NH; Adaptador dsRNA
PC2 CCGAATTCCCGGGATCC Ampliﬁcaci(m cDNA
PC3 PO, GGATCCCGGAATTCGGNH; Adaptador M-dsRNA
M13 fw GTAAAACGACGGCCAGT
Mi3rv AACAGCTATGACCATG Especfificos a pBS.
T3 ATTAACCCTCACTAAAG Secuenciacién y
T7 AATACGACTCACTATAG analisis por PCR
385M-SR TAAGCGTAGCTCTCGTACAG Formacidn de 1a sonda
385M-SF AGCTGTACCGCGACAAATG del clon pBS-385M
385L-R1F GCCATACAGTTCTCCATAAG Reaccion de RT-PCR
385L-R1R TAAGCGTAGCTCTCGTACAG para analizar el clon
385LR-1
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L5. Reactivos Quimicos
Los componentes de los medios de cultivo o reactivos quimicos puntuales, fueron

adquiridos de Sigma Chemical, Merck y Difco Laboratories.

L.6. Kits de Purificacién y marcaje radioactivo.

Los kits de purificacién plasmidial Miniprep y purificacién de productos de PCR fueron
adquiridos a Promega. El kit de purificacion de DNA a partir de g.eles de agarosa,
GeneClean I, fue adquirido de la compafiia Bio 101. Para el marcaje de 4cidos

nucleicos se utilizé el Kit Random Primers DNA Labeling System, de Gibco-BRL.
I1. Métodos

IL.1. Condiciones de Cultivo.

Cultivos en medio completo.

X. dendrorhous. Se utilizé el medio YM que contiene 2% P/V de Glucosa, 0.3% de
extracto de levadura, 0.3% de extracto de malta y 0.5% de Peptona. En forma soélida se
utilizé 1.5% de Bacto-Agar.

E. coli. Se utiliz6 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 les agregé 1.5% de
Bacto-Agar. Para el reconocimiento de transformantes, al medio LB-agar, se le agregé

100 ug/ml de ampicilina y 75 ug/ml de X-Gal (Placas LB-amp-X Gal)
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Cultivos en medio Minimo.
Para medir el crecimiento de X. dendrorhous en distintas condiciones, se utilizé el
medio MMy, el cual contiene 2% de glucosa suplementado con los requerimientos

minimos de crecimiento (Vogel, 1956).

Cultivos en Fermentador.

Para obtener un cultivo con una alta masa celular, se realiz6 una fermentacién de la cepa
UCD 67-385 de X. dendrorhous. Para ello se creci6 en un fermentador New Brunwick
Scientific de 15 1, con medio YM. Este medio fue inoculado con 400 ml de cuitivo en
fase exponencial y se crecié a 20°C con un flujo de aire de 8 I/min y agitacién de 200

rpm durante 120 h.

I1.2. Purificacién de Acidos Nucleicos

Purificacién de Acidos nuéleicos totales de X. dendrorhous.

Los écidos nucleicos se obtuvieron a partir de cultivos liquidos de 100 ml crecidos a
22°C hasta la fase expomencial tardfa. Las células fueron colectadas mediante
centrifugacién a 8000 x g durante 7 min en una centrifuga Sorvall RC-5B. Las células
se lavaron 2 veces con buffer TE (10 mM TrisHCI ,1mM EDTA, pH 8.0) para luego
resuspender en 3 ml de buffer TE y romper mediante microesferas de vidrio de 0.5 mm
de didgmetro y un volumen de fenol (pH 8.0):cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).
Se agitd en vortex durante 3 min y se centrifugd a 10000 x g durante 10 min. La fase
acuosa fue traspasada a un tubo limpio donde se realizé una extraccién femélica
adicional y posteriormente una extraccién con un volumen de cloroformo:alcohol

isoamflico (24:1). Los 4cidos nucleicos se precipitaron con 3 volimenes de etanol
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absoluto a -20°C durante toda la noche, tras lo cual se centrifugé a 15000 x g durante 15

min y se resuspendié en buffer TE.

Purificacién de dsRNA de X. dendrorhous.
Para obtener las moléculas de dsRNA. se estandarizaron y compararon 4 métodos.
Método A: Microesferas de Vidrio.

Se crecieron cultivos de 200 mi a 22°C hasta la fase estacionaria. Las células se
colectaron, se lavaron 2 veces con buffer TE y se resuspendieron en 3 ml de buffer TE.
Ia ruptura se realizé con microesferas de vidrio de 0.5 mm de didmetro y un volumen
de fenol a pH 4.0, y se agitd en vortex durante 30 min para luego centrifugar a 10000 x
g durante 10 min. La fase acuosa fue traspasada a un tubo limpio donde se realizé una
extraccién fendlica adicional ¥ posteriormente una extraccién con un volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico {24:1) para elirninar cualquier residuo fendlico presente.
Las moléculas de RNA se precipitaron con 3 volimenes de etanol absoluto a -20°C
durante toda la noche, tras lo cual se centrifugé a 15000 x g durante 20 min y se
resuspendié en 500 pt de H,O-DEPC.

Método B: Protoplastos.

Las células colectadas de un cultivo de 200 ml se lavaron y posteriormente se trataron
con 200 pg de Proteinasa K durante 2 h a 37 °C, para romper la pared celular y formar
protoplastos. Tras esto, se continud con el protocolo anterior de ruptura fisica mediante
microesferas de vidrio.

Método C: Ruptura Quimica

Cultivos de 200 ml crecidos a 22°C hasta la fase estacionaria se colectaron y lavaron 2

veces con 5 mM EDTA, pH 7.0. Las células se incubaron en buffer A (0.05 mM Tris-

3804 y 2.5% de B-mercaptoetanol) durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual
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se precipitd y se resuspendié con el buffer B (0.1M NaCl, 0.0IM Tris-HCI, 0.01M
EDTA y 0.2% SDS) junto con un volumen de fenol pH 4.0. Posterior a la agitacién
vigorosa en vortex y centrifugacién a 10000 x g durante 10 min, la fase acuosa se
traspaso a un tubo limpio donde se realizd una extraccion fendlica adicional y luego una
extraccion con ua volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Las moléculas de
RNA se precipitaron con 3 volimenes de etanol absoluto a -20°C durante toda a noche,
tras lo cual se centrifugé a 15000 x g durante 20 min y se resuspendié en 500 pl de
HgO-DEi’C.

Método D: iVIortero. Se crecieron cultivos de 200 ml a 22°C hasta la fase estacionaria.
Las células fireron colectadas, se lavaron 2 veces con buffer TE y se resuspendieron en
3 ml de buffer TE. A continuacién se congelaron con nitrégeno liquido y las células se
lisaron con un mortero de teflén durante 10 min. Esta pasta se mantuvo a temperatura
ambiente y se le agregd un volumen de fenol a pH 4.0 para luego agitar mediante vortex
y centrifugar a 10000 x g durante 10 min. La fase acuosa se traspasé a un tubo limpio
donde se realizé una extraccién fendlica adicional y posteriormente otra extraccién con
un volumen de cloroformo:alcohol iscamilico (24:1) para eliminar cualquier residuo
fendlico presente. Las moléculas de RNA se precipitaron con 3 volimenes de etanol
absoluto a -20°C durante toda la noche, tras lo cual se centrifugé a 15000 x g durante 20

min y se resuspendio en 500 pl de H,O-DEPC.

Purificacién de DNA plasmidial.
Se utiliz6 el Kit de extraccién de DNA Plasmidial MiniPrep adquirido a Promega vy se

siguieron las instrucciones que recomienda el fabricante.
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Purificacién de dcidos nucleicos desde geles de agarosa.

Las moléculas a purificar fueron separadas en un gel de agarosa al 1% tras lo cual se
corté el fragmento de interés con un bistur] en un transiluminador de Inz UV, El
fragmento cortado se depositd en un tubo eppendorff al cual se Ie agregaron 500 pi de
6M K1 y se incubd durante 10 min a 55°C para disolver la agarosa. Se agregaron 10 pd
de silica de vidrio para permitir la adherencia de los dcidos nucleicos y tras 10 min de
incubacidn con agitacién suave, la solucién se centrifugd a 10000 x g por 1 min con lo
cual se eliminé la agarosa disuelta. Tras esto, se realizaron 2 lavados con el buffer de
lavado NewWash (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 50 % etanol) y se
resuspendié en 10 pl de H,O estéril (H,O-DEPC para el caso de los dsRNA) y se incubd
a 55°C por 10 min. El sobrenadante obtenido de una centrifugacién final a 10000 x g
por 2 min se fransfirié a un tubo eppendorf limpio y el dcido nucleico se analizd y
cuantificé en un gel de agarosa. Este método se utilizd tanto para purificar un fragmento
de DNA de interés como para obtener moléculas individuales de dsRNA separadas del

resto del RNA.

Electroforesis de dcidos nucleicos.

A las moléculas purificadas se les agregé el buffer de carga (0.25% azul de bromofenol,
15% ficoll, 30% glicerol), vy se corrieron 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 dcido bérico, 1mM
EDTA, pH 8.0}, el que también se utilizé como buffer de cormrida, La cuantificacion de
la concentracién de los acidos nucleicos se realizo con el software Kodak 1D Science

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

18




Conceniracion de muestras de dsRNA.
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.

11.5. Digestiones Enzim:ticas

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 idénica para diferenciar la digestién de los
ssRNA y los RNA totales, respectivamente. Se incubé a 37°C durante 1 h con una
concentracidn de enzima de 10 pg por ml de reaccién.

Digestién con RNasa H.

Se ocupd 1 U de enzima por pg de dcido nucleico, incubando durante 1 h a 37°C en
buffer 20mM Tris HC, 0.1M KCl, 10 mM MgCly, 0,1 mM DTT , 5% sacarosa, pH 7.5.
Digestion con DNasa L.

Se ufilizé 1 U de enzima por pg de dcido nucleico, y se incubd durante 1 h a 37°C en
buffer 50 mM acetato de sodio, 10 mM MgCly, 2mM CaCly, pH 6.5, en un volumen
final de 20 pl.

Digestién con Nucleasa S1.

La reaccidn se realizé a 37°C en buffer acetato de potasio 30 mM pH 4.5, 0.3M NaCl,
ImM sulfato de zinc y 5% de glicerol en un volumen final de 20 pl. Se ocupé 1 U de

enzima por pg de dcidos nucleicos.
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Digestién con Endonucleasas de Restriccion
Las enzimas EcoRV, Notl, BamHI y Xhol 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 pd a 37°C durante 2 h.
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I1.6. Formacidn del plasmidio pBS-T

Se construy6 un nuevo plasmidio, pBS-T, creado a partir del vector pBS para facilitar el
clonamiento. El vector pBS se digiri6 con la enzima de restriccién EcoRV para formar
un corte con extremos romo, tras lo cual se incubd con 1U de Taq Polimerasa y los
nucledtidos dTTP durante 20 min a 72°C, formando un extremo 3° con un nucledtido
extra de timina y permitiendo el ficil alineamiento de los productos de PCR formados
con la Tag DNA polimerasa, enzima que crea productos de amplificacién con un
nucledtido adenina extra al final de Ia molécula. La reaccion formada se analizé en un
gel de agarosa al 1% y se purificé el fragmento correspondiente a la molécula lineal
mediante GeneClean. Este producto fue ligado utilizando la T4 DNA ligasa a 16°C por
16 horas, para luego verificar nuevamente el producto en un gel de agarosa al 1%.
Finalmente, se purifico el fragmento lineal, incapaz de recircularizar a causa del

nucledtido extra agregado.

IL77. Hibridaciones

Preparacion de las membranas

El RNA total de las cepas UCD 67-383, UCD 67-385 v VKM Y-2266 de X
dendrorhous (1-2 pg de RNA total) se desnaturalizé en presencia de DMSO 18% a
95°C durante 5 min antes de enfriar en hielo. Estas moléculas fueron separadas en un
gel de agarosa al 1% y posteriormente fotografiadas. La transferencia de las moléculas
se realizé a una membrana de nylon Biodyne B (Pall) con buffer de transferencia SSC
10X (1.5 M NaClJ, 0.15 M citrato de sodio, pH 7.0) durante 16 h tras las cuales el RNA

fue fijado a 80°C durante 15 min.
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Preparacién de las sondas

Sonda de RNA

Estas sondas fueron preparadas mediante transcripcién reversa con una marca
radiactiva, A partir de 500 ng de las moléculas individuales de dsRNA se formé el
c¢DNA desnaturalizando estas moléculas durante 5 min a 94°C y luego se incub$ con la
enzima M-MulV Transcriptasa reversa y hexanucleétidos de secuencia aleatoria. Para el
marcaje de estas sondas se utilizé una mezcla de nucledtidos que inclufa P*2-dCTP, Una
vez completada la reaccidn, las sondas se purificaron en columnas de Sephadex. G-50.
Sonda de ﬁNA

Se desnaturalizaron 100 ng de DNA plasmidial a 94°C durante 5 min. A este tubo se le
agrego el mix de reaccién que inclufa la enzima DNA Polimerasa I fragmento Klenow,
hexanucledtidos de secuencia aleatoria y una mezcla de nucleétidos con P**-dCTP. La
reaccién se llevo a cabo a 25 °C durante 1 h, tras lo cual las sondas se purificaron
mediante columnas de Sephadex G-50.

Hibridacién

La membrana se incubd en un tubo de hibridacién a 65°C por 5 min con 10 ml de
buffer de hibridacién (0.5 M Na,HPO4, 7% SDS, pH 7.2), v se agregd la sonda
previamente desnaturada a 94°C y se incubd con agitacién suave durante 16 h.
Transcmridp este tiempo, se realizaron 2 lavados con 10 mL de una solucién 40 mM
NapHPO,, 5% SDS, pH 7.2, y 2 lavados con 10 ml de una solucién de NayHPQ,4 40
mM pH 7.2, 1% SDS, y se incubé 1 h a 65°C para cada uno de ellos. La membrana ya
lavada se retiré y se guardé sobre una placa autorradiografica dentro de un casete de
exposicidn a -80°C. A diversos tiempos se revelaron las placas en un equipo Curix 60

(AGFA).
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I1.8. Clenamiento de moléculas de dsRNA

Método de 1a amplificacién por partidor iinico (SPAT)

Preparacién del producto inicial

A cada molécula de dsRNA se le ligd en el extremo 3"0OH el oligonucledtido PC1 o el
PC3 con Ia' enzima T4 RNA ligasa durante 16 h a 16°C, tras lo cual se purificaron
mediante GeneClean. El cDNA fue formado posterior a .la denaturacién de estas
moléculas de dsRNA a 94°C durante 5 mm y enfriado inmediatamente en hielo para
evitar la renaturacion.

Formacién de la primera hebra de cDNA

Para la reaccién de RT se utilizaron 200U de transcriptasa reversa de M-MulV y
partidores oligo dT o PC2, complementario a PC1. La molécula de ssRNA se hibridé
con los partidores especificos a 37°C durante 5 min previo a Ja adicién de la enzima. La
polimerizacion se realizé en un volumen final de 20 pL los cuales incinian 2 pl de
DMSO, 2ul de Buffer RT 10X, 10U de RNAsin y 1 pl de mezcla de dNTP (25mM de
cada nucleétido). .La polimerizacién se llevd a cabo a 42°C durante 90 min tras los
cuales la enzima se denaturd a 80°C por 5 min.

Formacién de la segunda hebra de cDNA

Formacion por alineamiento de hebras complementarias

Las hebras de ¢cDNA complementarias se hibridaron a 65°C durante 3 h, posterior a la
desnaturalizacién a 80°C durante 5 min. Las moléculas de RNA restantes en la muestra
se degradaron por tratamiento con 5pl de NaOH 1M durante la primera hora de
incubacién a 65°C. Seguido a esto, se neutralizé agregando 5pl de HCl IM y de Tris-
HCI pH 7.5: Para completar la molécula de dsDNA, los extremos fueron rellenados con

DNA polimerasa I Fragmento Klenow (30 min a 37°C).
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Formacidnrpor degradacién enzimaitica

Una vez concluida la reaccidn de transcripcion reversa, se agregd al tubo de reaccién
4 U de RNasa H, y se incubd a 37°C durante 90 min, lo cual eliminé el RNA unido a las
moléculas de cDNA recién formadas. De esta forma se utilizé la actividad DNA
polimerasa dependiente de DNA de la enzima transcriptasa reversa para producir la
segunda hebra de DNA. Las moléculas de dsDNA se completaron con DNA polimerasa
I fragmento Klenow por 30 min a 37°C.

Amplificacion de los e DNA

El cDNA sé amplificé por PCR con Tag DNA polimerasa y los partidores PC2 o el
partidor oligo dT. Se utilizd un termociclador Perkin Elmer 2400 mediante el protocolo
de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de denaturacién a 94 °C por 30
s, alineacion de los partidores a 60°C por 30 s y elongacién a 72 °C por 4 min, para
finalmente elongar por 10 min a 72°C. Este producto se analiz6 en geles de agarosa al
1% y se purificaron mediante el Kit de Limpieza de Productos de PCR (Promega).
Método de Partidores Aleatorios

Formacién de la primera hebra de cDNA

Se. utilizaroﬁ 500 ng de dsRNA purificado como producto inicial. Estas moléculas se
desnaturalizaron a 94°C durante 5 min y enfriaron en hielo. La reaccién de RT se realiz6
con 200U de transcriptasa reversa de M-MulV y hexanucledtidos de secuencia aleatoria.
El ssRNA se hibrid6 con la mezcla de partidores a 25°C durante 5 min previos a la
adicion de la enzima. La reacci6n se realizé a 42°C durante 90-min.

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

sintetiz6 la segunda hebra de cDNA mediante la actividad de la misma Transcriptasa

24




reversa (Tzanetakis et al, 2004) o rellenando con 1U de la DNA polimerasa I
(Sambrook et al, 1989).

Purificacién de los productos

Una vez obtenidas las moléculas de doble hebra de DNA, la mezcla de reaccién se
purificd uti'lizando el kit de limpieza de producto de PCR y se resuspendié en un
volumen final de 10 pl. Estos se ligaron posteriormente al vector de clonamiento para su
transformacion directa.

Clonamiento y secuenciacidn de los cDNA

El DNA obtenido por ambos métodos se ligé al vector pBS-‘"I' mediante la enzima T4
DNA ligasa durante 16 h a 16°C. Este ligado se dializé con membranas de nitrocelulosa

(Milipore) y se transformé en Ia cepa electrocompetente de E. coli DH5a.,

IL.9. Transi‘ormacidn mediante electroporacion

Preparacion de células electrocompetentes

Se crecieron 200 ml de medio LB de la cepa de E. coli DHSa hasta alcanzar una
DOgooum entre 0.5 y 0.8. Posteriormente, se centrifugd a 5000 x g por 10 min a 4°C. Las
celulas 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 fiio, y se centrifugé a 5000 x g por
10 min a 4°C cada vez. Las células se resuspendieron en 500 pl de glicerol al 10 %
estéril fifo y se alicuotaron 40 pl en tubos Eppendorf, para Iueéo guardarlas a -80°C.
Electroporélcién

Cada tubo de células electrocompetentes se descongeld para agregarles entre 5 y 10 pl
de DNA a transformar. La mezcla se agregé a una cubeta de electroporacién de 0.2 cm

(BioRad). Con el equipo Gene Pulser BioRad se realizé 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. Posterior a esto, se sembraron 100 pl de células en placas con medio LB-Ainp-
X@Gal y se incubaron a 37°C hasta la aparicién de colonias., Los transformantes
positivos se reconocieron por la incapacidad de degradar el sustrato X-Gal debido a la
interrupeion del gen lacZ del plasmidio pBS. Asi, se aislaron las colonias de color

blanco que poseian esta interrupcion.

IL.10. Secuenciacién

Para verificar la identidad de los fragmentos clonados, aIgun(;s clones seleccionados se
secuenciaro‘n automdticamente utilizando el kit de secuenciacion 4biPrism Big dye
terminador cicle sequence (Applied Biosystems) y el equipo 3100 Avant Genetic

Analyser (Applied Biosystems). Estas secuencias se analizaron mediante los programas

CGC, Vector NTI Suite 9 y la herramienta de biisqueda de alineamientos BLAST.




3. RESULTADOS

1. Deteccidn de Ios elementos genéticos extracromosémicos

Con el fin de determinar cuales cepas de X. dendrorhous contenian elementos genéticos
extracromosémicos (EGEs), se aislaron los dcidos nucleicos totales de las cepas UCD
67-383, UCD 67-385, VKM Y-2059, VKM Y-2266 y VKM-Y 2786. Al analizar los
resultados por electroforesis, se observaron diferencias en el ntimero de EGEs presentes
en cada una de las cepas (Fig. 3). En las 2 primeras cepas analizadas, se observé la
banda de alto peso molecular correspondiente a2l DNA genémico v ademds 2 bandas de
tamafio estimado en 4,6 (Large), 3,2 (Medium), y 2 bandas de menor concentracién,
con tamafios de 0,8 (Small 1) y 0,6 kb (Small 2). Para el caso de las 3 siguientes cepas

(cepas VKM-Y) se observa aparte del DNA cromos6mico, solamente 1 banda de 4,6 kb.

2. Andlisis enzimdtico de los elementos genéticos extracromosémicos

Para determinar la naturaleza quimica de los EGEs presentes en X. dendrorhous y poder
diferenciarlos entre DNA de doble (dsDNA) o simple hebra (ssDNA) o RNA de doble
(dsRNA) o simple hebra (ssRNA), estas moléculas se sometieron a una serie de andlisis
enzimdticos. Se incubaron los écidos nucleicos fotales de las cepas UCD 67-383, UCD
67-385, VKM Y-2059, VKM Y-2266 y VKM-Y 2786 con U de DNAsa 1. Se observd
la degradacién de la banda de alto peso molecular correspondiente al DNA genémico en
cada una de las cepas, pero la resistencia a la accién de esta enzima por 4 moléculas en
las cepas UCD 67-383 y UCD 67-385 (Fig. 4 carril 1 y 2) y de una molécula en las
cepas VKM Y-2059, VKM Y-2266 y VKM-Y 2786 (Carriles 3, 4 v 5), lo cual nos

sugiere que estos elementos no corresponden a moléculas de DNA.,
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Figura 3. Electroforesis de los dcidos nucleicos totales de diversas cepas de
X. dendrorhous. Carril 1: UCD 67-383; carril 2: UCD 67-385; carril 3: VKM-Y 2059;
carril 4: VKM-Y 2266; carril 5: VKM-Y 2786. G indica el DNA gendmico; L, la
molécula L-dsRNA y M, la molécula M-dsRNA. El primer carril M corresponde al

marcador de peso molecular A/HindIll.
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Figura 4. Electroforesis de los dcidos nucleicos totales digeridos con DNasa A.

Se muestra el patrén de digestién de las cepas UCD 67-385 (Carril 1), UCD 67-383
(Carril 2), VKMY-2059 (Carril 3), VKMY-2266 (Carril 4) y VKMY-2786 (Carril 5).
Carril M corresponde al marcador de pesc molecular A/Hind III. Las flechas de la
derecha muestran la ubicacién de las moléculas L-dsRNA (L), M-dsRNA (M), S1-

dsRNA (S1) y S2-dsRNA (S2).
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Para observar si éstas comresponden a moléculas de RNA o hibridos DNA-RNA, se
trataron con la enzima RNAsa H (Fig. 5). En este caso, todas las moléculas son
resistentes a la accién de esta enzima, lo cual nos indicS que no hay presentes hibridos
DNA-RNA en los EGE de X. dendrorhous. Finalmente, para determinar si las
moléculas extracromosdmicas corresponden a sSRNA o dsRNA, se realizaron 2
ensayos: la incubacién de las moléculas con la enzima Nucleasa S1 no produce cambios
en €] patrén observado anteriormente, exceptuando una degradacién de las moléculas de
bajo peso molecular al final de cada carril, correspondientes a mRNA degradados o
tRNA (Fig. 6). Paralelamente, la incubacién con la enzima RNAsa A presenta un
cambio en el patr6n segtin la fuerza iénica. La degradacion de los 4 EGEs de las cepas
UCD 67-383 y UCD 67-385 y del tinico EGE de las cepas VKM Y-2059, VKM Y-2266
y VKM-Y 2786 se observé solo bajo la accién de la RNasa A en un medio con baja

fuerza idnica (Fig. 7A). A una alta fuerza iénica se mantienen los EGEs (Fig. 7B).

Estos resultados sefialan que los 4 EGEs presentes en las cepas UCD 67-383 y UCD 67-
385 y el EGE presente en las cepas VKM Y-2059, VKM Y-2266 y VKM-Y 2786
corresponden a RNA de doble hebra y no presentan regiones hibridas de DNA-RNA ni

tampoco zonas con RNA de hebra simple.
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Figura 5. Electroforesis de Ios dcidos nucleicos totales digerides con RNasa H.
Se muestra el patrén de digestidn de las cepas de X. dendrorhous estudiadas, Se utilizd

las mismas abreviaturas de la figura 4,
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Figura 6. Electroforesis de los Acidos nucleicos totales digeridos con Nucleasa S1.
Se muestra el patrén de digestidn de las cepas de X dendrorhous estudiadas. Se utilizé

las mismas abreviaturas de la figura 4.
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Figura 7. Electroforesis de los dcidos nucleicos totales digeridos con RNasa A,
A: Digestién con RNasa a baja fuerza idnica (0.01x SSC). B: Digestion con RNasa en

alta fuerza idnica (2xSSC). Se utilizé las mismas abreviaturas de la figura 4.
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Para obtener un valor mas preciso respecto del tamafio de las bandas de mayor tamafio,
las moléculas L-dsRNA y M-dsRNA de la cepa UCS 67-385, y L-dsRNA. de la cepa
VKM-Y 2786 se purificaron individualmente y se analizaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 2% (Fig. 8). A esta concentracion las moléculas de DNA y RNA
poseen una movilidad electroforética equivalente (Gast y Sanger, 1994). De esta forma
se determind un tamafio de 4,8 kb para las molécula L-dsRNA y de 3,4 kb para la
molécula M-dsRNA, mediante comparacién con los estindares de peso molecular de
dsDNA. Estos valores levemente mayores a los tamafios estimados inicialmente en

geles de agarosa al 1%.

Finalmente, para analizar més profundamente las moléculas de menor tamafio (S y Sz)
y descartar que correspondiesen a las moléculas de TRNA que suelen migrar a esa altura
(0,8 y 0,6 kb), la muestra total de los dcidos nucleicos de la cepa UCD 67-385 se
analiz6 en un gel de agarosa al 1% y posteriormente se purificaron exclusivamente estas
moléculas, a las cuales se les sometié a tratamiento con nucleasa S1 (Fig. 9). Estas
pruebas indicaron que las moléculas son resistentes a la accion de esta enzima, lo cual

demuestra que corresponden a dsRNA tal como las 2 moléculas de mayor tamafio.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se muestran las moléculas
L-dsRNA (1) y M-dsRNA (2) de la cepa UCD 67-385 y la molécula L-dsRNA de Ia

cepa VKM-Y 2786 (3). M muestra el marcador de peso molecular A / HindIlIl,
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Figura 9. Electroforesis de las moléculas dsRNA-S de la cepa UCD 67-385. Las
moléculas dsRNA-S1 (Carriles 1 y 2) y dsRNA-S2 (Carriles 3 y 4) fueron tratadas con
Nucleasa S1 (Carriles 1 y 3). Los controles sin enzima (Carriles 2 y 4) presentan la

misma concentracién. El Carril M corresponde al marcador de peso molecular 1kb.
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3. Optimizacién de los métodos de extraccién

3.1 Anilisis de Ia extraccién de RNA por distintas metodologias.

Con la finalidad de estandarizar un método para la exiraccién de las moléculas de
dsRNA desde células de X. dendrorhous se crecieron cultivos de la cepa UCD 67-385 y
se extrajeron las moléculas de dsRNA mediante 4 métodos: microesferas de vidrio,
formacién de protoplastos, ruptura fisica de la pared por medio de mortero, y ruptura
quimica utilizando B-mercaptoetanol y SDS. Las moléculas obtenidas de cada
extraccién se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% y se observé
diferencias en términos de la concentracién en cada una de ellas (Fig. 10). Las
microesferas de vidrio se utilizaron como método de ruptura tanto en células intactas
como en protoplastos. En estas 2 exfracciones no se aprecia mayor diferencia en
concentracion e integridad de los dsRNA, siendo ambos métodos mds eficientes que los
otros. Al considerar que la tinica diferencia entre ambos métodos es la incubacién con
Proteinasa K el tiempb y los pasos extras involucrados, podemos decir que en nuestras
condiciones, este paso no significa un aporte en el aumento de la concentracién de las
moléculas de dsRNA. La extraccién utilizando mortero exhibe un bajo rendimiento
explicado posiblemente por la ruptura de la pared de solo-un porcentaje menor del total
de las células colectadas, La utilizacién de una solucién de B-mercaptoetanol, seguida
de SDS y fenol logré la ruptura de la pared celular sin la utilizacién de las perlas de
vidrio, pero con una eficiencia mucho menor. Ademss es posible apreciar la aparicién
de moléculas de mayor tamafio, comespondientes a DNA genémico causado
posiblemente por un aumento del pH de la reaccién al utilizar soluciones con

componentes bdsicos.
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Figura 10. Electroforesis de las muestras de dsRNA extraidas por los distintos
métodos. Se muestran las purificaciones de dsRNA mediante las técnicas de
microesferas de vidrio (1), protoplastos (2), mortero (3) y ruptura quimica (4). M indica

el marcador de peso molecular A/HindllIl.




3.2 Optimizacion del tiempo de ruptura celular.

Los métodos de extraccion estudiados se realizaron originalmente en S. cerevisiae,
organismo con una pared celular de menor dureza que la presente en X, dendrorhous.
Por este motivo, es probable observar una mayor dificultad al aplicar los métodos
anteriormente nombrados y una diferencia en los pardmetros utilizados en la ruptura de
la pared. Para determinar el tiempo éptimo de ruptura celular por medio de microesferas
de vidrio, se realizaron extracciones de RNA con diferentes tiempos, tomando como
referencia el protocolo que utiliza 2 minutos de ruptura para X.dendrorhous (Castillo y
Cifuentes, 1994). A partir de un cultivo de la cepa UCD 67-385 se separaron 6 alicuotas
las cuales se procesaron independientemente variando el tiempo de agitacién con las
microesferas de vidrio. Se realizaron extracciones con 0, 3, 10, 20, 40 y 60 min de
agitacién, manteniendose a -20°C una vez terminada la ruptura, para luego tratm:las de
manera uniforme para el resto del protocolo. La Figura 11A muestra un aumento
progresivo de la concentracidon de las moléculas de dsRNA a partir de los 3 min de
agitacién. Sin embargo en los 2 tltimos tiempos se observé ademds una mayor
concentracion de dcidos nucleicos de bajo peso molecular, lo que podria indicar la
presencia de moléculas de mayor tamafio degradadas o, una mayor cantidad de otras
moléculas de RNA, principalmente tRNA. La concentracién de la molécula L-dsRNA
obtenida para cada punto fue cuantificada y se graficé en funcién al tiempo de
agitacioén. (Fig. 11B). Se observé que se alcanza una mayor eficiencia en la extraccidn
aproximadamente a los 40 minutos de agitacidn con las microesferas de vidrio,
considerando que el aumento de concentracién visto en el 1iltimo punto no es de gran

magnitud para el tiempo extra empleado.
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Figura 11. Relacién entre el tiempo de agitacién y la cantidad de dsRNA
purificado de la cepa UCD 67-385. A) Electroforesis en gel de agarosa de las muestras
de dsRNA purificadas con tiempos de ruptura variables mediante microesferas de
vidrio. Se midieron las extracciones con los tiempos indicados en la parte superior. El
DNA del fago A digerido con Hindlll (M) se utilizé como estdndar de peso molecular.
B) Relacion entre el tiempo de ruptura utilizado y la concentracion de la molécula L-
dsRNA, cuantificado en comparacion al estandar de peso molecular (M) mediante el

software Imagel.
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4. Determinacién del polimorfismo viral mediante hibridaciones.

Para relacionar estructuralmente los genomas de los virus presentes en las diversas
cepas de X dendrorhous, se realizaron una seric de hibridaciones. Con estos
experimentos se busco establecer semejanzas estructurales entre los dsRNA de una
misma cepa, entre cepas de origen geogrdfico comtin y finalmente relacionar dsRNA
presentes en cepas de origen geogrifico distinto. A partir del RNA total de la cepa UCD
67-385 (Fig. 12), se purificaron las moléculas L-dsRNA y M-dsRNA para producir
sondas radioactivas que se utilizaron para hibridar con los 4cidos nucleicos totales de las
cepas UCD 67-385, UCD 67-383 y VKMY-2786 (Fig 12B). La hibridacién con el
RNA de la cepa UCD 67-385 se utilizé como control positivo para validar asf 1a utilidad
del método planteado. La hibridacién con los dcidos nucleicos totales de la cepa UCD
67-383 busco establecer alguna relacién estructural entre los dsRNA presentes en cepas
provenientes del mismo origen geografico. Finalmente con la hibridacién entre las cepas
UCD 67-385 y VKMY-2786 se intent6 relacionar las cepas con un origen geogréfico

distinto,

La sonda de la molécula M-dsRNA presenta una sefial de hibridacién con la muestra
que proviene de la misma cepa a la altura de la molécula M-dsRNA (Fig. 12B-2) lo cual
avala la técnica utilizada. Se presenta una hibridacién no especifica entre las 3 y 1 kb,
explicado principalmente por una posible degradacién de M-dsRNA en el momiento de
la preparacién del filtro, uniéndose asi la sonda con fragmentos que incluyen solo una

parte de la molécula M-dsRNA.
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Figura 12. Hibridacién de Ias sondas de Ia cepa UCD 65-385 de X. dendrorhous con
el RNA de ofras cepas. A) Electroforesis en gel de agarosa utilizado como referencia.
M: DNA de A/Hind III utilizado como estindar molecular, Carril 1: RNA total de la
cepa UCD 67-385. B) Autorradiografia de la hibridacién de la sonda M-dsRNA de
UCD 67-385 con el RNA total de la misma cepa (2), con el RNA de la cepa UCD 67-
383 (3) y de la sonda L-dsRNA de UCD 67-385 con el RNA total de la cepa VKMY-

2786 (4).
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La hibridacién entre la sonda de la molécula M-dsRNA de la cepa UCD 67-385 con el
RNA de la cepa UCD 67-383 (ambas de origen japonés) muestra una sefial a la altura
de M-dsRNA, lo cual indica que estas 2 cepas presentarian estructuras virales similares,
al menos para una parte de las particulas presentes en estas cepas (Fig. 12B-3). Tal
como en el caso anterior, no se observo identidad entre las moléculas M-dsRNA de
UCD 67-385 y L-dsRNA de UCD 67-383, indicando la existencia de 2 virus

estructuralmente distintos.

Finalmente, la hibridacion entre la sonda L-dsRNA de la cepa de origen japonés UCD
67-385 y ¢l RNA de la cepa de origen ruso VKMY-2786 (Fig. 12B-4), no presenta
ninguna sefial a la altura de los 4,8 kb. Por lo tanto, la molécula L-dsRNA, tinica con un
tamafio similar entre los 2 grupos de cepas, no tendria similitud estructural en estas

cepas.

5. Clonamiento de las moléculas de dsRNA

5.1 Amplificacién con el partidor tinico

Para lograr identificar a nivel de secuencia los genomas virales presentes en X
dendrorhous se planteé clonar estas moléculas en vectores para su posterior
secuenciacién. Considerando la inexistencia de alguna regién de secuencia conocida
para estos genomas, y la imposibilidad de tratar estas moléculas con algiin sistema de
clonamiento de RNA de hebra simple, los intentos se basaron en el método de la
amplificacién por un partidor unico (Fig. 13). El método incluye una serie de pasos que
fueron secuencialmente analizados para confirmar la concentracién e integridad del

dsRNA utilizado (Fig. 14).

43




win

3
5-

T4 RNA Ligasa Paidor PC1 e=mm==ue
5'GGATCCCGGAATTCGG(A) 3

3 = ;]
3 5
Denatutacion Transcnptasa Reversa
( 80°C & ) Parudor Ohgo dT
e
—pp sDNA - I
o= sDNA o 5

Hibndos RNA-DNA

=

e

3
5

W

5°
3

Degradacion RNA
(NaOH 1M 65°C)

win

Vo

3
5

wu

Paddor PC2 ===
$' CCGAATTCCCGGGATCC 3

PCR
(25 Ciclos)

Elongacion
(DNAPolimerasa Klenow 37°C)

5
3 —— -

l cDNA

Figura 13. Técnica de la amplificacion por partidores tinicos (SPAT)

A la molécula inicial de dsRNA se le agrega un adaptador, y luego es desnaturada
térmicamente, previo a la formacion de la primera hebra de cDNA. Tras la degradacion
del RNA vy el alineamiento de las hebras complementarias, las moléculas de dsDNA son
reparadas por el fragmento Klenow de la DNA polimerasa o la Taq Polimerasa. La
amplificacion de este producto mediante un partidor especifico al adaptador, produce un
alto nimero de copias del molde original, el cual puede ser posteriormente clonado y

secuenciado (Adaptado de Lambden, 1991).
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Figura 14. Controles en los pasos de ]a técnica SPAT. (1). Extraccion de dsRNA total
de la cepa UCD 67-385, desde donde se obtienen las moléculas individuales de L-RNA
(2) y M-dsRNA (3). A éstas se les agrega el adaptador PC1 y son re-purificadas por
Geneclean. (4). Tras la reaccion de RT-PCR, se verifica (5) si hay aparicion de una
banda a la altura del producto utilizado inicialmente, indicado por las flechas de la

derecha, L y M.
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Partiendo como producto inicial desde las moléculas L-dsRNA, M-dsRNA o la mezcla
de ambas provenientes de la cepa UCD 67-385, se realizaron numerosos intentos para
llegar a un resultado positivo en el punto de verificacién posterior a la reaccién de PCR,
donde se esperaba encontrar una molécula de dsDNA de tamaifio equivalente al del
molde inicial. Considerando ésto, se modificaron numerosas variables como la
concentracién inicial de dsSRNA, tiempos y temperaturas para las reacciénes de ligado,
transcripcién reversa, degradacién de RNA y alineamienfo; modalidades en la
formacion de la segunda hebra de cDNA, y finalmente, el tiempo, la temperatura y los
partidores utilizados en la reaccién de amplificacién.

Mediante el uso de la DNA Polimerasa I fragmento Klenow para formar la segunda
hebra de cDNA y posterior amplificacion con los partidores PC2 especificos al
adaptador, se logré obtener un posible clon de la molécula M-dsRNA de la cepa UCD
67-385. El plasmidio con el inserto (pBS-385M) fue analizado, confirmando la
presencia en el sitio de clonamiento de un inserto de aproximadamente 5,8 kb. Este
movilidad diferencial que poseen las moléculas de DNA y RNA. La secuencia completa
del] inserto de 5941 pb, presentd idnetidad de un 99% con los 2 ORF codificantes del
Transposon Tn1000 (Gamma Delta) de Escherichia coli. La hibridacidn entre una sondzll
de 1,5 kb de tamafio amplificada con partidores especificos del inserto (385M-SF y
385M-8R), con los 4cidos nucleicos totales de la cepa UCD 67-385 (Fig. 15), muestran
que no hay identidad entre la molécula M-dsRNA y el fragmento clonado en el vector
pBS, asi como tampoco se presenta homologia con el DNA genémico de la cepa ni con
algiin otro EGE de la misma. Segiin esto, el clon posiblemente presentaria algiin inserto
obtenido por contaminacién en las células DH5a transformadas, la contaminacién en las

células DH50 transformadas, el plasmidio utilizado o en alguno de los multiples
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Figura 15. Hibridacién del Clon pBS-385M con el dsRNA total de la cepa UCD

67-385. 1: Electroforesis con el DNA plasmidial del clon pBS-385M por triplicado. 2:
Southern Blot de la Sonda especifica del clon pBS-385M con el DNA plasmidial del
mismo clon, utilizado como control positivo. 3: Northern Blot de la sonda especifica al

clon pBS-385M con el dsRNA total de la cepa UCD 67-385.
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pasos de purificacién en el procedimiento. Por lo anterior no se continué analizando esta

molécula y se trabajo en otros aspectos de la técnica utilizada.

La técnica de SPAT utiliza la adicién de una cola poli A al adaptador inicial, con lo cual
se puede realizar la reaccidn de formacién de la primera hebra de cDNA mediante
partidores oligo dT. Otro de los intentos de clonamiento realizados con la molécula M-
dsRNA, fue incompleto al no lograrse una banda de tamafio mayor a los 3 kb posterior a
la amplificacién por PCR. Pese a esto se observo una regién cercana a los 1,5 kb (Fig.
16) correspondiente a moléculas de ¢cDNA de doble hebra, de acuerdo al (éontrol
realizado sin la enzima Taq Polimerasa, la cual solo puede amplificar moléculas de
DNA. Este patrén se observé sélo al realizar la reaccién de transcripcion reversa con
Oligo dT y no con el partidor PC2, especifico al adaptador, Este resultado podria ser
explicable si el genoma viral M-dsRNA tuviera una regién interna rica en A (o Ia
complementaria, rica en U), la cual pudiese hibridar con el partidor oligo dT y
producirse asi moléculas de menor tamafio desde esta zona interna hasta el final de Ia
molécula; o simplemente verse favorecido el alineamiento de éstas por sobre el
alineamiento de las moléculas de mayor tamafio y posiblemente de menor mimero. Para
analizar esta posibilidad, se clondé directamente el subconjunto de los productos
obtenidos de tamafio cercano a los 1,5 kb, luego de purificarlos mediante el kit de
limpieza de productos de PCR. Asi se obtuvieron 2 clones de tamafio cercano a 1,5 kb

los cuales fueron secuenciados con los partidores especificos del vector.
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Figura 16. Electroforesis de los productos de RT-PCR a partir de la molécula
385M-dsRNA. Se muestran las combinaciones de los partidores utilizados tanto en el
RT como en la amplificacion. La reaccidén de transcripcién reversa se realizé con
oligodT en los carriles 1 al 6, y con el partidor PC2 desde el 7 al 9. La amplificacion por
PCR se realizd con el partidor PC2 en los carriles 1 al 3 y 6 al 9, y con oligodT en los
carriles 4 al 6, Los carriles 1, 4 y 7 representan 3 pl de reaccién de RT utilizada para la
amplificacidn; carriles 2, 5 y 8 muestran la reaccion con 6 pl y los carriles 3, 6 y 9 un
control de reaccién de PCR sin Taq Polimerasa. Como control extra se presenta en el
Carril 10, 6 pl de reaccién de transcripcion reversa sin amplificar. M representa el DNA

del fago A digerido con HindIIl.
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Estas secuencias presentaban repeticiones de nucleétidos adenina o timina en el extremo
5" y 3° del inserto, que llegaban a alcanzar incluso las 100 repeticiones. Esto
imposibilitaba la secuenciacién interna del inserto debido a la dificultad operacional de
la secuenciacion encontrada con los fragmentos de este tipo. Sin embargo estas
secuencias podrfan ser un punto a considerar en relacién a la presencia de las

repeticiones de adeninas en la molécula M-dsRNA de la cepa UCD 67-385.

5.2 Método Aleatorio.

Al verse imposibilitado el clonamiento mediante la téenica de SPAT, se utilizé el
método de transcripcidn reversa por medio de hexanucleétidos de secuencia aleatoria.
De esta forma se buscaba realizar una genoteca con insertos de bajo tamafio (alrededor
de 600 pb, Tzanetakis y cols, 2004) a partir de los cuales se obtendria la secuencia
completa de las moléculas. Mediante los métodos de Tzanetakis y Sambrook, se logrd
obiener una serie de clones de tamafio inserto promedio de 700 pb, algunos de los
cuales fueron secuenciados con los partidores especificos del vector (Fig. 17). Asf se
lograron algunas secuencias, las cuales no presentan identidad con algo anteriormente

descrito presente en las bases de datos.

Para confirmar que este clon provenga de la molécula de dsRNA, se realizé una
reaccién de RT-PCR con la molécula L-dsRNA como molde y con los partidores 385L-
RIF y 385L-RIR, disefiados a partir de la secuencia del clon 385L-R1 (Fig. 18). El
producto de PCR obtenido demuestra que la secuencia obtenida en estos clones,
corresponde a la molécula L-dsRNA, lo que avala su uso para el disefio de nuevos
partidores, y la posterior obtencién de nuevos clones de la molécula sin la utilizacién de

partidores aleatorios.
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Clon

Secuencia

385L-R1

AAGGAAAAGGGAAATAACGTTCAGGGTCAAAGGCCATACAGTTCTCCATAAGGTCAAAATGAACGCTTC
AAACGTGACAAGACCTGTGAAGGATTTTCACGGAGGCGAAATACAGGTGGCACCTTTGTTGCCAGTTCT
AAGGAATGCTCGTGTGCCAATCCAAGTCAATCAGACTTCGGAGGAGGACGTAACTGCCGAAGATGTAG
AGTAGAACTATAAAAACTCCAAATACACGGGAACTGACACATCGGACTATCTATCGCAATACGGACAACT
ATATAACAGGAATTCATTCATAGGGCTTAACGTGCAGCCATGTGAAGGTGAGGAAAGCACGGGCAACA
GATGGGAGTTTGCCGACAGACAAATTCCCTTAACGATATCTCTAACAAGCCGGGGAAACATTGAAGCAG
TACCGTTTTCAGAAGCTCAGTATGCCTTCCTGGACCGGGAAAGCTCAAATAAATTCGGCATATTCGAGG
CAAGTAAAAGCGTGTATGGGGTAACAATGTCTGGGTTGGTGATAGCTAATGGTAAGGCTAAATTTTTCTT
CGCCTCAATCAAGCAATATTTGCTAACCCAATCTAAAGCAATGTTAATAGCCATGACCAGACACTTCTCT
AGCCTGTACGAGAGCTACGCTTATGATGATCCTACGTCAC

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query
0 100 200 300 400 500 600

Seyuences producing significant alignments:

Accession Description i o : | ,:'::. I.L .j.' e I _~“m“
%M 001487201.1 Pichia guilliermondii ATOC 6260 hypothstical protein (PGUG_00628) mRNA, complste cds 42.8 1.8 B1%
£C117825.9 Mus musculus chromosorne 18, clone RP23-80)4, complete sequence 42.8 1.8 g4
AC119259.15 Mus museulus chromosaoma 18, clone RP24-285N19, camplete sequence 42,8 1.8 B4%
AEQ13599.4 Drosophila melanogaster chromosome ZR, camplete sequence 41.0 64 B7%
AC104514.2 Drosophila melanogaster done BACR221.21, complete sequence 41.0 6.4 87%
CR4S0820.5 Zebrafish DNA sequence from clone CH211-209718 in linkage group 12, complete sequence 41.0 6.4 96%
ACD12195.9 Homo sapiens chromosome 15, clone RP11-44F11, complete sequence 41.0 6.4 92%
AL359259.18 Hurnan DNA sequence from clone RP11-182B22 on chromosome 1 Contains the 3' end of the MTR gene fa 41.0 6.4 B83%
AC156639.2 Mus musculus BAC clone RP23-301M11 from chromoseme 9, complete sequence 41.0 6.4 100%
AC154701.2 Mus muscoulus BAC clone RP24-344N20 from chromosome 14, complete sequence 41.0 6.4 92%,
AC151977.4 Mus rmusculus BAC clone RP24-534C19 from chromosome 9, complete sequence 41.0 6.4 100%
AL929104.3 Zebrafish DNA sequence from clone DKE'(-61011 in linkage group 14 Contains the 5' part of a novel gena 41.0 6.4 87%
4C011114.5 Homo sapiens, clone PP11-115A423, complete sequence a1.0 6.4 929%
ACDDS298.1 Drosophila melanogaster DNA sequence (P1s DE04841 (D188) and DS08189 (D218)), complete sequence 41.0 6.4 B7%
ALT29346.5 Zebrafish DMA sequence from clone DKEY-38P12, complete sequence 41.0 5.4 g%

Figura 17. Secuencia de un clon obtenido por el método aleatorio. A) Secuencia del

clon representativo 385L-R 1, obtenido desde la molécula L-dsRNA de la cepa UCD 67-

385. El tamaiio total del inserto es de 662 pb. B) Resultado del alineamiento de la

secuencia del clon 385L-R1 con los genomas depositados en la base de datos mediante

la herramienta BLAST. Se muestran los bajos niveles de identidad con algunos

genomas

publicados y los puntajes obtenidos para dichos alineamientos.
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Figura 18. Andlisis mediante RT-PCR del clon 385L-R1. Carril 1: RT-PCR de la
molécula L-dsRNA de la cepa UCD 67-385, con los partidores especificos 385L-RIF y
385L-RIR. Carril 2: PCR con los mismos partidores y la molécula L-dsRNA como
molde. Carril 3: PCR con los mismos partidores y el DNA plasmidial del clon 385L-R1

como molde,
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Los insertos de los diversos clones obtenidos son por tamafio, insuficientes para
completar atin la secuencia de Jas moléculas L-dsRNA y M-dsRNA de la cepa UCD 67-
385, pero son suficientes para proporcionar una secuencia conocida y ser utilizados en

futuros trabajos que busquen obtener la secuencia completa de estas moléculas.
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4, DISCUSION

1. Caracterizacién de los EGE de distintas cepas.

Las diversas cepas de X. dendrorhous estudiadas pueden ser agrupadas respecto a dos
distintos lugares de aislamiento: las cepas de origen japonés, como las cepas UCD 67-
383 y UCD 67-385; y las cepas de origen ruso, tal como VKMY-2059, VKMY-2266 y
VKMY-2786. En este trabajo se pudo detectar diferencias en la presencia de EGEs para
cada uno de estos grupos; sin embargo, fue necesario realizar repetidas extracciones
para confirmar este aspecto, y descartar si la ausencia de algiin EGE se debia al tiempo

de crecimiento del cultivo o a la calidad de la purificacién.

Para el caso de las cepas japonesas, la concentracién de las 2 moléculas de mayor
tamafio, L-dsRNA y M-dsRNA, fue constantemente superior a la de las moléculas S;-
dsRNA y S;-dsRNA, lo cual complicaba la deteccién de estas wltimas cuando una
extraccion no tenia una alta eficiencia. Sin embargo, en ninguna etapa de la curva de
crecimiento se pudo determinar algiin punto donde las moléculas descritas no estuviesen

presentes (El-Sherbeini y cols, 1984; Van Diepeningen y cols, 2006).

De esta forma, podemos relacionar el origen de las cepas estudiadas con el nimero de
moléculas encontradas en cada una de ellas. Sin embargo es necesario un mayor niimero
de cepas de los escasos lugares de origen (Kuscera y cols, 2000; Libkind y cols, 2007)
para confirmar una relacion entre ndmero de EGEs y origen geogrifico. Los sistemas
descritos en Saccharomyces cerevisiae cuentan con 2 virus de tamafio aproximados de
4,2 y 1,8 kb (Schmitt y Breinig, 2006). Sélo el primero de estos, el genoma del virus

SCV-L, posee un anilogo en términos de tamafio en las cepas estudiadas de X,
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dendrorhous. Existen cepas de S. cerevisige que poseen sélo el virus SCV-L, o cual
serfa un sistema similar al observado en las cepas rusas de este estudio. No obstante,
pese a la existencia de motivos conservados, la variabilidad de estas moléculas es lo
suficientemente alta como para impedir suponer algtin sistema en comtin entre ambos

géneros (Bruenn 1993; Thiele y cols, 1984).

2. Optimizacién de los métodos de extraccién.

Los métodos analizados han sido descritos en diversos organismos, cada uno con
finalidades especificas en términos de concentracién o estabilidad de las moléculas
(Lopez de Heredia y Cansen, 2004; Castillo y Cifuentes, 1994; Sambrook y cols, 1989).
Para X. dendrorhous fue necesario optimizar el método debido a la dureza de su pared
celular. Esto, junto con la baja concentracién de moléculas de dsRNA purificadas desde

el interior de los VLPs, dificultaron el avance en los objetivos planteados.

Considerando lo anterior, el intento de romper enziméticamente la pared de las células
no reflejé un aumento significativo en la concentracién de los dsRNA. purificados, y
pudo ser reemplazado con tiempos levemente mayores de ruptura con microesferas de
vidrio. De la misma forma, los otros métodos de ruptura consideraban wn mayor
cuidado de las moléculas obtenidas a cambio de un descenso importante de la
concentracién. Para nuestro estudio no justificamos esta pérdida, debido a 1a estabilidad
de las moléculas de dsRNA en comparacién a las de mRNA o complejos proteina-RNA

(Sambrook y cols, 1989; Lopez de Heredia y Cansen, 2004).

55




3. Hibridacién de moléculas de dsRNA

Los resultados de las hibridaciones presentadas en este trabajo, dejan de manifiesto la
variabilidad viral existente entre los 2 grupos de cepas de X. dendrorhous. La similitud
a nivel de la molécula M-dsRNA en las cepas de origen japonés, junto con el patrén
comin observado en los anélisis enzimdticos, nos permite suponer la existencia de un
mismo sistema viral para estas 2 cepas y posiblemente para otras con un origen comtin.
No obstante, nuestros datos no son suficientes para afirmar esto y son necesarias nuevas
hibridaciones entre las otras moléculas, andlisis fenotipicos e idealmente la secuencia de
estas particulas para lograr afirmar la suposicion antes planteada. De la misma forma,
podemos plantear la existencia de 2 sistemas virales distintos para las cepas de origen
diverso. La diferencia en el mimero de los EGEs de cada cepa y la diferencia estructural
en la tinica molécula commin nos hacen pensar en la existencia de mecanismos de accién

viral diferentes.

4. Clonamiento de moléculas de dsRNA.

Los escasos métodos de clonamiento de dsRNA fueron la base para sucesivas
modificaciones que buscaron llegar a este fin. Considerando lo anterior, el protocolo
con el que se obtuvo el clon pBS-385M se ajustaba a lo publicado en estudios anteriores
{(Potgiester y cols, 2002) y, pese a que los analisis iniciales indicaban un resultado
correcto, era necesario completar la secuenciacién ya que se desconocia cualquier
identidad con algo publicado anteriormente. SSlo al obtener la secuencia completa del
inserto y el resultado negativo de la hibridacién con la molécula M-dsRNA, se pudo

cuestionar la procedencia del inserto.
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Las dificultades que rodean a este protocolo estdn dadas mayoritariamente por el alto
mimero de pasos involucrados y la imposibilidad del verificar la integridad de las
moléculas tras el paso de denaturacién del dsRNA (Attoui y cols, 2000; Tzanetakis y
cols, 2005). La estabilidad del dsRNA se pierde alcanzado este punto, por lo que la
probabilidad de que la escasa concentracion del producto inicial sea aun menor tras la
denaturacion, dificulta mds el éxito del protocolo. Diversos estudios lograron clonar
moléculas de dsSRNA (Russel y cols, 1997; Schmitt, 1995) pero no muchos que lo
logren con moléculas de un tamafio superior a las 3 kb (Vreede y cols, 1997; Ambrose y
Clewley, 2006). Por ésto, la formacién de las hebras de ¢cDNA aparece como el paso
clave del proceso, debido a aspectos como la procesividad de la transcriptasa reversa, el
escaso producto inicial utilizado, la proporcién de hebras de ¢DNA exitosamente
completadas y la manera en que se forma la segunda hebra, paso donde normalmente se
beneficiard la formacién de moléculas de menor tamafic (Attoui y cols, 2000;

Tzanetakis y cols, 2005).

La posibilidad de encontrar zonas con regiones ricas en A o U en la molécula M-dsRNA
puede ser avalado por la secuencia de la molécula M;-dsRNA de S. cerevisige (Hannig
y Leibowitz, 1985), donde internamente se pueden encontrar segmentos poli-A en
sectores no codificantes de este RNA. Sin embargo, esto no guarda relacion con el resto
de la secuencia viral, por lo que no serfa valido pensar en una similitud estructural entre
particula y la molécula M-dsRNA de la cepa UCD 67-385; mds aun considerando que
hay mas de 1 kb de diferencia en tamafio entre ellas. Pese a esto, este dato podria ser de
utilidad en el andlisis de la molécula M-dsRNA de la cepa en estudio, ya sea para una
posible purificacién especifica del RNA, o idear nuevos métodos de clonamiento a

partir de esta region.
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Pese a que los métodos se han descrito en otras moléculas de dsRNA (Ambrose y
Clewley, 2006), no se descarta que los genomas virales presentes en X. dendrorhous
posean algtin tipo de modificacién o estructura que impida alguno de los pasos
planteados. Algtn tipo de modificacién podria bloguear el ligado del adaptador, o Ia
misma estructura del dsSRNA podria adquirir una conformacién que impida, o al menos
dificulte algiin paso descrito. Sin embargo la naturaleza de estas particulas y el
desconocimiento de la secuencia, son los puntos de mayor dificultad para el éxito del

protocolo.
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5. CONCLUSIONES

1. Se determind la existencia de 2 sistemas virales distintos y especificos al lugar
de origen de las cepas de X.dendrorhous. Las cepas de origen japonés poseen un
sistema compuesto por 4 moléculas de dsRNA de tamafios 4,8, 3,4, 0,8 y 0,6 kb.
Las cepas de origen ruso en cambio, poseen un sistema viral compuesto por sélo

una molécula de dsRNA de 4,8 kb de tamafio.

2. Por medio de hibridaciones, se establecié que los genomas virales M-dsRNA de
las cepas UCD 67-383 y UCD 67-385 presentan un grado de identidad, Io cual
no fue observado entre las moléculas L-dsRNA de las cepas de distinto origen,

UCD 67-385 y VKMY-2786.

3. Mediante los métodos descritos para el clonamiento de dsRNA, no se consiguid
obtener clones que posean la secuencia de los genomas virales completos de la
cepa UCD 67-385. El tamafio de las particulas y el alto nimero de pasos

involucrados representan las mayores limitantes para el éxito del protocolo.

4. Se optimizé un método de extraccién de dsRNA en X. dendrorhous mediante Ia
ruptura fisica de la pared celular mediante perlas de vidrio y fenol 4cido. El
tiempo Optimo de ruptura fue 40 minutos, donde se presentaba una alta
concentracién de moléculas de dsRNA sin llegar a un nivel de degradacién de

las mismas.
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