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RESUMEN

Micovirus es la denominacion dada a los virus encontrados en hongos
filamentosos v levaduras, cuyo material genético principalmente es de tipo RNA
de doble hebra (dsRNA) encapsidado en particulas tipo virus. A diferencia de
virus de mamiferos, no poseen un ciclo infectivo extracelular y en general son
funcionalmente cripticos en el huésped. El sistema killer de Saccharomyces
cerevisiae, fenotipo dado por la presencia de micovirus, es el mayormente
caracterizado genética y bioquimicamente. Este sistema esta compuesto por dos
virus con genoma de dsRNA, que codifican para las proteinas virales
estructurales y para una toxina, la cual es exportada y produce la muerte de las
células sensibles.

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura de Importancia
biotecnolégica en la cual se han encontrado moléculas de dsRNA. En cepas de
esta levadura se ha descrito la presencia de hasta cuatro dsRNAs de diferente
tamario (L1, L2, §1, S2), pero se desconoce su identidad y su clasificacion como
virus. El objetivo principal de la presente memoria de titulo fue d;aﬁnir si estos
dsRNA corresponden a micovirus y su probable estructura genémica.

Los andlisis de los resultados obtenidos para los dsRNA de mayor
tamario, sugieren gue estos corresponderian a virus del género Totivirus. El
estudio molecular muestra que hay dos secuencias de la molécula dsRNA L1,
sugiriendo que existirian dos virus con similar tamafio pero con diferente
secuencia, conformando asi el sistema viral de X. dendorfious UCD 67-385 en
L1-A, L1-B y L2. El andlisis de su secuencia muestra que sus genomas estan
estructurados de la misma forma, con dos ORF, uno cercano al extremo 5' que
codificaria para la proteina de capside vira! y el segundo ubicado hacia el

extremo 3’ que codificaria para una RNA polimerasa dependiente de RNA. En




L.1-B dsRNA el analisis bioinformético de la secuencia traducida evidencla que
estos dos ORFs, ubicados en distinto marco de lectura, estén sobrepuestos en
114 pares de bases. En esta sobreposicion de ORF se encontré estructuras
caracteristicas de corrimiento de marco de lectura como lo son un ‘pseudoknot’ y
un sitio resbaladizo, de modo que ia RdRp sélo se sintetizaria como una proteina
de fusion. Estas estructuras no se encuentran en L1-A dsRNA ya que los ORFs
descritos en ella estan en igual marco y por tanto no existe una sobreposicion de
los mismos. En la molécula L2, el 5' ORF presenta mayor identidad con virus F
de Black raspberry y, a pesar que los ORFs estan en distinto marco, no se
encontraron estructuras tipicas para el corrimiento en el marco de lectura.

Del andlisis dsRNA de menor tamaiio, se observd variacion respecto de
sus secuencias, con largos desde 707 a 730 para S1 y de 694 a 739 para S2. En
todos se encontrd 1 ORF. En la comparacién de la secuencia nucleotidica y de la
secuencia traducida de los ORFs con la base de datos no se encontré moléculas
similares.

Resumiendo, el andlisis de todas estas secuencias sugiere que [os
dsRNAs de mayor tamafio presentes en X. dendrorhous, cepa UCD-385,
pertenecen a virus de la familia Totiviridae, existiendo una coinfeccion viral en

esta levadura.
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ABSTRACT

Mycoviruses are viruses found in filamentous fungi and yeasts, whose
genetic material is mainly double stranded RNA (dsRNA) encapsidated in virus
like particles. Unlike mammalian viruses, mycoviruses don't have an extracellular
infective cycle and are, in most cases, functionally cryptic in the host. The killer
system of S. cerevisiae, a phenotype encoded by mycoviruses, is the most
characterized at genetic and biochemical level. This system is composed by two
dsRNA viruses that encode for structural viral proteins and for an extracellular
toxin that produces death of sensitive cells.

In the biotechnologically important yeast Xanthophyllomyces dendrorhous
the presence of dsRNA with different sizes (L1, L2, S1, S2) has been described
in some strains. The identity and classification of these dsRNAs remains
unknown. The main goal of this study was to define if these dsRNAs belong to
mycoviruses and determine their possible genomic structure.

Analysis of the results obtained for dsRNAs of larger size, suggests that
these dsRNA belongs to the Totivirus genus. Interestingly, two sequences were
obtained for dsRNA L1, suggesting that there are two viruses of similar size but
different sequences. Therefore the L1-A, L1-B and L2 dsRNAs conform the X.
dendrorhous UCD 67-385 viral system. The structure of this three genomes is
similar showing a 5-ORF that encodes for the viral capsid protein and a 3'-ORF
that encodes for a RNA- dependent RNA polymerase. In L1-B the ORFs are in
different reading frames, overlapping in 114 base pairs. In this overlapping region
characteristic structures for frameshifting such as pseudoknot and slippery site
were found, so the RdRp would be synthesized as a fusion protein. A similar

organization was found for ORFs of L2 dsRNA, but typical structures for
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frameshiftting were not found. Instead, the ORFs of L1-A dsRNA are in the same
reading frame and not overlapped.

In the analysis of small size dsRNA sequence variation was observed,
with lengths going from 707 to 730 bp for S1 and lengths from 694 to 739 bp for
S2. Only one ORF was found in each small size dsRNA studied and they showed
no homology for nucleotide or translated sequences when analyzed in the
database .

In summary, bioinformatic analysis of L1-A, L1B and L2 dsRNAs of X.
dendrorhous UCD-385 strain suggest they belong to the Totiviridae virus family,
so therefore there should be a multiple dsRNA infection in this yeast so this

dsRNAs could enter the cell.
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1. INTRODUCCION

Los virus infectan todo tipo de organismos y tipos celulares. Esta versatilidad
es dependiente de las diferencias tanto en la morfologfa de su capside proteica y
presencia o no de manto, asi como en el tipo de material genético que poseen. En
particular, aquellos que han sido encontrados en hongos filamentosos y levaduras
se les ha denominado micovirus. El materia! genético de los micovirus puede ser de
DNA de simple (ssDNA) o doble hebra (dsDNA), circular o lineal, o de RNA de
doble hebra (dsRNA) con genoma encapsidado en particulas tipo virus (VLP). Estos
Gltimos no poseen una fase infectiva extracelular en su ciclo de replicacion, por lo
que no son considerados infecciosos, y son transmitidos a la descendencia celular
o a ciertas células, por apareamiento de estas (Schmitt y Breinig, 2002). A pesar de
ser infecciones latentes en su hospedero, su presencia no se ha relacionado de
manera clara con alguna expresién fenotipica, con la excepcion de Ia hipovirulencia
o de las toxinas ‘killer’ en ciertas especies de levaduras (Compel y col., 1998; Nuss,
2005). Aun asi, se consideran de un gran éxito puesto que son frecuentes en todas
las taxas de hongos.

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) realiza una
clasificacion de los virus en base a sus caracteristicas fisicas y el hospedero a
infectar. Los virus con genoma de RNA se han clasificado en diez familias, siete de
las cuales corresponden a virus de RNA de doble hebra (dsRNA). La descripcién de
las familias se realizd segfn la presencia y caracteristicas de una cépside que
proteja su genoma y la segmentacién del dsRNA. Las familias descritas son:
Birnaviridae, Chrysoviridae, Cystoviridae, Hypoviridae, Reoviridae, Partitiviridae y
Totiviridae. Dentro de estos, se incluyen virus de importancia médica, veterinaria y
agropecuaria que afectan a vertebrados, invertebrados, plantas, hongos y

procariontes. La mayoria de estos virus, aunque no todos, tienen una estructura de




particula viral de forma icoesaédrica, con un didmetro entre los 30 y 90 nm, y en su
genoma contiene el tnico gen que es comin en todos los virus de RNA: el gen para
una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) (Bruenn, 1993). Esto da lugar a
muchas similifudes, no solo en estrategias de replicacién, sino también en
propiedades estructurales y bioguimicas, lo que provee evidencia de la existencia
de un ancesiro comin. De estas familias, sélo Hypoviridae, Partitiviridae y
Totiviridae tienen como hospedero levaduras y hongos filamentosos, siendo
Totiviridae 1a familia mejor descrita. Los miembros de esta familia se caracterizan
por tener un genoma no segmentado que codifica para dos proteinas esenciales
para su replicacién y mantenimiento (Ghabrial, 1998). Pertenecen a esta familia los
virus presentes en Bolryotinia fuckeliana, Epichloe festucae, Magnaporthe oryzae,

Saccharomyces cerevisiae y Ustilago maydis.

1.1. Familia Totiviridae

Los totivirus que infectan levaduras, hongos y protozoos son los tnicos virus
de dsRNA que presentan genoma {ineal no segmentado de un tamafio entre 4,6 y 7
kb. El viridn contiene a una hebra doble de RNA que no tiene 5'-cap. Algunos virus
tienen un dsRNA adicional que codifica para una toxina proteica y que es
encapsidado separadamente del genoma viral. (Fauquet y cols., 2005). Se ha
descrito y anotado la secuencia nucleotidica completa de veinticuatro virus
pertenecientes a la familia Tofiviridae (Tabla 1). La organizacion de su genoma
evidencia ia presencia de dos ORFs, generalmente sobrepuestos. Un ORF codifica
una proteina de capside (Gag) ubicado hacia el extremo &' y el otro ORF proximo
hacia el extremo 3' codifica para una RdRp. La traduccién del mensajero que
codifica para la polimerasa sélo se produce por medio de un mecanismo
conservado que involucra la sintesis de una proteina de fusion. En la familia

Totiviridae se proponen tres mecanismos basicos en la traduccion de la RdRp. El




Tabla 1: Totivirus con secuencias nucleotidicas completas publicadas.

Virus Acrénimo N° acceso Tamaio (pb)

Black raspberry virus F BRVF NC009890.1 5077
Botryotinia fuckeliana totivirus 1 BFTV1 NC009224.1 5261
Conithyrium minitans CmRV AF527633 4975
Eimeria brunett RNA virus 1 EbRV1 AF356189 5358
Epichloe festucae virus 1 EfV1 AM261427 5109
Giardia lamblia virus GLV L13218 6100
Giardia lamblia virus cepa China GLV-C AF525216 6273
Gremmeniella abietina RNA virus L1 GaRVLA1 AF337175 5133
Gremmeniella abietina RNA virus L2 GaRVL2 NC005965.1 5129
Helicobasidium mompa No.17 L HMNV17 NC005074.1 5207
Helminthosporium victoriae 190S virus Hv190SV U41345 5179
Leshmania RNA virus 1-1 LRV1-1 M92355 5284
Leshmania RNA virus 1-4 LRV1-4 u01899 5283
Leshmania RNA virus 2-1 LRV2-1 U32108 5241
Magnaporthe oryzae virus 2 MaOVv2 NC010246.1 5193
Saccharomyces cerevisiae virus L-A ScV-L1 J04692 4579
Saccharomyces cerevisiae virus L-a ScV-La u01060 4615
Sphaeropsis sapinea RNA virus 1 SsRv1 AF038665 5163
Sphaeropsis sapinea RNA virus 2 SsRv2 AF039080 5202
Thielaviopsis basicola dsRNA virus 1 CeRV1 AY561500 5310
Trichomonas vaginalis virus TV u08999 4647
Trichomonas vaginalis virus || TVVII AF127178 4674
Trichomonas vaginalis virus 3 TVV3 AF325840 4844
Ustilago maydis virus H1 UmVH1 NC003823 6099




primero es un mecanismo hipotético de salto del ribosoma usado por el virus 2-1 de
RNA presente en Leshmania para la produccidon de una proteina de fusién capside-
RdRp (Scheffter y col., 1994; Scheffter y col., 1985). El segundo mecanismo esta
basado en diferentes tipos de corrimiento en el marco de lectura del ribosoma. El
virus de Giardia fambia (Wang y col.,, 1993) y Saccharomyces cerevisiae L-A
(Dinman y col., 1991) producen una protefna de fusion Gag-RdRp por medic de un
mecanismo en el cambio de marco de lectura en -1 durante la traduccion. En
cambio el virus 1-1 de RNA presente en Leshmania y el virus Trichomonas vaginalis
cepa T1 probablemente usan un mecanismo en el cambio de marco de lectura +1
(Ghabrial, 1998) (Tai y Ip, 1995). Ambos mecanismos necesitan la presencia de un
sifio resbaladizo heptamérico y una estructura de ‘pseudoknot’ en la zona de
sobreposicion (Diamond y col., 1989; Tzeng y col., 1992). El tercer mecanismo
usado para traducir la RdRp es un acoplamiento hipotético de término-reinicio,
descrito en Helminthosporium victoriae 1908 (Soldevila y Ghabrial, 2000). En el &'
UTR se postula la presencla de un sitio funcional de entrada interna al ribosoma
(IRES) que dirige la traduccién del ORF de gag por un mecanismo cap-
independiente (Huang y Ghabrial, 1996). Ademas sitios que son esenciales para la
encapsidacion, replicacién y corrimiento en el marco de lectura han sido definidos
en el genoma viral.

El virion esta formade por una Gnica proteina de peso molecular entre los 73
y 88 kDa, que en cierfos casos se le ha descrito actividad quinasa o actividad
catalitica. La RNA polimerasa esta presente como protefna de fusién Gag-Pol, en
donde el dominio Pol de la proteina tiene tres sitios de actividad de unién de RNA
de hebra simple. Cerca de la cuarta parte del N-terminal de la polimerasa es

necesaria para el ensamblaje del virus y la encapsidacion de Ia hebra positiva de




RNA y por tanto, uno de estos sitios de unién a RNA esta en esta zona. El virién no

presenta lipidos y no se ha reportado la presencia de carbohidratos.

1.1. Sistema viral en Saccharomyces cerevisiae.

Los virus de levaduras mejor caracterizados son los presentes en la
levadura S. cerevisiae, responsables del fenotipo ‘killer’ descrito en la década del
60’. Este fenotipo corresponde a la produccién una proteina de bajo peso
molecular, sefialada como una foxina, que es responsable de la actividad
antifangica (Schmitt y Breinig, 2002). Los viriones son particulas icosaédricas, de un
diametro de 38 nm, que contienen una moleécula de dsRNA de 4,6 kb, denominado
ScV-L (Wickner, 1998). El genoma viral codifica principalmente para una proteina
estructural de la capside viral de 76 kDa denominada Gag, y también para una RNA
Polimerasa dependiente de RNA (RdRp) de 180 kDa (Fig 1). Se evidencia ademas,
la presencia de un segundo dsRNA, de tamafio entre los 1,6-1,8 kb (ScV-M),
denominado virus “Killer”, puesto que cadifica para una preprotoxina, precursora de
la toxina, que participa también en la inmunidad contra la misma. ScV-M utiliza las
proteinas generadas a partir de la expresién de los genes codificados en ScV-L
para poder formar particulas virales y en base a esto es que se [e considera un
virus satélite (Schmitt y Breinig, 2006). Atn ocupando las misma proteinas, este
segundo dsRNA se encapsida en particulas independientes a las que contienen al
genoma de la particula denominada L-A, puesto que no esta unido fisicamente a &l
(Preisig y col., 1998). Fundamentado en esto y en la evidencia de encontrar mas de
uha molécula ScV-M dentro de [a particula viral, se obsetva que la capacidad de
contenido de la particula esta determinada por la estructura de la proteina de

capside y no por el tamafio del genoma.
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Figura 1: Organizacion y corrimiento del marco de lectura en la traduccién del
genoma viral de S. cerevisiae (L-dsRNA). En celeste se presenta el ORF
codificante para la proteina de la capside, Gag, y en amarilo, el ORF codificante del

segmento Pol del a proteina de fusion Gag-Pol (Adaptado de Wickner, 1996)




En el genoma de ScV-l-A existen dos marcos abiertos de lectura,
sobrepuestos en 130 nucledtidos en donde el 3-ORF estd en un marco -1 en
relacién al 5-ORF (Diamond y col., 1989). El ORF cercano al &' codifica para una
polimerasa en Ia cual existen tres dominios de union a RNA de hebra simple, cada
uno necesario para la propagacion del virus,

Uno de estos dominios se encuentra en la parte central de la molécula
(residuos aminoacidicos 506 a 546). Este dominio es inusual puesto que so6lo se
detecta luego de la eliminacién de una parte del C-terminal de la polimerasa. Se ha
postulado que este motivo forma parte de los elementos requeridos por la
magquinaria de replicacién viral. Esta replicacion viral exige que [a polimerasa se una
al RNA viral de hebra simple, a través de los motivos de unién, y luego lo suelte
(Ribas y col., 1994; Routhier y Bruenn, 1998). Los otros dos motivos se encuentran
préximos al extremo carboxilo. Estos forman un "loop", en donde el primero esta
involucrado en el reconocimiento de la proteina de la capside y el empacamiento
del RNA y el segundo es necesario para la replicacién de la molécula una vez
dentro de la particula viral. Por tanto estas regiones son consideras como una
regién de alto grado de identidad dentro de los genomas de virus de dsRNA ya que
su supresion elimina la capacidad de encapsidacion (Ribas y col., 1994; Wickner,
1996). Como es de esperar, los residuos altamente conservados en la hebra
positiva de los dsRNA son estrictamente requeridos para la propagacién de los
satélites, y es por esto que ScV-M presenta doble sefial de empaquetamiento
(Routhier y Bruenn, 1998).

Con respecto a la proteina Gag, en S. cerevisiae se requieren 120
mondémeros de ésta para formar cada particula viral. Esta proteina tiene un rol
estructural en la formacién de los compartimientos que protegen el genoma de
dsRNA de otros componentes celulares, y ademas cumple un rol catalitico ya que

puede remover una estructura 5'cap desde RNAs mensajeros celulares y adjuntarlo




a su propia secuencia aminoacidica en el residuo de histidina 154. Esta actividad
catalitica seria un mecanismo de distraccién parcial al sistema de exoribonucleasa

celular para que los RNAs virales puedan ser traducidos (Masison y col., 1995).

1.1.1. Replicacioén viral

Dentro de las particulas virales es donde ocurre la sintesis de ambas
cadenas de RNA, tanto la positiva como la negativa, pero en diferentes puntos del
ciclo de replicacion viral.

La cadena positiva de RNA es expulsada de la particula viral, sirviendo tanto
como RNA mensajero para la sintesis de nuevas proteinas virales, y como genoma
viral. Estas particulas contienen una hebra positiva, y mediante la accién de la
RdRp se produce la sintesis de la hebra negativa (paso de replicacion) para formar
el dsRNA, completando el ciclo (Fig. 2). Ei ciclo de replicacion de los dsRNAs
satélites que codifican para proteinas de la toxina (M1, M2) o dsRNA no completos,
denominados defectivos de L-A (como X-dsRNA) es similar al de ScV-L, con la
excepcién que no todos los transcritos de la hebra positiva son liberados de la
particula.

La proteina RdRp es expresada solamente como una proteina de fusion
formada por un evento de corrimiento de marco de lectura (CML) a nivel ribos6mico
en -1, evento que ocurre alrededor del 2% de la traduccion, cuando el ribosoma
esta en la regidn de sobreposicion de los dos ORF. Para que ocurra este evento de
CML se necesita la presencia de dos estructuras en el +RNA: un sitio resbaladizo y
la formaci6n de un loop. El sitio resbaladizo es una secuencia de 7 nucledtidos de la
forma X XXY YYZ, donde X es cualquier nucledtido, pero las tres bases deben ser
la misma, Y s6lo puede ser A o T (U) y Z no puede ser G. Esta secuencia permite a
los RNAs de transferencia re-aparear en el sitio A y P del ribosoma, debido a la

presencia de las bases en Y que permiten un desapareamiento del RNA en el sitio
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A. El nuevo apareamiento ocurre en un marco -1 con respecto a las bases ya
traducidas (Farabaugh, 1996). El segundo elemento estructural necesario es
generalmente un pseudoknot de RNA que corresponde a una estructura de loop, el
cual se une a una secuencia del 3' a la base del tallo (Tzeng y col., 1992).La
presencia de esta estructura promueve la detencién de los ribosomas con el fin de
promover el desapareamiento de los tRNA. De esta forma al retroceder en una
base el ribosoma, se comienza a expresar un nuevo marco de lectura que da lugar
a la proteina gag-pol. Puesto que la secuencia de la polimerasa incluye los
dominios necesarios para el empaquetamiento viral de la hebra positiva de ssRNA y
suponiendo que el dominio Gag de la proteina de fusién asegura que la polimerasa
esté en la particula viral mediante la interaccién protefna gag-gag, la existencia de
la proteina de fusion garantizaria el empaque del genoma viral y la inclusion de la
polimerasa de RNA en la particula (Dinman y Wickner, 1992; Wickner, 1996).

La eficiencia del CML-1 determina la tasa de proteinas Gag y Gag-pol
producidas en la célula. Asl, la concentracion de proteina Gag es de 50 veces mas
que la concentracion de la proteina Gag-Pol. Un exceso de Gag y por lo tanto una
disminucién de Gag-Pol tiene como consecuencia un ensamblaje de particulas
virales incompletas, puesto que se pueden formar particulas cerradas antes que la
proteina de fusion Gag-Pol se una a un ssRNA. Esto resulta en la disminucién
gradual de los niveles de ScV-M y su eventual pérdida. Al contrario, una
disminucion en la concentracion de la proteina Gag y un exceso de Gag-Pol
provoca un aumento en el ensamblaje de particulas virales incompletas, pero pocas
particulas completas si es que la union del ssRNA no es un prerrequisito para la
polimerizacién (Fig. 2) (Dinman y Wickner, 1992).

Ya que el sistema viral presente en S. cerevisiae fue el primero en ser
caracterizado, sentd las bases para descubrir y estudiar sistemas virales similares

en otras levaduras y hongos filamentosos. Tal es el caso de Ustifago Maydis
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Figura 3: Modelo que remarca la importancia en la eficiencia en el cambio del
marco de lectura. (A) Una correcta tasa de proteinas gag/gag-pol permiten que los
dimeros de gag-pol una a un ssRNA produciendo el ensamble correcto de
particulas virales. (B) Un exceso de gag-pol resulta en la formacion de particulas
incompletas y pocas particulas completas. (C) Una disminucién de gag-pol tiene
como efecto en un ensamblaje de particulas virales incompletas, puesto que se
forman particulas cerradas antes que la proteina de fusion Gag-Pol se una a un
ssRNA (Modificado de Dinman y Wickner, 1992).




(Koltin y Day, 1976) o Botryitis cinerea (Castro y col., 1999), ambas de importancia
economica al ser hongos que afectan al maiz y los vifiedos respectivamente. Bajo
esta linea, existen otras levaduras de importancia biotecnolégica e industrial, tal
como Xanthophyllomyces dendrorhous, en 1a que ya se ha descrito la presencia de
cuatro elementos extracromosémicos (EGEs) del tipo dsRNA en la cepa UCD 67-

385 y que es necesario avanzar en su caracterizacion.

1.2. Xanthophyllomyces dendrorhous.

X. dendrorhous es una levadura basidiomicete de importancia biotecnolégica
debido a su produccién de carotenoides, tales como fitoeno, licopeno, B-caroteno y
principalmente astaxantina (cerca del 85% total de los pigmentos celulares), siendo
este (ltimo ocupado en la industria acuicola como colorante de salmones para
generar [a pigmentacién naranja de estos y en [a industria farmaceutica como
antioxidante. En esta levadura se ha descrito la presencia de elementos genéticos
extracromosémicos del tipo dsRNA (Castillo y Cifuentes, 1994; Pleiffer y col,,
1996), que presenta un polimorfismo tanto en tamafio como en nimero. Entre las
distintas cepas aisladas desde diferentes sitios geograficos, tales como Japdn,
Rusia, Alaska, Finlandia, Argentina y Chile, se ha descrito la presencia desde cero
hasta cuatro moléculas de dsRNA, las cuales han sido denominadas L1-dsRNA
(5kb), L2-dsRNA (3,7 kb), M-dsRNA (1,2 kb), S1-dsRNA (0,9 Kb) y S2-dsRNA
(0,8Kb) (Baeza y col., 2009).

El trabajo inicial en los dsRNA de X. dendrorhous fue relacionar el origen de
las cepas con el nimero de moléculas encontradas (polimorfismo). Atin cuando se
logré generar una relacion, experimentos de hibridacion de sondas, las cuales
fueron generadas mediante transcripcidn reversa con marca radioactiva,

evidenciaron la variabilidad existente en las distintas moléculas segtn su origen.
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Trabajos anteriores mostraron la presencia, a nivel citoplasmatico, de VLPs
de un tamarfo aproximado de 40 nm. Pfeiffer y cols {1996) ademas indican que
existe una copurificacion de estas VLPs con los dsRNA, sugiriendo que L1-dsRNA
forma parte de estas particulas. Por otro Jado, en un intento por caracterizar estas
moléculas, se logrd clonar parcialmente los genomas L1 y L2 de la cepa UCD 67-
385 (Sanhueza M., 2008).

En el presente trabajo se propone caracterizar completamente las cuatro
moléculas presentes en la cepa UCD 67-385. Esto se realizard mediante la
clonacién de estos dsRNA y el analisis, tanto de su secuencia nucleotidica, como

de la secuencia aminoacidica traducida in silico.
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2. HIPOTESIS

Los dsRNA presentes en X. dendrorhous corresponden a genomas virales

pertenecientes a la familia Tofivirus.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Identificar y caracterizar la estructura genémica de las moléculas de dsRNA

presentes en X. dendrorhious.

3.2 Objetivos Especificos

» Purificacién de cada uno de los de dsRNAs presentes en la cepa UCD 67-

385 de X. dendrorhous.

» Optimizacién del protocolo de clonacién de dsRNA

» Clonacién y secuenciacion de cada uno de los dsRNAs.

» Andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas y plasmidios.
La cepa UCD 67-385 de X. dendrorhous se utilizd para la extraccién de

dsRNA. La cepa electrocompetente de E. coli DH5a se utilizé para la clonacién de
los dsRNAs usando como vector de clonacién los plasmidios pBluescript SK2 (pBS)

y pCR-Blunt II-TOPO.

4.2, Partidores.

En [a Tabla A1 del anexo se muestran los nombres y descripcion de los

partidores que se utilizaron en este trabajo.

4.3. Cultivo de microorganismos.
4.3.1. Cultivo de E. coli.

E. coli se cultivd a 37°C en agitacién constante por al menos 18 h, en tubos
de 12 ml con 6 ml de caldo LB, que contiene 1% de triptona, 0,5% de extracto de
levadura y 0,5% de NaCl. En el caso de cultivo en placa se agregd al medio LB,
Bacto-Agar al 1,5%. Para el reconocimiento de clones transformantes y que poseen
un plasmidio recombinante, se utilizé6 medio LB-agar suplementado con ampicilina
(100 pg/mi) y X-Gal (30 pg/ml) o LB-agar suplementado con kanamicina (50 pg/mi)

seglin el vector utilizado.

4.3.2. Cultivo de X. dendrorhous.

X. dendrorhous se cultivd medio YM que contiene 0,3% de extracto de
levadura, 0,3% de extracto de malta, 0,5% de bactopeptona y 2% de glucosa, en
matraces de 250 ml con 100 ml de medio. Los cultivos se crecieron por 5 dias en

agitacion constante a 22 °C.
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4.4. Técnicas de Biologia Molecular.
44.A1. Extraccion de RNA total de X. dendrorhous.

El cultivo de células se centrifugo a 2700g y el pellet de células se lavé dos
veces con amortiguador TE (25mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8) y resuspendido
en 3 ml del mismo amortiguador. A un volumen de 100 pl de células se adiciond
400 ul de amortiguador TE, 250 |2l de microesferas de vidrio de 0,5 mm de diametro
(BioSpec Products Inc., USA) y un volumen de fenol acido a pH 4,0. La mezcla se
agité por 3 min en un equipo Mini-Beadbeater-16 {BioSpec) y luego se centrifugd a
10.000 g durante 10 min. Luego de extraer la fase acuosa, ésta se sometioé a una
extraccion organica con un volumen de fenol acido y posteriormente con un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Los RNAs presentes en la fase
acuosa se precipitaron agregando dos volimenes de isopropanol e incubados a -
20°C por 16 h, y luego se centrifugd a 10.000 g durante 10 min. El pellet se
resuspendio en 20 pl de agua libre de nucleasas. Para degradar el DNA [estante en
la extraccion de dsRNA se utilizd 1 U de RNasa H por cada pg de acido nucleico
presente. Para degradar el ssRNA presente en la muestra se utilizé 1 U de
Nucleasa S1 por yug de acido nucleico presente . Esta muestra de dsRNA se guardo

a -20°C hasta su utilizacion.

4.4.2. Extraccion de DNA plasmidial.

La extraccién de DNA plasmidial desde E. coli se realizd segin lo descrito
por Sambrook y cols. (2001) y ademas mediante el kit de exiraccién de DNA
Plasmidial (Axygene)}, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El DNA fue

guardado a -20° C hasta su utilizacion.
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4.43. Electroforesis de en geles de agarosa.
Las muestras de dsRNA, productos de PCR y DNA plasmidial se prepararon

agregando el amortiguador de carga BCP (100mM Rojo cresol, 8,3% de glicerol).
La electroforesis se realizd en geles de agarosa con una concentracion de agarosa
entre 1 y 1,5% con Bromuro de Etidio (0,5 pg/ml) en amortiguador TAE (44,5 mM
Tris, 44,5 mM &cido bérico, TmM EDTA, pH 8.0}, siendo este dltimo también el
amortiguador de corrida. Como marcadores de peso molecular se utilizaron AHindlll
(Fermentas), 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) y 1Kb DNA Ladder (New

England Biolabs).

44.4. Purificacion de fragmentos de DNA a partir
de geles de agarosa.

Las bandas de dsRNA y DNA se recuperaron desde los geles de agarosa,
mediante cortar e! fragmento de interés, y utilizacion de el Kit de purificacién de

DNA UltraClean™ 15 (MO BIO) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.5. Ligacién de DNA.

Las reacciones de ligacién se realizaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor de la DNA ligasa o kit. En el caso de pBlueScriptSK se utilizé amplicén
en una proporcion molar 3:1 respecto del vector, con 2U de DNA ligasa
(Fermentas) en un volumen final de 10 pl, siendo incubadas durante 16h. La
reaccién se incub6d a 22°C en el caso de extremos cohesivos y a 15°C los extremos
romos. La reaccion se dializd6 durante 20 min en membranas de nitrocelulosa

(Millipore) contra agua destilada, y fueron guardadas a -20°C hasta su utilizacion.

17




4.4.6. Digestiones Enzimaticas.

4.4.6.1. Digestion con RNasa H.
Para degradar el dsRNA luego de la reaccién de RT-PCR se utilizé 1U de

RNasa H (New England Biolabs) incubando durante 30 min a 37°C en amortiguador
20mM Tris HCI, KCI 0,1 M, MgCl; 10mM, mM DTT 0,1mM, sacarosa al 5%, pH 7,5,

en un volumen final de 20 pl.

4.4.6.2. Digestion con Nucleasa S1.

Para degradar el ssRNA presente en la extraccion de dsRNA, o para
asegurar extremos romos en los dsRNA antes de ligar el adaptador, se utilizd 1U de
Nucleasa S1 (New England Biclabs) por pg de 4cidos nucleicos e incubd durante
40 min a 37°C en amortiguador acetato de potasio 30 mM pH 4,5, NaCl 0,3M,

sulfato de Zinc TmM y glicerol al 5%, en un volumen final de 20 pl.

4.4.6.3. Digestion con Endonucleasas de Restriccién

Para obtener el vector pBlueScriptSK lineal y con extremos romos, este se
incubéd con 1 U de por la enzima EcoRV (Fermentas) por cada pg de DNA en buffer
Tris-HCI10mM, MgCl,10 mM, KCl 100 mM y 0,1 mg/ml BSA, pH 8,5. Se ocupd 1U
de enzima por cada g de DNA.

Para linearizar el vector pBlueScriptSK con el fin de poder determinar el
tamafio del inserto clonado, se incubé con la enzima Notl (New England Biolabs) en
buffer Tris-HCI 50mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM y 0,1 mg/ml BSA, pH 7,5. Se

ocupé 1U de enzima por cada pg de DNA.

4.4.6.1. Digestion con DNasa |

Para degradar el DNA restante en la extraccién de dsRNA se utilizd 1 U de

enzima por cada pg de acido nucleico presente. Se incubd durante 10 min a 37°C
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en amortiguador Tris HCl 10 mM, pH 7,5, MgCl; 2,5 mM, CaCl, 0,5 mM en un

volumen final de 50 pl.

4.4.7. Reaccién de Transcripcion Reversa

4.4.7.1. Reaccion de Transcripcion Reversa (RT)

Las reacciones de RT realizadas para obtener el cDNA a partir de los
dsRNA fueron realizadas con la enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Invitrogen).
Las reacciones de RT se realizaron en un volumen final de 20 pl. La reaccion
contenia entre 300 y 500 ng de dsRNA purificado, DMSO al 20%, 2 M de cada
partidor o hexanucledtidos de secuencia aleatoria, amortiguador 5X (Tris-HCI 250
mM (pH 8.3), KCI 375 mM, MgCl; 15 mM), DTT 0.1M, 40U de Inhibidor de RNasa
(New England Biolabs), dNTPs 0,2 mM y 200U de enzima. Se incubé a 94°C por 8
min el dsRNA junto con los partidores, en presencia de DMSO y se enftid
rapidamente en hielo, La reaccidn de RT se realiz6 adicionando dNTPs, la enzima,
amortiguador de enzima, DTT e inhibidor de RNasa y se incubé a 37°C durante 90

min, para luego detener la reaccién incubando a 72°C por 15 min.

4.4.7.2. Modificacién de la técnica de amplificaciéon por
partidor anico (M-SPAT)

En las reacciones de SPAT realizadas, en el caso de las moléculas de
mayor tamafio para obtener la parte final de cada una, y en el caso de las
moléculas de menor tamafio para obtener el clon completo, se utilizé la enzima
Transcriptasa Reversa Maxima™ (Fermentas).

El oligonucledtido NBA1 fue ligado al dsRNA purificado previamente. En
esta reaccion se utilizé 2U de T4 DNA ligasa (Fermentas) junto con 10U de T4 RNA

ligasa2 (New England Biolabs) en un volumen final de 20 pl, en presencia de
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polietilenglicol (PEG) 4000 al 50% a 37°C durante 20 h (Fig. 4). Luego de esto,
reacciones de RT se realizaron en un volumen final de 20 pl. Esta reaccion
contenia entre 100 y 200 ng de dsRNA purificado unido al adaptador NBA1, DMSO
al 20%, 2 uM de partidor NBA-1, 2 pM de partidor interno en caso de ser requerido,
amortiguador 5X (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), KCI 375 mM, MgCl; 15 mM, DTT
50mM), 40U de Inhibidor de RNasa (New England Biolabs), dNTP 0,2 mM y 200U
de enzima. Se incub6 a 94°C por 8 min el dsRNA junto con los partidores, en
presencia de DMSO y se enfrié rapidamente en hielo. La reaccién de RT se realizd
adicionando dNTPs, la enzima, amortiguador de enzima inhibidor de RNasa y se
incubé a 55°C durante 90 min, para luego detener la reaccion ncubando a 85°C por
5 min. Luego de esto, se completé los extremos de las hebras de cDNA mediante la
incubacién de estas con la enzima Tag DNA polimerasa a 72°C por 10 min. Esta
reaccion se realizdé en un volumen final de 25 pl y contenia amortiguador de PCR
1X pH 8,4 (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM), amortiguador BCP (Rojo cresol 100mM,
glicerol al 8,3%), de MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM, 1 unidad de enzima y un volumen

deflnido de la reaccion de trascripcion reversa.

4.4.8. Formacion de segunda hebra de cDNA

Para sintetizar la segunda hebra del cDNA se utilizd la enzima DNA
polimerasa ! (New England Biolabs). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 40 pl. Esta reaccion contenia los 20 pl de la reaccion de RT, Amortiguador 2
NEB 1X (Tris HCI 10mM, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, pH 7.9), dNTP
0,2 mM y 50U de DNA Pol [. La segunda hebra fue reparada con 10U de la enzima
T4 DNA ligasa (Invitrogen) y completada en sus extremos mediante el uso de 5U de

Fragmento Klenow (New England Biolabs).
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‘ Reaccidn RT (502C por 90 min)

. Hidrolisar RNA (372C por 20 min)

. Repararhebra (722C por 5 min)

‘ PCR 35 ciclos

Figura 4: Representacién esquematica de la estrategia para la sintesis y
amplificacion de los cDNAs a partir de dsRNA.
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441. Amplificacién por PCR

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl. Esta
reaccion contenia amortiguador de PCR 1X pH 8,4 (Tris-HCI| 200 mM, KCI 500
mM), amortiguador BCP (Rojo cresol 100mM, glicerol al 8,3%), MgCl, 2 mM, dNTP
0,2 mM, 1 uyM de cada partidor, entre 5 y 100 ng de DNA y 1 U de Tag DNA
polimerasa. Se utilizé un termaciclador Multigene (Labnet), y el programa fue:
desnaturacian inicial a 94 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturacién a 94 °C por 30 s,
alineacién de partidores a 55°C por 30 s y elongacion a 72 °C por 3 min, y por
Gltimo elongacién final a 72°C por 10 min. En algunos casos, la temperatura de
alineacién de partidores fue modificada para aumentar la especificidad de la

reaccion.

4.4.2. Preparacién de células electrocompetentes
de E. coli.

E.coli se cultivé en 500 ml de medio LB con acido nalidixico (15 pg/ml)
usando como inoctlo 5 ml de un cultivo de 12 h y se incubé a 37°C con agitacion
constante hasta alcanzar una densidad optica a 560 nm entre 0,4 y 0,6 (fase
exponencial temprana media). Las células se colectaron por centrifugacion a 4.000
g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se elimind y las células se lavaron dos
veces con agua destilada estéril frfa. El primer lavado se realizé con 1000 ml y el
segundo con 500 ml. Las células se suspendieron en 20 ml de glicerol 10 % (v/v) a
4 °C, se centrifugaron y luego resuspendieron en 3 ml de glicerol frio al 10 % (viv).
Alicuotas de 40 pl de células se aimacenaron a —80 °C hasta su utilizacién.

4.4.3. Electrotransformacion de E. coli.

Los 40 i de células electrocompetentes se descongelaron y se le agrego 4
ul de DNA (30 ng) y la mezcla se electropord en cubetas de 2mm. Las condiciones

de electroporacion fueron: 25 uF, 200Q y 2,5 kV. Luego de la electroporacion, se
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adicion6 1 m! de medio LB y la suspensién de células se tfransfirié a un tubo
Eppendorf e incubd a 37°C por 1 h. Se sembraron alicuotas de 100 pl en placas
Petri con LB- agar -ampicilina-X-Gal en el caso de transformacion con el vector pBS
o en placas placa Petri con LB-agar LB-Kanamicina en el caso de la transformacién
con pCR-Blunt II-TOPO. Las placas se incubaron a 37 °C hasta el desarrollo de
colonias. Se seleccionaron las colonias blancas, las que fueron analizadas

mediante PCR.

4.5. Secuenciacion.

Para secuenciar los fragmentos clonados, se utilizd el kit de secuenciacion
"DNA Sequencing Kit Big Dye™ Terminator v3.1" (Applied Biosystems), y e! equipo
3100 Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems). Se utilizé los partidores
universales M13 o partidores de secuencia especifica para secuenciar cada clon.

Las secuencias se realizaron al menos dos veces.

4.6. Analisis bioinformatico de secuencias.

Las secuencias se analizaron con el programa ContigExpress del paquete de
programa Vector NTI v10 y la herramienta de bisqueda de alineamientos mediante
la comparacion de secuencia tBlastx. La prediccién de posibles sitios de CML se

realizd con la herramienta FSFinder 2.
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5. RESULTADOS

5.1. Purificacion de los dsRNA

Estudios realizados con anterioridad determinaron que la cepa UCD 67-385
de X, dendrorhous contiene elementos extracromosémicos carrespondientes a RNA
de doble hebra (Castillo y Cifuentes, 1994; Pfeiffer y col., 1996). Se realizaron
extracciones de RNA, las que fueron tratadas con nucleasa S1 y DNAsa para
degradar RNAs de hebra simple y DNAs presentes. Estas purificaciones fueron
analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa. Se observé la presencia
de cuatro moléculas de dsRNA, dos de mayor tamafio, denominadas L1 (5 Kb) y L2
(3,4 Kb) y dos moléculas de menor tamafio, denominadas $1 (0,9 Kb) y S2 (0,7 Kb)

(Fig. 5).

5.2. Clonamiento de las moléculas de dsRNA

Con el fin de identificar la secuencia y por tanto conocer la informacién
codificada en estas moléculas se propuso el clonamiento de estas. Trabajos
realizados anteriormente (Sanhueza, 2008) consistentes en la construccidén de una
genoteca mediante el uso de hexanucleédtidos de secuencia aleatoria permitieron
obtener un alineamiento total para la molécula L1 de 3,6 Kb y en el caso de [a
molécula L2 un alineamiento de 1,3 Kb. Por tanto, fue necesario plantear una nueva
estrategia para completar la clonacién de las moléculas de dsRNA y asi obtener la

secuencia nucleotidica de cada molécula.
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Figura 5: Electroforesis de extraccion de dsRNA desde la cepa UCD 67-385 de
X. dendrorhous. M1: Marcador de peso molecular 1kb; M2: Marcador de peso -
molecular 100bp; L1: L1-dsRNA (5kb); L2: L2-dsRNA (3,4kb); S1: S1-dsRNA
(0,9kb); S2: S2-dsRNA (0,7kb). .
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5.2.1. Clones de moléculas de mayor tamaiio
mediante RT-PCR
5.2.1.1. L1-dsRNA

En el caso de la molécula L1, existian clones en la genoteca cuya secuencia
no se encontraba en el alineamiento final de 3,6 Kb. A cada uno de estos clones se
les realizdé un blastx. Uno de ellos, denominado L5, presenté un grado de similitud
en su secuencia traducida con una proteina de la capside del virus de S. cerevisiae.
Por tanto se disefiaron partidores a partir de esta zona y mediante una reaccion de
transcripcién reversa seguida de PCR (RT-PCR), clonar el fragmento. El clon
obtenido fue analizado mediante PCR de colonia y posteriormente secuenciado.
Este clon de 928 pb, denominado clon LIV, alineé con la secuencia obtenida
previamente y con clones que no ensamblaban anteriormente. Asi se obtuvo un
alineamiento final con este método de 4950 pb, denominado L1-B-dsRNA.

Durante e! desarrollo inicial de la genoteca con partidores aleatorios se
encontraron mas de nueve clones de cDNA diferentes que no alineaban (LXVI,
LXVIl, L8.2, L11, L18, L51, 153, L55, L71) con la secuencia final para L1-B-dsRNA,
lo que sugiere que estos clones no fueron derivados desde la molécula L1-B-
dsRNA. Al realizar reacciones de RT-PCR con partidores especificos de la zona y
usados para extender este cDNA parcial, se encontraron clones que alinearon entre
si de acuerdo a su secuencia, obteniendo un alineamiento parcial de 4400 kb,

siendo esta otra molécula de dsRNA designada como L1-A-dsRNA.

5.2.1.2. L2-dsRNA

El dltimo alineamiento realizado para la molécula L2 mostré identidad con la
molécula L1 en 1327 pb. Por tanto se decidié ocupar partidores disefiados a partir

de la molécula L1 para realizar RT-PCR y de esta manera comprobar si es que se
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mantenia la identidad de ambas moléculas. Los clones obtenidos como

consecuencia de esta estrategia se detallan en la tabla 2.

Tabla 2: Detalle del nombre de los clones obtenidos para la molécula L2-dsRNA.

Clon Tamafio
fragmento
M1 714
M8 561
M43 700
M45 630

El conocimiento de la secuencia de estos clones permitid obtener un
alineamiento final de 3085 pb presentando identidad con la molecula de mayor

tamafio L1-B-dsRNA.

5.2.2. Modificacion al Método de Amplificacion por
Partidor Unico

52.21. Clonacion moléculas dsRNA de menor tamario

Las reacciones de RT-PCR con hexanucleétidos de secuencia aleatoria
realizadas con las moléculas S1 y S2 no permitieron obtener grandes resultados,
De esta forma, se buscé una nueva metodologia. En el afio 1992, Lambden y cols.
desarrollaron un método para amplificar el genoma de rotavirus mediante el uso de
un partidor tnico (Lambden y col., 1992). Mediante la unién de un oligonucledtido
adaptador de DNA (NBA1) al dsRNA, seguida de un RT-PCR realizado sélo con el
partidor de secuencia reversa complementaria al adaptador (NBA-1) se logro

obtener clones completos de cDNA de fales moléculas.
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5.2.2.2. S1-dsRNA y S2-dsRNA

Los clones obtenidos para la molécula S1-dsRNA se detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Clones obtenidos a partir de la reaccién de RT-PCR de la molécula S1-
dsRNA.

Clon Tamafio
fragmenio(pb)
S1 Kant 730
S1Kan3 797
S$1Kan4 730
S1 Kan7 797

Por igualdad de secuencia se obtuvieron dos grupos de clones: unos de 730

pb y unos de 979 pb.

Los clones obtenidos para la molécula S2-dsRNA se detallan en la tabla 4.

Tabla 4: Clones obtenidos a partir de la reaccion de RT-PCR de la molécula S2-
dsRNA.

Clon Tamafio
fragmento(ph)

52 Kan1 694

S$2 Kan5 739

Por igualdad de secuencia se obtuvieron dos grupos de clones: unos de 694

pb y unos de 739 pb.

5.2.2.3. RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) de

moléculas de mayor tamano

Para poder completar el conocimiento de la secuencia, tanto en el extremo 5’
como en el extremo 3’ de las moléculas de dsRNA de mayor tamafio se modificé el
método de amplificacién por partidor unico para poder obtener las secuencias
finales. De esta forma, una vez ligado el adaptador (NBA1) al extremo de la
molécula, se realiz6 una reaccién de RT-PCR con un partidor interno especifico del
dsRNA junto al partidor NBA-1 y se analizé la secuencia de los clones obtenidos
luego de una transformacion. Aquellos clones que en su secuencia se encontrara la

secuencia del adaptador se alinearon con la secuencia parcial conocida de cada
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dsRNA. De esta forma se logrd obtener el extremo 3’ de la molécula L1-dsRNA, con
un tamario final de 5491 (Fig. 6). En este clon, denominado L31 se encontro

también el codén de término para el ORF descrito.

5.3. Analisis Bioinformatico

A partir del alineamiento final para cada molécula de mayor tamafio se
buscaron los posibles ORFs presentes y su homologia observada en la base de

datos Genebank para secuencias traducidas (blastx).

5.3.1 L1-dsRNA-B
Para la molécula de 5491 pb (Fig. 6) se encontraron dos ORFs. Un ORF

hacia el extremo 5' de la molécula, en el marco de lectura +1, que abarca desde el
nucledtido nimero 28 hasta el 1957, y codificaria para una proteina de 643
aminoacidos. Un segundo ORF se encontré hacia el extremo 3’ de la molécula, en
el marco de lectura +3, que se encuentra desde la posicién 1995 hasta 4815 pb, y
codificaria para una proteina de 940 aminoacidos. Esta molécula presenta un 3’
UTR de 519 pb y un 45% de contenido GC. El alineamiento de la secuencia
traducida fue comparado con la base de datos se obtuvo alta identidad, con valores
de E cercanos a 1x10%, con secuencias asociadas a RNAs polimerasas
dependientes de RNA de sistemas virales, en el marco de lectura +3. La mayor
identidad se encontrd con el virus F de Black raspberry y para €l virus L-A de
Saccharomyces cerevisiae. Ademas en menor grado de identidad se encontré, en
el marco de lectura +1, la proteina de la capside del virus L-A de Saccharomyces
cerevisiae (Fig 7). Estas zonas de identidad coinciden con los ORFs predichos

anteriormente.
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SRSTETSCTS TSRCIRLCGAT GTAGRGS TATACTTGAT ARASRATGCS CRACAGASTTS TAGGAGGAAT RAGCGRAGAR AARSACTCGR RARTGGETST
TITSATARCA TOCCAACTTR SRGUGCAGAR GAARCETSGC AATACCSTAC TTGLLGEGAS TARATGRATA TGTAAACGAR ATACACRAAAG CATTAARARAT

ARATSTSTCA ATTAXSACTA TATSTGACAS ACTATACGAC GCTACATACS AASTTGETTIT AATTAAAGAT CGTAAGRIGR AAATTTTALG GGARAACRGA
SATCASTSST TCSTTRACST ACGCAGAATA TACARAGCAC ATAASSGTAG TCRATTSTCA CAGMATTACS GTARASTASC CTTASTAGSGA TTCSTATISS
ARSTGTTGGE CAGASRAAATE CUTGATSCAA CTATRACAAL AATACTGAAT ACTTCACARR GGOTACTASA CTTAATTAAS CACATATTAT RARTGTGLAC
AMAASACTAS CAGGITICAT AR 4

Figura 6: Secuencia del alineamiento de los clones de la molécula L1 dsRNA-
B. En azul se muestra la secuencia aminoacidica para los ORFs propuestos.
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RdRp

Rojo | YP_001497151.1 [Black raspberry virus F] +3 2e-94
RNA polimerasa

Rojo | AAA50321.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +3 7e-91
Proteina de unién a ssRNA

Rojo | NP_620493.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +3 4e-90
RNA polimerasa

Rojo | NP_620495.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +3 2e-89
RNA polimerasa

Rojo | NP_042581.1 [Saccharomyces cerevisiae L-a] +3 6e-84
RNA polimerasa

Rojo | ACA61232.1 [Ribes virus F] +3 7e-73
RdRp

Rosa | CAJ29959.1 [Amasya cherry disease-associate] +3 2e-37
RdRp propuesta

Rosa | CAJ57274.1 [Cherry chiorotic rusty spof] +3 2e-36
RdRp propuesta

Rosa | CAJ29958.1 [Amasya cherry disease-associate] +3 6e-32
RdRp propuesta

Rosa | NP_620730.2 [Trichomonas vaginalis virus] +3 9e-22
RdRp propuesta

Rosa | AAAG2868.1 [Trichomonas vaginalis virus 1] +3 9e-22
Proteina de la capside

Azul | AAA50320.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +1 0.23
Proteina principal de la capside

Azul NP_620494.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +1 0.30

Figura 7: Alineamiento de la secuencia traducida de la molécula L1-dsRNA
con la base de datos de nucleétidos traducidos (blastx) de Genebank.
Esquema con las identidades donde se indica en distintos colores los puntajes
obtenidos. En la tabla se observa las principales identidades obtenidas mediante

este alineamiento.
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En base a esto, se busco en la regién cercana al inicio de la polimerasa, los
motivos necesarios para un corrimiento en el marco de [ectura. Para esto se utilizd
la aplicacion bioinformatica FSFinder 2 (Moon y col., 2004) la cual busca una zona
donde se encuentre un sitio resbaladizo y la formacién de una horquilla de 4 a 11
nucledtidos rio abajo a modo de regién regulatoria. La bisqueda mostro la
presencia de 4 posibles sitios resbaladizos, pero en sélo uno de ellos se predice la
presencia de una estructura secundaria del tipo pseudoknot (Fig. 8). Este sitio
resbaladizo se encuentra a partir de la base 1851, compuesto por tres guaninas y
cuatro uracilos, y posee la secuencia: G GGU UUU, Seis nucleétidos rio abajo, en
la base 1864 se encuentra la region GCA A que formaria un pseudoknot con una
region 65 nucledtidos mas adelante, a partir de la base 1933. Esta zona regulatoria
se encuentra entre los dos ORFs propuestos, evidenciando asi una sobreposicién
de estos en 114 nucledtidos, desde el nucledtido 1843 hasta el nucleétido 1957.

Con respecto a la RNA polimerasa, Bruenn (1993) identificé 8 motivos
conservados de las RpRd los cuales se han asociado a un rol importante en la
estabilizacidn de la estructura terciaria y en [a actividad de la proteina indicando que
el motivo 5 y 6 son indispensables (Routhier y Bruenn, 1998). Por tanto se busco la
presencia de estos motivos en la proteina que codifica para la polimerasa. La figura
9 muestra el alineamiento muiltiple de la secuencia aminoacidica de los 24
miembros de la familia fofiviridae de genoma conocido, con el ORF descrito para la
polimerasa del sistema viral de la cepa UCD 67-385 de X. dendrorfious. Se observo
un alto grado de similitud de esta polimerasa con los virus de Saccharomyces
cerevisiae y Black Raspberry ambos pertenecientes al género fotivirus y en un
menor grado con el virus H1 de Ustifago maydis, del género totivirus, y con el virus

de Giardia lambliay el virus Giardia lamblia cepa china, del género giardiavirus.
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Figura 8: Sitio de corrimiento del marco de lectura en la molécula L-B 385
descritos por FS Finder. (A) Identificacion de los dos ORFs descritos y su
sobreposicién de 132 nucleétidos evidenciada por un trazo horizontal negro. En
rosado se observa la posicion del sitio resbaladizo. (B) Estructura predicha para el
corrimiento en el marco de lectura. En amarillo se muestra el sitio resbaladizo y en
verde las bases nucleotidicas involucradas en la formacién de la estructura

secundaria pseudoknot.
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5.3.2 L1-dsRNA-A

De la molécula L-A se logrd obtener ia secuencia nucleotidica de 4.592 pb (Fig.
10). Desde la base 1175 hasta el 3’ final de esta molécula existe una similitud con la
secuencia conocida de la molécula L1-dsRNA-B.

Esta similitud con L1-dsRNA-B se inicia desde la base 1917 y es 77 pb rio
arriba del codén de inicio del ORF para la RNA polimerasa, por tanto, las
caracteristicas de esta son las mismas a lo descrito para L1-dsRNA-B, con la
excepcion que el marco de lectura abierto esta en +2. Esta molécula presenta un 3’
UTR de 513 pb y un 5 UTR de al menos 98 pb y un 45% de contenido GC. El
alineamiento comparado con la base de datos nuevamente mostrd identidad con la
proteina de la capside del virus L-A de S. cerevisias, en el marco de [ectura +2, esta
vez con valores de E-value mayores de 0,89.

Mediante la aplicacion bioinfomatica FS Finder 2 (Moon y col., 2004) se busco
una aproximacion para la presencia de [os elementos para un cambio en el marco de
lectura, Adn cuando se encuentran tres posibles combinaciones, sdlo una se
encuentra previa al codén de inicio de RdRp. El sitio resbaladizo se encuentra a partir
de la base 1836, compuesto por tres guaninas, tres uracilos y una timina, y posee la
secuencia: G GGU UUT. Seis, nueve y diez nucledtidos rio abajo, en la base 1849,
1852 y 1853 respectivamente se encuentran las secuencias GCAG, GGTC, GTCA gque
podrian formar un pseudoknot con una regién 57, 52 y 45 nucledtidos mas adelante, a
partir de la base 1910. Esta zona regulatoria se encuentra entre los dos ORFs
propuestos, pero a diferencia de la anterior, ambos ORFs estan en igual marco, por

fanto no existe una sobreposicidn de los mismos (Fig. 11).

5-3.3- LZ'dSRNA
En el caso de la molécula L2 se logrd secuenciar 3902 pb (Fig 12). El

alineamiento fue comparado con la base de datos Genebank el cual evidencio

identidad, con valores de E de 2x10™%, secuencias asociadas a RNAs polimerasas
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Figura 10: Secuencia nucleotidica y traducida de la molécula L1 dsRNA-A. En
azul se muestra la secuencia aminoacidica para los ORFs propuestos.
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Figura 11: Sitio de corrimiento del marco de lectura en la molécula L-A
385 descrito por FS Finder. (A) Identificacion de los dos ORFs descritos. (B)
Estructura predicha para el corrimiento en el marco de lectura. En amarillo se
muestra el sitio resbaladizo y en verde las bases nucleotidicas involucradas en
la formacién de la estructura secundaria pseudoknot.
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I LCTCRAATAZAL TTTCTACATA
101 ATTCGARCCA GLTTLCGSSS
201 ACTCTTRACA SASTRGAALS
301 ACASAGTGAT AACGCARSIT
401 GTACHATTIC STALTSGALS
501 TTRAARTTAIS CTICTARESCR
€01 CTASTSTCAT AACTSSCRAR
T0L  CSRASAASTS TIASASASGS
801 STIGCLTLAL ASTGTIAICT
901 GAATGITTSS TTACGRACTT

ALGAZEIACA
TCAZTATIGA
AATARCETTT
ASGTGE
CTATRARAAT
CCATSTERARS
TACCSTTIEL
TGESTIGEES
CASTTCTCTA
TSACATTICAR
GASAITGGAA
ATSSCASRAC
ARSSITICST
ROASTCASTR
TICASTISGG
AARCRSTCRIT
AACGEAGTAT
CLRAATIAAT
ASGRCTTCAR
GSLAATEISS
- ASSLITGACSR
3101 ARCSSAGACS ATSTCTIRAT
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Figura 12: Secuencia de la

los clones.
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molécula L2-dsRNA obtenida por el alineamiento de




dependientes de RNA de sistemas virales, en el marco de lectura +2, Se encontrd
mayor identidad con el virus F de Black raspbemy y para el virus L-A de
Saccharomyces cerevisiae nuevamente. En el marco de lectura +3 se encontrd

alineamiento con la proteina de la capside del virus LA de S. cerevisiae (Fig 13).
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Color key for alignment scores
4050 5080 80200

Color | Acceso Descripcién Marco | E-value
RdRp

Rojo | YP_001497151.1 [Black raspberry virus F] +2 2e-98
RNA polimerasa

Rojo | AAA50321.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +2 1e-97
Proteina de union a ssRNA

Rojo | NP_620493.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +2 7e-97
RNA polimerasa

Rojo | NP_620495.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +2 6e-96
RNA polimerasa

Rojo | NP_042581.1 [Saccharomyces cerevisiae L-a] +2 1e-84
RNA polimerasa

Rojo | ACA61232.1 [Ribes virus F] +2 6e-73
RdRp

Rosa | CAJ29959.1 [Amasya cherry disease-associate] +2 1e-37
RdRp propuesta

Rosa | CAJ57274.1 [Cherry chlorotic rusty spof] +2 2e-36
RdRp propuesta

Rosa | CAJ29958.1 [Amasya cherry disease-associate] +2 2e-32
RdRp propuesta

Rosa | NP_620730.2 [Trichomonas vaginalis virus] +2 8e-22
RdRp propuesta

Rosa | AAAG2868.1 [Trichomonas vaginalis virus 1] +2 8e-22
Proteina de la capside

Azul | AAA50320.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +3 0.75
Proteina principal de la capside

Azul | NP_620494.1 [Saccharomyces cerevisiae L-A] +3 0.97

Figura 13: Alineamiento de la secuencia traducida de la molécula L2-dsRNA con
la base de datos de nucleétidos traducidos (blastx) de Genebank. Esquema con
las identidades donde se indica en distintos colores los puntajes obtenidos. En la tabla
se observa las principales identidades obtenidas mediante este alineamiento.
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3.3.3 S1-dsRNA y S2-dsRNA

Con respecto a la molécula S1 existen dos ORFs que codificarian para
proteinas de 212 {Fig. 14) y 225 aminoéacidos (Fig. 15), denominadas S1-A-dsRNA y
S1-B-dsRNA respectivamente. En tanto que la molécula S2, codificaria para dos
proteinas de 117 (Fig.16) y 216 aminoacidos (Fig.17), denominadas S2-A-dsRNA y
S2-B-dsRNA.

Ninguna de estas hipotética proteinas mostré una similitud significativa con

alguna proteina de la base de datos NCBI.
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Figura 14: Secuencia de la molécula S1-A dsRNA de 730 pb obtenida por el
alineamiento de los clones. En azul se muestra la secuencia aminoacidica para los

ORFs propuestos.
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Figura 15: Secuencia de la molécula S1-B dsRNA de 797 pb obtenida por el

alineamiento de los clones. En azul se muestra la secuencia aminoacidica para los
ORFs propuestos.
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Figura 16: Secuencia de la molécula S2-A dsRNA de 694 pb obtenida por el
alineamiento de los clones. En azul se muestra la secuencia aminoacidica para los

ORFs propuestos.
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Figura 17: Secuencia de la molécula S2-B dsRNA de 739 pb obtenida por el
alineamiento de los clones. En azul se muestra la secuencia aminoacidica para los

ORFs propuestos.




6. DISCUSION
6.1. Clonacion de las moléculas de dsRNA

6.1.1. dsRNA de mayor tamaiio

Los RNA de doble hebra se han convertido en una fuente muy importante de
estudios moleculares, especialmente por la determinacion de secuencia de los nuevos
RNA, ya que ésta no ha estado exenta de limitaciones y problemas. Variadas técnicas
se han publicado para la amplificacién y clonacién de estos dsRNA (Attoui y col., 2000;
Faridani y col., 2008; Lambden y col., 1992; Maan y col., 2007; Potgieter y col., 2002;
Potgieter y col., 2009; Tzanetakis y col,, 2005; Vreede y col, 1998). Una de las
estrategias utilizadas corresponde a la amplificacion mediante RT-PCR usando
hexaoligonucledtidos de secuencia aleatoria. Esta técnica permitic obtener los
primeros clones de las moléculas de mayor tamafio y a partir de estos generar
partidores de secuencia conocida para avanzar por estas moléculas, confirmando asi
los clones anteriores, ademas de obtener una mayor eficiencia al eliminar Ia
aleatoriedad del método. Ademas el hecho de realizar estos RT-PCR permitié
identificar clones que no alineaban con los otros, y de esta manera se pudo dilucidar la
presencia de dos moléculas L1, de tamafio similar y que por lo tanto no se resuelven
en los geles de agarosa. Casos de co-infeccion de dos distintos totivirus se han
descrito en Chalara elegans y Sphaeropsis sapiena, en donde los genomas lineales de
los dsRNA de mayor tamaiio, poseen tafiamos similares (Park y col., 2005; Preisig y
col., 1998).

Sin embargo fue necesario modificar una segunda técnica para poder ampliar
el conocimiento hacia los extremos de cada molécula. Las técnicas de SPAT (Single-
Primer Amplification Technique) y FLAC (Full-Length Amplification of cDNAs) han sido
una poderosa manera de obtener una amplificacion completa de estas moléculas, pero

presentan [a limitacién de obtener resultados en dsRNA de hasta 3 kb. En ef caso de
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las moléculas L1-dsRNA y L2-dsRNA los oligonucledétidos utilizados como adaptadores
para estas técnicas, denominados Primer 2 y PC1, hibridaban con segmentos de
secuencia conocida de las moléculas, por tanto el analisis de la secuencia de los
clones obtenidos por tales técnicas, resultdé en encontrar clones que eran localizados
en posiciones ya conocidas del alineamiento de las moléculas. Asi, fue necesario
disefiar un nuevo oligonucledtido adaptador, denominade NBA1 fosforilado en el
extremo 3' y bloqueado en el extremo 5 con un NH,, que ademas de diferir lo
suficiente en secuencia con las moléculas de dsRNA, fenia una temperatura de
hibridacion mayor, de tal manera de aumentar la especificidad de la reaccion. Para
evidenciar que el adaptador era funcional se probo¢ ligarlo en una molécula de DNA de
secuencia conocida y la amplificacion de esta resultd exitosa. De esta forma, mediante
el reverso complementario de NBA1 y un partidor de secuencia conocida y divergente
en el extremo de la molécula, se logrdé conocer la secuencia hacia el 3’ de L1-dsRNA.
Es posible que la dificultad en conocer tanto el extremo 5 de ambas L1-dsRNA, como
las secuencias extremas de L2-dsRNA radique en la presencia de estructuras
altamente estructuradas en estos extremos, con una dificil desnaturacién mediante el

protocolo utilizado.

6.1.2 dsRNA de menor tamario

En el caso de S1y S2 dsRNA, la técnica de RT-PCR con hexaoligonucledtidos
de secuencia aleatoria solo permitié obtener clones muy pequefios, que no permitian
ser amplificados nuevamente. Al ser estas moléculas menores de 1 Kb se utilizé una
modificacién al Método de Amplificacién por Partidor Unico, y se obtuvo clones que en
sus extremos presentaban la secuencia comrespondiente al adaptador, lo cual se
confirmé al realizar RT-PCR con partidores sintetizados segtin la secuencia conocida,

permitiendo asi conocer el 100% de la secuencia de estas moléculas.
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6.2. Analisis Bioinformatico

El alineamiento de los clones obtenidos permitié conocer sobre el 95% de Ia
secuencia de las moléculas de mayor tamafio, v el 100% de las de menor tamaiio.
Con este conocimiento, se logrd determinar la presencia de dos ORF en L1-dsRNA-B
que codificarian para una RNA polimerasa dependiente de RNA (3'ORF) y para una
proteina de la capside (5'ORF), relacionando estas moléculas con la presencia de un
sistema viral del tipo dsRNA, que en frabajos previos habia sido sugerida en base a la
presencia de particulas tipo virus (Castillo y Cifuentes, 1994; Pfeiffer y col., 1996) y a
la secuencia parcial de la molécula L1 dsRNA (Sanhueza, 2008).

La comparacion del alineamiento de las secuencias obtenidas con Ia base de
datos, revela porcentajes de identidad con virus de RNA de doble hebra
principalmente de la familia Tofiviridae tanto para la RdRp como para |a proteina de la
capside. En base a esto se realizé la comparaciéon de la secuencia nucleotidica
traducida de la RdRp con la de todas las RdRp de esta familia que se encuentran
disponibles en la base de datos. En esta comparacién se encontrd la presencia de los
ocho motivos conservados en esta proteina descritos por J.Bruenn (Bruenn, 2003). La
presencia de estos motivos permite predecir la posible funcicnalidad estructural de la
palimerasa.

En la familla Tofiviridae se han descrito tres tipos de mecanismos para la
traduccién de la polimerasa: Un salto del ribosoma para producir la proteina de fusion,
un corrimiento en el marco de lectura en -1 y +1, y un acoplamiento hipotético de
termino-reinicio. Por tanto se procedié al andlisis de la zona cercana al ORF de la
misma. En L1-dsRNA-B, los ORF estén en distinto marco de lectura y se logré
describir la presencia de un sitio resbaladizo y un loop que permitirian un cambio en el
marco de lectura -1 del ribosoma, similar al presente en Saccharomyces cerevisiae |-

A. Sin embargo en el caso de L1-dsRNA-A los ORF predichos estan en igual marco de
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lectura, y las estructuras caracteristicas para un corrimiento en el marco de lectura no
se encuentran aledarias al ORF de la polimerasa, por tanto, en este caso se podria
postular un mecanismo de término-reinicio de la traduccién, similar al encontrado en
Helminthosporium victoriae 1908S.

Puesto que la secuencia de la polimerasa es fielmente conservada en las tres
moléculas descrita de mayor tamafio, lo descrito anteriormente es aplicable a ellas.

En el caso de [a secuencia correspondiente a la capside, no es de extrafiar la
poca similitud enconirada en la base de datos, puesto que es ésta quien dara la
identidad y por tanto diferencia a cada virus descrito.

En el andlisis y comparacion de la secuencia traducida que codificaria a las
capsides de L1-dsRNA-A, L1-dsRNA-B, y L2-dsRNA con las secuencias descritas para
ofro virus, no se encontré algiin sitio conservado que permitiese definir alguna
estructura o secuencia caracteristicas de las mismas.

En el caso de las moléculas de menor tamafio, no se encontré secuencias
nucleotidicas similares en la base de datos, probablemente por su pequefio tamafio es
dificili que su secuencia codifique para algin producto funcional que participe en la
estructura de las VLPs., Esto apoyado en trabajos anteriores por Flores (2009) y
Castillo (1995) que lograron curar la cepa UCD 67-385 de una de estas moléculas, S2-
dsRNA. Las cepas curadas sdlo presentaron un aumento en la concentracién de L1-
dsRNA y poseen VIL.Ps morfolégicamente idénticas a las de la cepa parental, por tanto
indicarian que esta molécula no tendria un producto final funcional estructural en ias
particulas. De esta forma, S1 y S2-dsRNA serfan aparentemente RNAs satélites de los

dsRNAs de mayor tamafio.
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7. CONCLUSIONES

1-. Las moléculas de dsRNA de mayor tamafio presentes en X dendrorhous,
denominadas L1, son dos moléculas, de tamafio similar, que comigran en geles de

agarosa.

2-. La secuencia nucleotidica de las tres moléculas de mayor tamafio, L1-A, L1-B y L2,
presenta identidad con RNA palimerasa dependiente de RNAs y con proteina de la
capside de otros virus, incluyendo micovirus. La secuencia traducida de estos RNA
relaciona a estas moléculas con dsRNA gendmicos del genero fotivirus. La secuencia

de la RpRd presenta los ocho motivos caracteristicas de la familia Totiviridae.

3-. Entre los ORFs descritos, L1-dsRNA-B evidencia la presencia de las estructuras
caracteristicas para un corrimiento en el marco de lectura hacia -1 en la traduccién. En
cambio L1-dsRNA-A, al tener ambos ORF en igual marco de lectura, sugiere un
mecanismo de ténmino-reinicio de la traduccién. Ambos mecanismos han sido

descritos para otros miembros de la familia Totiviridae.

4-. Las moléculas de menor tamario, S1 y S2-dsRNA, posiblemente no codifiquen para

un producto funcional, que forme parte de las VLPs, por tanto estos RNAs podrian ser

moléculas satélites de los RNAs de mayor tamaiio,
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9. ANEXO

Tabla A1: Oligonucleétidos utilizados en reacciones de transcripcion reversa y PCR

Nombre Partidor Secuencia (5’ 3') Orientacién
3.31L CGCCTCTGATTAGTTCTGCC Reverso
14.4 RV CTGACTGTCTGTTTTCCTTC Reverso
13.5 GCTCGTAAATAGAATCGACG Directo
13.5Rv CCGAGCTGTGTTGACTATTG Reverso
13.6RC CCCGAGCTGTGTTGACTATT Directo
13.7F GCTACATACGAAGCTGTCTC Directo
13.7R CTTTTGCGTCAGCGAATCTG Reverso
13.51 CAATAGTCAACACAGCTCGG Directo
Cap167R GCCAGCGCCGTGTTAAATTA Directo
Cap288Fw CTCTTGTGGGCGAAAACTTC Reverso
Cap288R GAAGTTTTCGCCCACAAGAG Directo
Cap411F AATTCTTGCTCCACT Reverso
Cap661Rv CTGGTCCAAACCCTATGTCT Reverso
Cap661F AGACATAGGGTTTGGACCAG Reverso
Ctg17 ATTAAGGACACGCACGTTGGGT Directo
L6.19F TTCGCATTGGAAGTGTTGGG Directo
L6.19R TCCGTTGTGCAAGCTATCAC Reverso
L7.2F GCAGAGAAATGCCTGATGCA Directo
L7.2R TGCATCAGGCATTTCTCTGC Reverso
L8.1F ACGTTGACCATCGGAGTAAC Reverso
L8.2F GGTATTTTAGCTCTACACGG Reverso
L8.2R CCGTGTAGAGCTAAAATACC Directo
L13:3 GGCAGAACTAATCAGAGGCG Directo
L13.4 ATTCAGAGACAGATTCCCCG Reverso
L13.6 ATAGTCAACACAGCTCGGG Directo
L13.IF GCTTAGGGTGGCTCAAATGT Directo
L13.IR TAGTTCTGCCATCTGATCAC Reverso
L13.SR TAAGCGTAGCTCTCGTACAG Directo
L13F1 GCCATACAGTTCTCCATAAG Directo
L13F2 CTGACACATCGGACTATCTA Directo
L17F GCCGACAGACAAATTCCCTT Directo
L17IF AACTCCCATCTGTTGCCCGT Reverso
L17R TCAGCACTTGCATAGGTGTG Reverso
L23F GGTGCAAGGTTGGTCGTCAA Directo
L23R GCCTATACCTTTGGCGTCTT Reverso
L269R GCAAGTTCTTCGTGGCTGTG Reverso
L676R TGCACCGGAGCGAACAGTTC Reverso

37




L 3"final GATGTTTGTTATGGACCCTGC Reverso _\
LIVR3 CCTCTGCTGATCTGAAATGTT Directo
LIV R4 GAACATTTCAGATCAGCAGAG Reverso
LIVR.A GCTAATAGTGGATGAGAAG Directo
LIVR.2 AGCCGTGGCAACTGATTAC Directo
M19 F1 GGTAATACCATTGACGGAGC Reverso
M19 F2 GATAGGCATGCACTACTTCA Directo
M19 IF TTGAGCCACCCTAAGCGCAT Reverso
M19 IR GGCAGAACTAATCAGAGGC Directo
M19 R1 TAAGCGTAGCTCTCGTACAG Reverso
M19 R2 ACTTCGGCAGCTCCTCCATT Reverso
M19F GCTCCGTCAATGGTATTACC Directo
M19R CTGTACGAGAGCTACGCTTA Directo
M20 Fw GAGCAGTGGCCACAATGGTA Directo
M20 Rv TACCATTGTGGCCACTGCTC Reverso
Mot4F GAGGACTTCAATAGTCAACA Directo
Mot4R GTGTTGACTATTGAAGTCCT Reverso
Mot5F GGGGTGGAGGCTGACGACTT Directo
Mot5R AAGTCGTCAGCCTCCACCCC Reverso
Mot6F GCACAACGGAGACGATGTCT Directo
Mot6R AGACATCGTCTCCGTTGTGC Reverso
SR TAAGCGTAGCTCTCGTACAG Reverso
SR2 TAGTGCATGCCTATCCTAGG Reverso
SR3 TCCTTCACAGGTCTTGTCAC Reverso
SR4 AAGCGCATCTTCTGGGCTCA Reverso
S1Kan4Fw ATGTTACTCCGATGGTCAACG Directo
S1Kan4Rv ATAGATAGTCCGATGTGTCAG Reverso
S1Kan4Fw.2 GGCACTGTGAGCCCAGAAGA Directo
S1Kan4Rv.2 CCTTCACAGGTCTTGTCACG Reverso
S2_Fw_K1 ATTCCAAACGTGAGAGGGTA Directo
S2_Rv_K1 ACTTTTAATATTCTTGCTCCC Reverso
S2_Fw_K5 TTTGTTATGGACCCTGCTGGT Directo
S2_Rv_K5 GAATTCCTGCGGATAGACCAC Reverso
S2Kan1Fw.2 GGGTGGCAACTTTTACTACCAT Directo
S2 Kan1Rv.2 CCCAAGCACCTGCCCGTCAGTGT Reverso
S2 Kan5 Fw.2 GCGCTTAGGGTGGCTCAAAT Directo
S2 Kan5 Rv.2 CTGGCAACAAAGGTGCCCCCTG Reverso
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