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Nac{ un 9 de enero de  1984 en la ciudad de la eterna primavera, Arica. Aunque

muchas veces no fue facil, desde ese lugar en que vivi durante  18 afros me traje los

lindos recuerdos.  Iricie mi educaci6n en el Liceo Domingo  Santa Man'a y finalice

mi  ensefianza  media  en  el  North  American  College  el  afro  2001,   El  esfuerzo

realizado me permiti6 emprender otros rumbos en bdsquede de mi identidad, fue asi

como llegue al Programa Academico de Bachillerato de la Uhiversidad de Chile que

fue el puente para iniciar mi carrera universitaria. Alli me conoci en nuevas facetas

y  aprendi'  a  compartir  experiencias  con  amigos  que  hasta  hoy  me  acompafian.

Aunque  la  inquietud por la ciencia proviene desde mi  infancia,  solo en esta etapa

logre definir el siguiente paso. El ingreso a la carrera de lngehien'a en Biotecnologia

Molecular marc6 un nuevo desafio que valid la pena enfrentar ya que  obtuve  las

herramientas necesarias para comprender el mundo cientffico y darme cuenta que el

fin de esta etapa es solo un nuevo comienzo.
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RESUREN

Los   Elementos   Gen5ticos   Extracromos6micos   descritos   en   las   levaduras

corresponden principalmente a mol6culas de RNA de doble hebra asociados a particulas

tipo  virus.  Estos  micovirus  estin  clasificados  dentro  del  g6nero  ro/I.vz.raf    que  en

especies  como  Slczccharom)/cos  cerevi.si.ae  son responsables  de  la  actividad  micocida.

Esta actividad se  encuentra definida por la presencia de dos vinis de RNA de  doble

hebra que codifican para la toxirm responsable del fenotipo y para las proteinas virales.

La  utilizaci6n  de  drogas  como  la  anisomicina  ha  pemitido  la  eliminaci6n  de  la

actividad micocida que se colt.elaciona con la eliminaci6n de estas mol6culas.

En la levadura Jra#/*oj7ky//om)Jces denc7ror#oz„,  existe un polinorfismo  en los

tamafios de las mol6culas de RNA de doble hebra de acuerdo al origen geogrifico de las

cepas. La existencia de un nexo entre la presencia de estos ENAs con algtin fenotipo en

el hu6sped no ha sido establecida en foma clara. Para analizar la posible participaci6n

de  los  RNAs  de doble  hebra  en un sistema viral que pueda estar involucrado  en  la

actividad micocida, se realizaron experimentos de curaci6n de los RNA de doble hebra

en X  c7endror*o#s. Cultivos de la cepa UCD 67-385 de X denc7ror4oz/s fueron tratados

con  anisomicina  y  el  contenido  de  RNA  de  los  clones  resultantes  fue  determinado

mediante  ruptura  mecanica  y  extracci6n   con  fenol   acido.   Desde   c6lulas   de     .X

c7enc7rorAous tratadas con rna alta concentraci6n de anisomicina en placas YM/agar se

pudo  obtener  dos  clones  que  carecen  de  S2-dsRNA.  Estos  clones  aun  mantienen  la

actividad  micocida,  lo  que    nos  pemite  concluir  que  S2-dsRNA  no  participa  en  el

fenotipo  micocinogehico  observado  en X  dendorho#s.  La  p5rdida  de  S2-dsRNA  se

correlaciona  con  un  incremento  de  L-dsRNA,  mientras  que  el  nivel  del  resto  de  las

mol6culas  de  RNA  de  doble  hebra  (Si  y  M)  se  mantiene  constante.  Como  se  ha



observado en otras levaduras este resultado sugiere que S2-dsRNA es satelite del vius

I,dsENA.

No se encontraron variaciones en el perfil de las proteinas extracelulares entre la

cepa  UCD  67-385  y  UCD  67-385AS2,  por  lo  que  S2-dsRNA  no  codifican'a  para

proteinas de exportaci6n. Se encontraron 3 proteinas que tienen un tamafio de 22,5,  17,7

y  15  KDa las  que pueden corresponder a la toxina.  Cousiderando estos tamafios y lo

observado en   Us/!./ago mqyc7j.a la micotoxina podria estar codificada en la mol6cula Si-

dsRNA.



ABSTRACT

The  existence  of Extracromosomal  Genetic  Elements  has  been  described  in a

wide  variety  of yeast,  and  mainly  conesponds  to  molecules  of double  strand  RNA

packed into virus-like particles.  These micovirus are classified in the  rof;.v!.7i!4r genus,

and in species like Saccharom}Jces cerev;.s!.ae are responsible for the dr.//er phenotype.

This is defined by the presence of two double strand RI`IA viruses encoding the toxin

responsible for the micocida activity and the viral proteins.  Treatments of yeast with

drugs   as   anisomycin  produce   the   loss   of  killer  activity  that  correlates   with  the

elimination of dsRNAs from the cell.

In  .rcr#14opky//omj/ceLs  c7enc7rowhows,  a  polymoxphism  in  the  sizes  of  double

strand  RNA  molecules  has  been related  to  the  geographical  origin  of the  strains.  A

nexus between this RNAs and any phenotype in the host bas not clearly established. In

this  work,  we  analyze  the  possible  involvement  of double  strand  RNAs  virus  in  a

micocide system, by performing curation experinent of dsRNA from X  de#drorAo#s.

Cultures of strain UCD 67-385 ofx dendror4o#s were treated with anisomycin, and the

RNA  content of the  clones were  determined by mechanical rupture  and acid phenol

extraction.   From   cells   of  X   c7ejcc7rowhozA§   treated   with   a   high   concentration   of

anisomicina  in  YM/agar plates,  two  clones  lacking  S2-dsRNA  were  isolated.  These

clones still have the   micocida activity, that allow us to conclude that S2-dsRNA dont

participates  in  the  micocinogenic phenotype.  The  loss  of S2-RNA  correlates  with  an

increase in the L-dsRNA level, while the level of others double strand RNA molecules

(Si  and  M)  remains  constant.  This  result  suggests  that  S2-dsRNA  is  a  satellite  of L-

dsRNA vius.

xii



No differences were observed in the comparison of extracellular proteius of

strains UCD 67-385 and UCD 67-385AS2, by PAGE-SDS, no differences was observed.

Therefore the S2-dsRNA coded for intracellular protein. In the profile, we found 3 bands

that have size 22,5,  17,7 and 15 KDa which may correspond to the toxin. Considering

these sizes and what has been observed in UE/i./crgo mq)/di.a the mycotoxin could be

encoded in the molecule Si-dsRNA.
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I.   INTRODUCC16N

1.1 Material gen6tico extracromos6mico

Muchos  microorganismos  portan  informaci6n  genetica  en mol6culas  que no

corresponden a su genoma y que  se propagan establemente  a la descendencia.  La

existencia de estos Elemefltos Gen6ticos Extracromos6micos (EGEs) se ha descrito

en  una  amplia   variedad   de   hongos   filamentosos   y   levaduras.   Principalmente

corresponden  a  moleculas  de  RNA  de  doble  hebra  (dsRNA)  encapsidadas  en

partfoulas  tipo  virus   (VLPs)   o  a  plasmidios  lineales   de  DNA  de  doble  hebra

(dsDNA).  S6lo  en  algunos  casos  se  ha  determinado una  asociaci6n  entre  EGEs  y

algiin fenotipo en el hu5sped, como por ejemplo, resistencias, factores de virulencia,

senescencia y mecanismos de toxicidad.  En las levaduras  de los g6neros  Ccr#c7j.da,

Criptococous,     Debaryornyces,     Hanseniaspora,     Hansemula,     Kluyverornyces,

Metschnikowia,   Ustilago,   Torulopsis,   Williopsis   y   Zygosaccharonayces.   se  ha

demostrado  la participaci6n de  EGEs  en  la producci6n de  micotoxinas  (Schmitt y

Breing,   2002).   En   el   caso   de   la   levadura   carotenog6nica  .X:4#f*apA}J//om)/ces

c7enc7ror#oas,   varias  cepas  portan  mol6culas  de  dsRNA,  pero  su  funci6n  en  el

hospedero a`in no se conoce con claridad (Castillo y Cifuentes,  1994; Pfeifer y cols.,

1996).   Por  ello,  el  objetivo  del  presente  seminario  de  tfulo  fue  relacionar  la

presencia  de  dsRNAs  con  alg`in  fenotipo  en X.  de#dror¢o#s',  especificamente  la

micocinogeria.



1. 2  Virus de dsRNA en levaduras.

Los dsRNAs presentes en las levaduras estin asociados a particulas tipo virus

(VLPs)  que  se  encuentran  en  el citoplasma.  Estos  micovirus  se  diferencian de  los

virus de bacterias, plantas y mamjferos por ser latentes o cn'pticos y son transmitidos

i.w  v7.vo citoplasmaticamente durante  la fusi6n celular o  formaci6n del heterocarion

careciendo de rna ruta extracelular de infecci6n Q'feiffer y cols.,  1996;  Schmitt y

Breining, 2006). Seg`in el Comite Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV),

existen  ocho  familias  distintas  de  virus  de  dsRNA:  Bj.r7fcrvj.rz.dcre,   yar7.cosavfrfus',

Cystoviridae,  Chrysoviridae,  Reoviridae,  IIypoviridae,  Partitiviridae y  Totiviridae,

de las cuales las tres tiltimas tienen como hospedero a los miembros del reino fungi.

Los  micovims  presentes  en  las  levaduras  se  encuentran  actualmente  clasificados

dentro del genero ro/z.v!.77As perteneciente a la familia rofi.vj.ri.c7cze,  caracterizados por

ser los `inicos virus cuyo genoma no se encuentra segmentado (Ghabrial y Patterson,

1999; Mer[eus,  2004). Presentan una capside de rna sola cubierta con un di5metro

aproximado de 40 nm compuesta por 60 dineros de la proteina de capside Gag (76

KDa).  Los  viriones  encapsidan  s61o  una  mol5cula  de  dsRNA  correspondiente  al

genoma viral entre 4,7 y 6,7 kpb y ademds pueden encapsidar separadamente a otros

dsRNA satelites (Ghabrial y Patterson, 1999).

En es:pedes corrro  Saccharornyces  cerevisiae,  Ustilago maydis,  Hauseniaspora

an;cmum,  Z+!gas4ccharony;cos ba!./j., presentan sistemas virales que son responsables

de la producci6n de micotoxinas.  Este fen6meno denominado actividad micocida o

fa.//er, fue descrito por primera vez en la d6cada del 60'y se define por la secreci6n de

rna  toxina  proteica  de  bajo  peso  molecular,  capaz  de  matar  a  otras  levaduras

"sensibles" de su misma o distinta especie quagliani y cols., 1997).



1.3 E] Sistema viral de S. ce7ievisf.ae

1.3.1 Los Genomas virales

El sistema viral respousable de la actividad micocida mayomente investigado

corresponde al descrito en S1.  cerev!.s!.are,  el que ha pemitido establecer modelos de

estudio acerca de los micovirus y su relaci6n con el hospedero. Se encuentra definido

por la presencia de dos moleculas de dsRNA, I.-dsRNA   (4,6 kb) y M-dsRNA (1,6

kb) que foman pane de VLPs denominados ScV-L y ScV-M respectivamente (ScV,

Vims  de S.  cerevisz.ae).  El  genoma viral  L-dsRNA contiene dos marcos  de  lectura

abiertos (ORFs) sobrepue§tos en 130 nucle6tidos: el 5' que codifica para la proteina

de la capside (Gag) necesaria para la encapsidaci6n de las particulas virales, y el 3'

que codifica para rna RNA polimerasa dependiente de RNA QPDR) (Figura I). I,a

polimerasa es expresada como una proteina de fusi6n Gag-Pol (180 kDa) a trav6s de

un  evento  de  corrimiento  del  marco  de  lectura  en una base  (CML  -1)  durante  al

proceso de traducci6n. El genoma M-dsRNA contiene s6lo un ORF que codifica para

rna preprotoxina, un precursor de la toxina respousable de la actividad micocida que

tambien participa en la inmunidad a la misma (Schndtt y Breinig, 2006).
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Figura  1.  Organizaci6n  gen6mica  de  fas  mol6culas  de  dsRNA  presente  en S.

core.iisjae. ScV-L, conespondiente al genoma viral, presenta dos ORFs sobrapuestos

en  130 nucle6tidos: el ORF 3' codifica para la proteina de la capside Gag y el ORF

5' que codifica para la proteina de fusion Gag-Pol correspondiente a RPDR.  ScV-M

o   satelite   presenta  un   ORF   que   codifica   para  rna   preprotoxina.   Se   destacan

secuencias  de  inteies  presentes  en  ambos  genomas  como  sitios  de  replicaci6n,

sefiales  de  empaque  y  secuencias  que palticipan en  CML  -1  y  de union  a  SSRNA

presente en ScV-L. (Wickner, 1996)



1.3.2. Ciclo de Replicaci6n viral

Ice  propagaci6n  viral  se  produce  por  un  ciclo  de  replicaci6n  conservativa

como se muestra en la Figura 2. Se inicia con la sintesis de un (+) SSRNA a partir del

dsRNA por la actividad transcriptasa de la RPDR. El SSRNA sale hacia el citoplasma

celular,  en donde puede ser utilizado  como  RNA mensajero para la §intesis  de  las

proteinas  virales  o  encapsidado  en  una  nueva  particula  viral.  Una  vez  que  el

eusamble  de  la  particula  viral  es  completado,  la  actividad  replicasa  de  la  RPDR

sintetiza un (-) SSRNA a partir del (+) SSRNA, para fomar el genoma del dsRNA

presente en el vin]s maduro, completando el ciclo de replicaci6n viral. Para el caso

del  virus   satelite   ScV-M,   este  utiliza   las  proteinas  virales  provenientes   de   la

traducci6n del L (+) SSRNA  para la formaci6n de sus particulas. Estos son capaces

de  aceptar  dos  copias  de  los  M-dsRNA  a  trav6s  del  fen6meno  descrito  como

empaquetamiento por "llenado de cabeza" (Schmitt y Breinig, 2006).

Para   el   mantenimiento   del   nivel   citoplasmatico   de   las   particulas   que

confoman el  sistema viral,  son necesarios  los productos  g6nicos  de  ScV-L en  la

replicaci6n  y  encapsidaci6n  de  los  viriones.  Es  por  esto  que  el  ScV-M  o  virus

"sat6lite" requiere  de  la presencia de  ScV-L o virus  "helper" para su propagaci6n,

mientras  que  ScV-L  puede  permanecer  aut6nomamente.   La  carencia  del  virus

"helper" lleva a una p5rdida progresiva de los virus "satelites" (Wickner, 1996).
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1.3.3. Actividad micocida.. Producci6n  y acci6n de la toxina.

ha actividad micocida requiere  la presencia de ambos vines  ScV-L y  ScV-M,

siendo  el  virus  de  M-dsRNA  el  que  confiere  el  fenotipo.  La  traducci6n  del  (+)

SSRNA  genera  una  preprotoxina  que  luego  de  rna  serie  de  modificaciones  post-

traduccionales se trasfoma en la toxina madura que es exportada.  Los mecanismos

de acci6n incluyen la formaci6n de canales i6hicos en la membrana citoplasmatica o

el arresto del ciclo celular Orarquina y cols., 2002). Parinetros como la temperatura,

pH y concentraci6n salina influyen en la actividad de la toxina, variables que hay que

tener en cuenta para lograr la detecci6n de la actividad micocida en el laboratorio.

I.4 Sistema viral de Usf#¢go "ajJdis

Otro  sistema  viral  fa.//er estudiado  es  el  de  Us/j./crgo  mq)/cJ!.a  en  el  que  se  han

encontrado multiples segmentos de dsRNA clasificados como totivirus y separados

de acuerdo a su tamafio en tres grupos: H, M y L, donde el mimero de cada segmento

varia de acuerdo a la cepa.   I.a secuenciaci6n de estos elementos (Umv) pemiti6

deteminar que el genoma viral corresponde al segmento H (6 kb) que codifica para

los polip6ptidos virales esenciales: la proteina de la capside y la RPDR, encontrando

ademds  identidad  entre  segmentos  H  ql-H2)  de  rna  misma  cepa  sugiriendo  la

coexistencia de dos totivirus independientes. Los segmentos M (0,98,  1,2 y  1,4 kb)

codifican para toxinas fa.//er que corresponden a polip6ptidos de bajo peso molecular

de  11,  17,7  y  19 kDa de  acuerdo  a la cepa.  Los  segmentos L presentan la misma

secuencia del extremo 3' de (+) SSRNA del §egmento M, por lo que es probable que

estos   segmentos   sean   el   resultado   del   procesamiento   de   M   seguido   por   su



empaquetamiento y replicaci6n. Estos segmentos no muestran regiones codificantes

por lo que su funci6n es desconocida a3ruenn, 2002).

Los polip6ptidos de la c5pside no hen sido bien caracterizados, pero presenta un

peso   molecular   similar   al   ScV.   I.as   partfoulas   de   Umv  presentan   actividad

transcriptasa  y  replicasa,  y  al  menos  en un  caso,  la replicaci6n  y  trascripci6n  es

semicouservativa  (Yie  y  cols.,   1998).   Mientras   que   los   sitios   de   iniciaci6n  y

transcripci6n presentan secuencias similares a los ScV dsRNAs.

1.5 Totivirus: Ensamble y propagaci6n.

Efl  general  los  virus  requieren  del  aparato  traduccional  del  hospedero  para  la

formaci6n de sus proteinas compitiendo con los RI`IA mensajeros celulares. I.os (+)

SSRNA carecen 5' Cap y en el   3' la cola de adeninas ®oli (A)) en sus extremos lo

que presenta rna desventaja competitiva forzando a adoptar estrategias que permitan

tanto  la  traducci6n  de  sus  proteinas  como  la  evasion  del  sistema  antiviral  del

hu6sped. Estudios realizados en S.  cerew.si.cze, permitieron establecer un modelo que

comprende  la  decapitaci6n  de  los  mRNAs  celulares.  La  actividad  catalitica  que

presenta la proteina Gag remueve  el cap  de los  mRNA celulares creando sustratos

para  la  exoribonucleasa  que  reconoce  especificamente  a  los  mRNA  sin  cap.  La

disponibilidad  de   los   (+)   ssRNAs   como   sustrato  iinico  para  la  enzima  se  ve

disminuida frente a los mRNAs celulares sin cap, pemitiendo que la expresi6n de

los (+) ssRNAs pueda proceder Q]igura 31) (Masison y cols., 1995).

El mecanismo de ensamble de los ScV (Figura 3 11) surge del descubrimiento

de los sitios de uni6n al SSRNA en el dominio Pol de la proteina de fusi6n Gag-Pol.
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Figura 3.  Estrategins  utiLizadas  en la traducci6n,  ensaml)]e y pro|)agaci6n del

ScV-L.I, Iid actividad catalitica de Gag remueve el cap del extremo 5'de los mRNA

celulares   fomando   sustrato§   para   la   exoribonucleasa   (Xmlp),   permitiendo   la

traducci6n  de  (+)  ssRNAs  (Masison  y  cols,  1995).  11,  I,os  dineros  de  la  proteina

Gag-Pol inician la polimerizaci6n prnduciendo el ensamble de las particulas (A). Un

exceso  de  la  proteina  de  Gag-Pol  resulta  en  la  formaci6n  de  muchas  partlculas

incompletas  (8).  Mientras que si la concentraci6n decrece,  disminuyen los dineros

no produciendose el ensamble (C) (Dinman y Wickner,  1992).



Seg`in este modelo,  el dominio Pol se unin'a a (+)  SSRNA mientras que el dominio

Gag se asocia con los mon6meros Gag ensamblando los viriones, asegurando de esta

forma la encapsidaci6n del (+) SSRNA en cada nuevo vins (Fujimura y cols.,  1992).

La  naturaleza  critica  del  ensamble  y  la  propagaci6n  viral  proviene  de  la

importancia  de  la  tasa  de  producci6n  de  la  proteina  Gag-Pol  determinada  por  la

eficiencia  del  Chfl  -1  durante  su  traducci6n.  Un  exceso  de  la  proteina  Gag-Pol

puede   resultar   en   la   fomaci6n   de   particulas   incompletas,   mientras   que   una

disminuci6n  de  la  proteina  de  fusi6n  puede  provocar  que  las  partfculas  no  se

produzcan. En ambos casos se tiene como resultado una baja gradual en los niveles

de dsRNA (Dinman y Wickner, 1992).

1.5.1     Corrimiento del marco de lectura -1.

EI  CML  -1  se  ha  descrito  en varios  tipos  de  vims  retrovirus,  coronavirus,

giardiavirus entre otros Q{arabaugh,  1996). Este sistema produce proteinas de fusion

en el cual los dominios N- y C-teminal estin codificados en dos marcos de lectura

abiertos distintos y sobrepuestos airman,  1995) durante el proceso de traducci6n

como respuesta a sefiales del mRNA en el que el ribosoma retrocede en rna base.

Mediante   experimentos   de   mutag6nesis   en   retrovirus,   ScV   y   virus   de

(+)SSRNA  se  encontraron  las  sefiales  involucradas  en  el  CML  -1.  Una  secuencia

llamada  "sitio  resbaladizo"  o  de  corrimiento  que  corresponde  al  heptdriero  de  la

forma X XXY YYZ, donde X puede ser cualquier nucle6tido, mientras que Y s6lo

puede ser adenina o uracilo. EI CML ocurre cuando la  secuencia XXY se encuentra

en el sitio P del ribosoma apareado con el peptidil-tRNA, y la secuencia YYZ en el

sitio A junto con el aminoacil-tRNA. Esta organizaci6n pemite que los tRNA de los
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sitios P y A retrocedan en rna base produci6ndose el CML -1 ¢arabaugh,  1996). I.a

otra sefial corresponde a la estructura de horquilla llamada RNA "pseudoknot", que

puede aparearse con una regi6n cercana ubicada n'o abajo.  Este ultimo es esencial

para la eficiencia del CML ya que produce la pausa del ribosoma sobre el sitio de

corrimiento.  El  conocimiento  de  estas  secuencias  llev6  al  planteamiento  de  un

modelo  conocido   como   corrimiento  simultineo  a7igura  4),   llamado  asi  por  el

movimiento y reordenamiento coordinado  de los sitios  P y A durante  la pausa del

ribosoma (Dinman,  1995; Farabaugh, 1996)

Para  los  vines  que  utilizan  el  CML  la  efieiencia  de  este  es  critica,  y  la

modificaci6n  de  su  frecuencia  tiene  cousecuencias  directas  en  la  propagaci6n  del

virus. En general los parinetros que pueden afectar al CML inclnyen: cambios en la

estabilidad del ribosoma unido al tRNAs, defectos en la habilidad de reconocimiento

del  aparato  traduccional,  y  los  cambios  en  el  tiempo  de  residencia  del  ribosoma

durante la traducci6n Oreskauskas y cols., 2003). El uso de drogas que interfieran

durante alguno de estos pasos puede afectar la eficiencia del CML -1 promoviendo la

perdida de los virus de dsRNA (Dinman y cols., 1997).

1.6 Curaci6n de los virus dsRNA

Experimentos  realizados principalmente  con agentes quimicos y fisicos han

resultado en la p6rdida de los dsRNA presentes, trausformindolas en cepas "curadas"

y  sensibles  a  micotoxinas  (Wickner,   1974).  La  p5rdida  de  la  actividad  micocida

puede resultar por rna mutaci6n en cualquiera de los genes nucleares del hospedero,

incapacitando la mantenci6n de los dsRNAs.
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Figura 4. El ps€udoknot  provoca resistencia al movimiento de] ribosoma.

A. El ribosoma puede facilmente desenrollar el loop formado ya que no es restrictivo

en su rotaci6n. 8. El ribosoma encuentra resistencia por Sl , ya que este no puede ser

rotado  ffroilmente,  Si  el  "pseudoknot" esta apropiadanente  localizado,  el ribosoma

pausa sobre el  sitio "resbaladizo" y el corrimiento ocurre.  S1.  Tallo  1;  S2,  Tallo 2;

Ll, Loop I ; L2, Loop 2. (Dinman,1995)
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En  experimentos  realizados  en  yon.owl.a  /7Pofy/j.ca  la  radiaci6n  UV  permiti6  la

eliminaci6n de los dsRNAs destrnyendo a lo§ virus o productos celulares necesarios

para la propagaci6n viral (116ton y cols.,  1987), mientras que la temperatura, puede

inducir  la   fomaci6n   de   citoplasmas   reducidos   en  S.   cerei/isz.ae,   afectando   la

mantenci6n viral (Wickner, 1974). Agentes intercalantes de 5cidos nucleicos como la

naranja de acridina y el bromuro de etidio, tambi6n son utilizados en la curaci6n de

ScV logrando perder los  M-dsRNA y la actividad micocida,  (Fink y Styles,  1972;

Causado y cols., 1989; Carroll y Wickner, 1995).

La  utilizaci6n  de  drogas  que  interfieran  en  el  proceso  de  traducci6n  ham

permitido  eliminar  los  dsRNAs.  ha  ciclohexamida,  un  conocido  inhibidor  de  ]a

sintesis   de   proteinas   que   actia  en   la   subunidad  ribos6mica   60S,   afecta  a  la

propagaci6n   viral.   Experimentls   en   S.    cerevisz.ae   ham   demostrado   que   una

disminuci6n  en  la  concentraci6n  de  la  subunidad  60S  provoca  la  reducci6n  de  la

traducci6n de  ScV-L,  lo que resulta en una perdida selectiva de  ScV-M  (Canoll y

Wickner,    1995).   Inhibidores   antivirales   de   la   peptidil-transferasa,   afectan   la

eficiencia del ChAI. -I  (Meskauskas y cols., 2003) y alteran la tasa de sintesis de la

proteina Gag-Pol.  Entre 6stos se encuentran la anisomicina, que inhibe la uni6n del

aminoacil-tRNA   con   el   sitio   aceptor   del    centro   de    la   paptidil-transferasa,

desestabilizando la uni6n en el sitio A entre el tRNA y el ribosoma. Dinman y cols.

(1997)   adicionaron   a   cultivos   de   S.   ceret;i.si.ae   concentraciones   subletales   de

anisomicina,   para  analizar  la  actividad  micocida  y  conterido   de   dsRNA.   Los

resultados mostraron que la p6rdida de la actividad micocida se correlaciona con la

eliminaci6n  de  ambos  virus  de  dsRNAs,  los  que  no  son  detectados  a  partir  de

colonias en ninguno de los cultivos tratados con el antibi6tico.
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1.7  Presencia de dsRNA en x dcHdrorfeows

jra#14opky//ong;cos cJe#dror¢oz/s es rna levadura basidiomicete  aislada  desde

exudados de drboles de regiones fu'as, principalmente Jap6n y Rusia. Posee una gran

importancia biotecnol6gica debido a que produce pigmentos de alto valor comercial

tal como la astaxantina, un pigmento utilizado en la industria farmac6utica y de los

salmones (Jhouson, 2003).

La determinaci6n de los acidos nucleicos totales presente en la cepa UCD 67-

385  de  esta  levadura,  permiti6  detectar   EGEs  del  tipo  dsRNA,  describi6ndose  4

mol6oulas:  L  (4,8  kb),  M  (3,2  kb),  S1  (0,8  kb)  y  S2  (0,6  kb)  las  cunles  fueron

asociadas  con  la  existencia  de  VLPs  de  tamafio  similar  a  los  totivinrs  (Castillo  y

Cifuentes,  1994).  El  analisis  de  otras  cepas  de  .X:  c7endrorfeo#s  da  cuenta  de  un

polinorfismo  en  los  tamafios  de  dsRNA,  hasta  la  ausencia  de  estos  elementos

G'feiffer y cols., 1996). Estudios posteriores pemitieron establecer rna relaci6n entre

el  origen geogrifico  de  las  cepas  y  el ndmero  de  mol6culas  de  dsRNA presentes,

encontrindose dos sistemas virales  distintos, en donde las capas  de origen japohes

poseen 4 mol6culas de dsRNA y la de origen ruso poseen un sistema viral compuesto

por solo rna mol6cula de 4,8 kb (Sanhueza, 2007). En .X  cJenc7ror*oas la asociaci6n

de  los  dsRNAs  con  alg`in  fenotipo  incluyendo  la  actividad micocida,  no  ha  sido

establecido  en  forma  clara  (Castillo  y  Cifuentes,   1994;  Pfeiffer  y  cols.,   1996),

demostrindose  tambi6n  que  los  virus  no  tienen  efecto  en  la  tasa  de  crecimiento

durante la replicaci6n vegetativa de esta levadura (Pfeiffer y cols., 2001). Aunque no

se ha detectado alg`in fenotipo relacionado con la presencia de VLP (Pfeiffer y cols.,

1996),  en  estudios  recientes  de  nuestro  laboratorio  se  ha  detectado  una  actividad
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micocida  de  la  cepa  UCD  67-385  sobre  las  levaduras  del  g6nero  Jt*oc7ofom/a

(Oviedo, 2007).

A  diferencia  de    S.  cerevi.s!.ae  que  cuenta  con  2  dsRNA  correspondiente  al

genoma  viral  y  su  sat6lite,  en  X  denc7ror4o#S  no  se  ham  podido  relacionar  los

dsRNAs  con algiin sistema viral.  I.a similitud en terminos  de  tamafio  entre  ScV-L

(4,6 kb) y las cepas estudiadas de .X de#c7ror#oz/s (L-dsRNA, 4,8 kb), hacen suponer

que  esta mol6cula corresponden'a al virus  "helper".  Posiblemente en las  cepas  que

poseen tres o cuatro dsRNAs, la molecula M corresponde a un virus "helper" distinto

e independiente de I,dsRNA y no  a un satelite de este ultimo  (Tipper y Bostian,

1984; Magliani,1997), donde los tamafios de  M-dsRNA que varian de 3,1  a 3,7 Kb

son mucho mayores a los descritos en S1.  cerevis!.ae (1,6 a  1,8 Kb). El tamafro de las

mol6culas S-dsRNA van'a de 0,75 a 0,97 Kb (Castillo y Cifuentes,  1994; Pfeiffer y

cols.,  1996), y que es mucho menor que los virus satelites de S.  cervisi.c}e, pero son

similares a los vinis sat6lites descritos en I/Lr/i./ago "q)/d!.sr (desde 0,98 a  1,4 kb) que

codifican  para  una  toxina  responsable  de  la  actividad  micocida  ceoltin  y  Peery,

1980; Shelbourn y Buck,  1988).

La presencia de diferentes tipos de  dsRNA,  de VLPs y la actividad micocida

encontrada .X  denc7rowhoz4s, hace necesario determinar la participaci6n de cada una

de las moleculas dsRNA en el sistema viral, donde los S-dsRNA corresponden'an a

virus sat6lites, y  M y L-dsRNA a los virus helper.
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HIP6TESIS

En  .Xla#lAapky//om);cos  denc7ror*o#s  existin'a  mss  de  un  sistema  viral

compuesto  por  2  vinrs  "helper"  y 2  virus  sat6lites,  donde  al  memos  uno  de  estos

estaria involucrado en una actividad micocida.
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OBJETIVOS

Obj etivo General

Deteminar  la  relaci6n  entre  los  dsRNA  presente  en  Xa#£#opky//om);cef

cJendror#o#s' y su asociaci6n con la producci6n de micotoxina.

Objetivos especiricos

•     Optimizaci6n del protocolo de extracci6n de dsRNA.

•    Curaci6n de dsRNAs de la cepa UCD 67-385 de Jra#f*apky//oap;ces

dendrorhous.

•    Detelminaci6n   de   la   actividad   micocida   de   la   cepa   UCD   67-385   y

comparaci6n de fenotipo con las cepas curadas.

•     Comparar las proteinas exportadas por la cepa UCD 67-385 y cepas curadas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.      Materiales

C6lulas. Las capas utili2adas fueron: UCD 67-385 (ATCC 24230) y CBS 5908   de

X. dendrorhous. Como cepzL seus"e se utllvi6 Rhodotorula sloffiae.

Acidos nucleicos. Como marcador de peso molecular se utiliz6 el marcador lkb y el

DNA del bacteri6fago lamda digerido con la enzima de restricci6n Hf.wcZZ7T,  ambos

adquiridos de New England Biolabs.

Enzimas. La enzima Nucleasa Sl adquirida de Promega.

Reactivos   Qu'inicos.   Los   componentes   de   los  medios   de   cultivo   o  reactivos

quimicos puntuales, se adquirieron de Sigma Chemical, Merk y Difco Laboratorios.

El antibi6tico anisomicina fue adquirido de Sigma.

2.2.      M6todos

M6todos de biologla molecular y bioqul'inica. Electroforesis y PAGE-SDS, fueron

realizados de acuerdo al manual Sanbrook y cols., (1989)

2.2.1.   Condiciones de cultivo

Cultivos  en  medio  completo.  Para .X  dencJror¢oz„  se  utiliz6  el  medio  YM  que

contiene 2% de Glucosa, 0,3% de Extracto de levadura, 0,3% de Extracto de malta y

0,5%  de  Peptona.  Para  la  foma  s6lida se adicion6  1,5  %  de  agar microbiol6gico

(Oxoid).
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2.2.2 0ptimizaci6n de ]a extracci6n de RNA.

Lisis  de  esferoplastos  I.#  sjr#.  La  metodologia  fue  adaptada  desde  el  protocolo

utilizado  por  Stark y Boyd  (1986).  A partir de  lml  de  cultivo  de JF.  de#dror¢ows

crecido durante 3 dias a 22 °C,  se colectaron las c6lulas por centrifugaci6n a 10.000

g por  1  min.  Se lavaron 2 veces con 500 Hl de amortiguador SE (1M sorbitol, 0,25

mM EDTA) y se resuspendieron en 40 ul de soluci6n SE (50 mM DTr, 25 ng de

Lysing Enzymes de 7}i.cAoc7ermcr Acziez.a##m, Sigma).  Se incub6 a 37 °C por 4 h para

la  obtenci6n de  los  protoplastos.  La electroforesis  se realiz6  en un gel  de  agarosa

I,5% que posee 2 filas de posillos paralelas separados por 1  cm. En los pocillos de la

fila superior se depositaron 50 ul de anortiguador de lisis (TAB 1%, SDS  10%) y 10

pr de amortiguador de carga (0,25% azul de bromofenol,  15% ficoll, 30% glicerol).

En los pocillos  de la fila inferior   se cargaron 40 ul de  los protoplastos.   El gel se

corri6 a 50 V con TAE 1% como amortiguadof hasta que el frente de corrida lleg6 al

final del gel. Para la visualizaci6n de las muestras, el gel se tifi6 en una soluci6n de

bromuro   de   etidio   (I   Hg/ml)   en  TAE   IX  y  se   fotografia  bajo   luz  UV.   I.a

cuantificaci6n de los acidos nucleicos se realiz6 desde la foto del gel con el software

Kodak lD Science (Kodak scientific Image System).

Extracci6n por fenol fcido y ruptura mecanica. Desde 7 ml de un cultivo de .X

c7endror¢o"s   crecido   durante   3   dias   a   22°C,   se   colectaron   las   c6lulas   por

centrifugaci6n a  10.000  g por  lmin.  Se  lavaron 2 veces  con amortiguador TE  (10

mM Tris-Hcl pH 8,  1mM EDTA) y se resuspendieron en 400 Hl de TE. La ruptura

se realiz6 mediante agitaci6n en vortex usando 250 prl de microesferas de vidrio de

0,5 mm de diinetro y un volumen de fenol a pH 4,0. I,a fase acuosa se colect6 en un
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tubo limpio y se realiz6 una extracci6n con un volumen de fenol icido, y otra con un

volumen de  cloroformo:alcohol  isoam'lico  (24:1).  Finalmente  se  adicion6  1  ml  de

isopropanol  absoluto  y  se  incub6  a  -20°C  durante  1  h,  se  centrifug6  a  15.000  g

durante 10 min y  se resuspendi6 en 10 ut de H20-DEPC.

2.2.3. Digestiones enzimfticas

Digestion   con   Nucleasa   S1.   La  reacci6n   se   realiz6   a   37°C   en   30   mM   de

amortiguador acetato de potasio  pH 4,5, 0,3 M Nacl, 1 mM Zns04 y 5% de glicerol

en  un  volumen  fmal  de  20  prl.  Se  utiliz6  1  unidad  de  enzima  por  pg  de  acido

nucleico.

2.2.4.   Determinaci6n de la actividad micocida

Preparaci6n del c6sped sensible

Los ensayos de actividad micocida se confeccionaron c6spedes de A. a/qgrae

(cepa sensible) seg`in la metodologia de Oviedo (2008). Para esto 10 ml de un cultivo

con  aproximadamente  107  celulas/inl  se  mezcl6  con  100  ml  de  medio  YM  /agar

(1,5%)   fundido   (a   3540   °C)   y   con    1    ml   de   azul   de   metileno   (0,3%).

Aproximadamente 25 ml de la mezcla homogeneizada se verti6 en un placa petri y se

dej6  gelificar a  temperatura  ambiente.  En  las  placas  se  ajust6  el  pH  a 4,6  con  el

amortiguador fosfato-citrato. En este tipo de ensayos rna actividad micocida positiva

se  observa  por  la  fomaci6n  de  halos  de  muerte  que  se  visualizan  como  un

precipitado  de  azul  de  metileno  alrededor  de  la  muestra  sembrada.  Se  realizaron

ensayos con las colonias de X  de#dror¢oz/a provenientes de placas YM/agar de las

cuales se obtiene una muestra con un moldadiente esteril y se aplica en la superficie
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del c6sped. Les c5spedes se incubaron a  15  °C hasta la observaci6n de los halos de

inhibici6n.

2.2.5.   Experimentos de curaci6n

Determinaci6n  de la  concentraci6n  6ptina  de  antibi6tico.  Cultivos  de  la  cepa

UCD 67-385  fueron tratados con concentraciones variables de anisomicina (0 a 30

LLM). El crecimiento de los cultivos se registr6 por 5 dias, mediante medici6n de la

D.O. a 600 nm y recuento de celulas viables en placas YM.

Tratamiento   de  X   dc«drohoous  con  anisomicina  Desde  un  cultivo   en  face

exponencial de la cepa Ucb 67-385  se realizaron diluciones seriadas decimales las

que se sembraron en placas YM suplementadas con 15 y 30 |lM de anisomicina. Las

placas  se  incubaron a 22  °C por 5  a 7 dias hasta el desarrollo  de colonias,  las  que

fueron posteriormente sembradas en placas YM/agar. Estas riltimas se incubaron a 22

°C y se conservaron a 4 °C hasta su estudio.

A  las  colonias  obtenidas  por  el  tratamiento  se  les  realizaron  ensayos  de

actividad micocida por duplicado. Ademds se realizaron cultivos de cada coloria en

un volumen de  7 ml  de medio YM para extraer el RNA total.  Estas muestras  se

analizaron  electofor6ticamente  para  observar  los  tipos  de  dsENAs,  utilizindose

como  control  el  RNA  total  de  la  cepa  67-385.   Iris  colonias  que  presentaban

irregularidades en el patr6n de las bandas de dsRNA, fueron analizadas nuevamente

para  descartar problemas  durante  la  extracci6n  de  RNA total y confimar  asi  los

resultados encontrados.

21



2.2.6.   Analisis de las proteinas extracelu]ares

La obtenci6n de muestras y de extractos proteicos se realiz6 de acuerdo a los

protocolos de Santos de la Sen (1999).

Obtenci6n de ]as muestras. Se realizaron cultivos (600 ml, medio completo YM sin

extracto de levadura) de las distintas cepas de inter6s. El crecimiento de los cultivos a

22  °C  se  registr6  por  7  dr'as,  mediante  medici6n  de  la  absorbancia  a  600  nm  y

recuento de c6lulas viables en placas YM.  En dicho periodo se extrajeron alicuotas

representativas  de  las  distintas  fases  de  crecimiento  para  la  precipitaci6n  de  las

proteinas y obtenci6n de precipitado celular.

Obtenci6n de extractos proteicos.  Volinenes de 50 ml del cultivo se centrifugaron

por  10  min  a  10.000  g.  El  sobrenadante  se  filtr6  con  una  membrana  de  PVDF

04illipore, 0,45 |lM de poro), se le adicion6 etanol a una concentraci6n final de 70%

y se incub6 en hielo durante 30 min. Las muestras se centrifugaron a 10.000 g por 40

min  y  se  resuspendieron  en  1  ml  de  amortiguador  citrato-fosfato,  pH  4,6  y  se

mantenienen a -20°C.

Electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  en  condicjones  desnaturantes  (SDS-

PAGE)

Prepart7c7.6# c/e /cry 777ciestras. 40 Pl de las muestras se disolvieron en el amortiguador

de   carga  que  contiene  0,25   Tris-Hcl  pH   6,8,   0,1%  glicerol,   0,001%   azul  de

bromofenol, 20/o SDS y 0,008% de 2-mercaptoetanol. lid mezcla se incub6 a 100 °C

durante  5 min y se carg6 en el gel.  Para la determinaci6n de la masa molecular se

utiliz6  el marcador Marker" Low Range  de  Sigma,  con un rango  de  tanafio  de
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6.500 a 66.000 Da.  Se construy6 rna curva de calibraci6n representando los valores

del  logaritmo  de  la  nasa  molecular  de   cada  proteina  frente  a   su  movilidad

electrofoietica aif). De esta foma, determinando el valor del Rf de rna proteina se

interpola su nasa molecular.

Co#dz.c!.o#eS  de  corrz.d¢ -)/  jj.#cz.t;#  de  ge/es.  Se  utilizaron  geles  de  poliacrilamida

Precise" Q'ierce), siguiendo las instn]cciones del fabricante. En la electroforesis se

utiliz6 un voltaje constante de  100 V. El gel se tifi6 con azul de coomasie (0,25  %,

45% metanol:  10% deido ac6tico) durante 30 min en agitaci6n. Se retir6 el colorante

y el gel se destin6 con urn soluci6n descolorante fomada por metanol: acido ac6tico:

agua destilada (3 : 1 :7) hasta observar la mayor cantidad de bandas.
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3.      RESULTADOS

3.1 0ptimizaci6n del m6todo de extracci6n de RNA

Para  los  experimentos  de  curaci6n  se  requiriere  establecer  el  contenido  de

dsRNA presente en cada colonia tratada con anisomicina. Por ello la gran cantidad

de muestras que se necesitan analizar demanda un m6todo  de extracci6n de RNA

eficiente que debe permitir su analisis en el menor tiempo posible.

Dentro de los m6todos de extracci6n de RNA utilizados en levaduras, la ruptura

mecinica  con  perlas  de  vidrio  (Castillo  y  Cifuentes,   1994),  es  el  que  presenta

mejores resultados en.X. c7endrowhoz# (Sanhueza, 2007). Sin embargo, los volinenes

de c6lulas y reactivos que requiere impide el analisis de cientos de muestras en un

tiempo prndente.  Otro factor a considerar es que en ocasiones se obtiene una baja

concentraci6n  de  las  mol6culas  de  RNA  observindose  solamente  los  dsRNA  de

mayor tamafio (L-dsRNA y M-dsRNA). Esta irregularidad impide la utilizaci6n del

m6todo para detectar la p6rdida de dsRNA en las posibles cepas curadas. Por estas

razones se procedi6 a la bdsqueda y optimizaci6n de los m6todos de extracci6n y/o

visualizaci6n  de  los  RNA  que  asegure  la  presencia  de  los  4  tipos  de  dsRNA

cumpliendo con los requerimientos experimentales mencionados.

3.1.1 Lisis de esferoplastos i.# si.f"

Este  m6todo  ha  sido  utilizado  para  deteminar  la  presencia  de  EGEs  en

K/#j/`;erom)/ces /ac/is (Stark y Boyd,  1986). Cousta de dos pasos principales que son

la  obtenci6n  de  los  esferoplastos  y  la  posterior  lisis  de  ellos,  la  cual  se  realiza

directamente   en  un  gel   de   agarosa.   Los   esferoplastos   son  formados  mediante
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tratamiento  enzimatico  con enzimas  que degradan la pared celular.  En   un gel de

agarosa  que  posee  dos  filas  de  pocillos  se  deposita  el  amortiguador  de  lisis  (fila

superior)  y  los   esferoplastos   (fila  inferior).   Cuando  se  aplica  la  diferencia  de

potencial, el amortiguador de lisis pasa a traves de los esferoplastos provocando su

ruptura  y  liberaci6n  de  los  5cidos  nucleicos  totales,  los  cunles  ingresan  al  gel

inmediatamente y son separados por el tamafio.

En el analisis de los acidos nucleicos totales de la cepa UCD 67-385 se espera

observar al memos  5 bandas correspondientes al DNA gen6mico y a los 4 tipos de

dsRNA.   Sin  embargo,  como  se  muestra  en  la  figura  5,  en  todas  las  muestras

analizadas no se observa un patr6n constante en el ndmero de bandas visualizaldose

en el mejor de los  casos  3 bandas que por su migraci6n corresponden'an al DNA

gen6mico, L-dsRNA y M-dsRNA. Debajo de estas no se observan otras que pueden

corresponder  a  los  S-dsRNAs.  La  realizaci6n  de  nuevos  ensayos  no  permitieron

mejorar  la  resoluci6n  del  m5todo,  apareciendo  en  algunas  ocasiones  una  serie  de

bandas  no  identificadas,  mientras  que  en  otros  casos  no  se  observaban  bandas.

Producto  a  estos  contratiempos  y  a  las  inegularidades  observadas,  el  m6todo  no

aprob6 los objetivos planteados. por lo que se procedi6 a revisar nuevos protocolos.
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Figura S. Anflisis de log dcidos nucleicos totales mediante lisis de esferoplastos

in si.fzf .  I.as muestras provienen de diferentes  ensayos reali2ndos con  la cepa UCD

67-385,  I.a  fotografia  del  gel  muestra  las  dos  filas  de  pocillos  menciomdos  en  la

metodologia. La resoluci6n del metodo pemite observar 3 bandas (Carril 1, 2, 4, 8 y

9)  que por la migraci6n conesponderian al DNA gen6mico (G), L-dsRNA (L) y M-

dsRNA (M). En ocasiones aparece se observa una serie de bandas (Carril 3, 5 y 7) y

en otras no se observa ninguna (Carril 6).
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3.I.2 Extracci6n del RNA I)or ruptura mecfnica

Se vari6 el tiempo de ruptura de las celulas y los voliimenes utilizados con el

fin  de  buscar  rna  mejon'a  en  los  resultados.  Como  propuesta  inicial  se  decidi6

mantener las proporciones de los reactivos en un volumen fmal de 1 ml para efectuar

la  ruptura  en  tubos  de  1,5  ml,  que  permiten  la manipulaci6n  experimental  de  un

ndmero mayor de muestras, Para encontrar las condiciones 6ptimas de ruptura, que

coustituye el paso cn'tico de la extracci6n, se analizaron dos variables:

Ca»f7.dad de cG/"/as. Es necesario utilizar un volumen minimo de c6lulas que asegure

una extracci6n que permita observar los distintos dsRNA, Para esto se colectaron las

c61ulas a partir de un cultivo de 50 ml de la cepa UCD 67-385 en fase exponencial de

creciniento y se resuspendieron en 1 ml de amortiguador TE. Se extrajeron alicuotas

de 0,1, 0,2 y  0,3 g de peso himedo, obteniendo las c6lulas para realizar la extracci6n

del RNA considerando un tiempo de ruptura de  15 min. Finalizada la extracci6n, las

muestras se resuspendieron en 20 pl los que fueron utilizados en la electroforesis

Los resultados de la figura 6A muestran que 0,1 g del concentrado celular son

suficientes para observar los  dsRNA  de mayor tamafio,  mientras  que en las  otras

muestras se observan las mismas bandas pero menos intensas. Aunque la extracci6n

no permiti6 inicialmente observar los 4 tipos de dsRNA, se cousiderari este resultado

para estudiar la siguiente variable de optinizaci6n. Cousiderando el volumen m'nimo

de c61ulas estinado, se determin6 arbitrarianente utilizar cultivos de c6lulas de 7 ml

para realizar los experimentos de curaci6n, del que se obtiene un precipitado celular

de alrededor de 0,1 mg.
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rl.empo cJe rap/zira.  Se procedi6  a variar el tiempo de ruptura en vortex esperando

obtener  variaciones   en  la  cantidad  de  RNA  y  analizar  asi  cualitativamente  la

presencia de los 4 tipos de  dsRNA.  El tiempo de ruptura utilizado en el protocolo

original corresponde a 3  min (Castillo y Cifuentes,  1994). A partir del concentrado

celular utilizado en el ensayo anterior, se tomaron alicuotas de 0,1 g para realizar las

extracciones con distintos tiempos de ruptura:  10, 20 ,30 ,40 y 50 min. Las muestras

se resuspendieron en 15 LIL y analizaron mediante electroforesis. Como` se observa en

la figura 68, la concentraci6n de los dsRNA aumenta al incrementar el tiempo de

ruptura.  A  los   10  min  ya  es  posible  observar  claramente  los  dsRNA  de  mayor

tamafio, mientras que a los 40 y 50 min se obtiene una concentraci6n de dsRNA que

permite identificar  los  4 tipos de dsRNA. De acuerdo a estos resultados se escogi6

como tiempo de ruptura 40 min para asegurar de esta foma la visualizaci6n de los

dsRNA, especialmente los S-dsRNA (Si y S2).

Con   el   fin   de   confirmar   que   las   bandas   de   menor   tamafio   observadas

corresponden a  dsRNAs,  se  trataron  las  muestras  con  la  enzima Nucleasa  Sl  que

permite  elininar los  acidos nucleicos  de  hebra  simple.  Para esto  se realizaron  las

extracciones   de  RNA  con  el  m6todo  anteriormente  establecido.   De  los  20   Hl

utilizados para resuspender el RNA,  10 ut  fueron digeridos con la enzima por rna

hora  a  37°C.  Ira  electroforesis  de  las  muestras  con  o  sin  tratamiento  enzimatico

(Figura  7)  no  presenta  diferencias  en  el  ndmero  de  bandas,  por  lo  que  todas  las

bandas corresponden a moleculas de dsRNA.
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Figura 7. Electroforesis de las muestras tratadas con nucleasa Sl. Las muestras

analizadas provenientes de la extracci6n de RNA de la cepa UCD 67-385 presentan

las  4  bandas  colrespondientes  a  las  moleculas  de  dsRNAs.  has  muestras  fueron

tratadas  (+)  y no  tratadas  (-)  con  la enzima;  Carril M,  estindar de peso molecular

lkb.
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3.2 Experinentos de curaci6n con anisomicina.

Varios tratamientos ham permitido eliminar en las levaduras el caricter fr7.//cr,

uno de ellos es el tratamiento con anisomicina cuya acci6n promueve la perdida de

los virus de dsRNA en las levaduras al afectar la eficiencia del CML -1, obteniendo

cepas "curadas". La utilizaci6n de este antibi6tico pemitin'a eliminar a los vims de

dsRNA  en  .X  de#drorriozfs'  y  determinar  su  posible  asociaci6n  con  la  actividad

micocida. Al no existir antecedentes en los que se utiliza este antibi6tico en cepas de

Jr.    de#c7rorAo2.s,    es    necesario    inicialmente    determinar   la    concentraci6n   de

anisomicina requerida en los experinentos de curaci6n.

3.2.1 Determinaci6n de ]a concentraci6n 6ptima de antibi6tico.

En    experimentos    realizados    en    cultivos    de    S.    ceret;z.sj.are    con    rna

concentraci6n de anisomicina de 3,8 y 7,6 |1M se logra la p6rdida del sistema viral

completo (Dinman y cols,  1997). Teniendo en cuenta este antecedente la cepa  UCD

67-385  de X  c7encJror¢ozts  fue  tratada  con  0,  3,8  y  7,6  |IM  de  anisomicina  y  se

registr6  el  crecimiento  mediante  D.O.  (600 nm)  y recuento  de  las  c6lulas viables.

Como  se  muestra en la figura  8A el antibi6tico tiene un efecto  negativo  sobre  el

crecimiento, el curl es mayor a 7,6 |lM que muestra una fase latencia de 22 h.  Sin

embargo, el efecto no es tan marcado a las 64 h, lo que indica que la concentraci6n

del  antibi6tico no es suficiente para couseguir una mayor inhibici6n.  Se realizaron

nuevas curvas con 15, 20, 25 [1M de anisomicina, utilizando como control un cultivo

sin antibi6tico pero con DMSO (cantidad equivalente a la adicionada para solubilizar

el antibi6tico), con el fin de vcr su efecto sobre el crecimiento.
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Los  resultados  de  la  figura  88  muestran  que  el  DMSO  posee  un  efecto

inhibitorio  sobre el crecimiento que pemanece durante toda la curva,  siendo  este

efecto menor en comparaci6n con el comportamiento de los cultivos con antibi6tico.

Con  20  y  25  [iM  de  anisomicina  se  logr6  inhibir  el  crecimiento  hasta  las  51  h,

periodo correspondiente a una mayor fase  de latencia comparado con el control. Las

alicuotas de estos cultivos fueron sembradas hasta el desarrollo de las colonias.   Se

extrajo RNA de  150 colonias en total, las que fueron analizadas en geles de agarosa.

Los resultados obtenidos fueron negativos  en cuanto  a la obtenci6n de una colonia

que carezca de 1 o mas dsRNAs Q7igura 9).

El recuento de c61ulas viables realizado para todos los cultivos tratados o no con

el antibi6tico no muestra diferencias significativas en el trfulo celular, indicando que

la anisomicina act`ia como un agente inhibidor del crecimiento celular y no presenta

toxicidad sobre la cepa de X denc7ror7io#s.
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Figura 9. Electroforesis de RNA. Desde el cultivo de la cepa 67-385 tratado con 25

|LM  de  anisomicina,  se  colectaron  las  colonias  a partir del  recuento  de  las  celulas

viables  para  §u posterior analisis  del  contenido  de  dsRNA.  En  la  eleetroforesis  se

observan las 4 mol6culas de dsRNA caracteristicos en todas las muestras, por lo que

el tratamiento con el antibi6tico no permiti6 la pdrdida de moleculas de dsRNA.  En

total se analizaron 150 colonias no encontrando variaci6n en los resultados.   Carril  I

al   11,  colonias  analizadas  provenientes  del  tratamiento;  Carril   12,  UCD  67-385;

Carril M, marcador de peso molecular lkb.
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3.2.2  Aplicaci6n  de  la  anisomicina  en  ]as  placas  y  analisis  del  contenido  de

dsENA.

Se  realiz6  un  nuevo  ensayo  mediante  placas  YM/agar  con  concentraciones

mayores del antibi6tico, con las que se realizaron recuentos de las c6lulas viables de

un   cultivo   de   la   cepa   UCD   67-385.   Con   este   prop6sito   se   utilizaron   tres

concentraciones de anisomicina (0,  15 |lM y 30 [tho para evaluar la viabilidad de la

cepa  en  estas  placas.  El  analisis  de  los  recuentos  sobre  estas  placas  no  muestran

variaciones significativas en el trfulo celular, al comparar las placas con antibi6tico

con el control ®laca YM), indicando que las concentraciones utilizadas resultan sub-

letales para .X c7encJror*o#s. Cabe destacar las diferencias en el tiempo de incubaci6n

de  las placas necesario para el desarrono de las  colonias.  En la placa control,  este

tiempo corresponde a 3 dias, mientras que en las placas suplementadas con  15 LLM y

30 |JM de anisomicina requieren de 5 y 7 dr'as respectivamente.

Todas las colonias obtenidas por el recuento en las placas con antibi6tico fueron

couservadas a 4 °C. Se comenz6 el analisis con las colonias provenientes de la placa

con mayor concentraci6n de anisomicina (30 |lM).  Con cada una de las colonias se

realizaron cultivos  sin antibi6tico a los que se les extrajo RNA total. Las muestras se

analizaron mediante  electroforesis  QTigura  10).  En  total  se  evalu6  el  contenido  de

dsRNA de 160 colonias, encontrindose s6lo dos colonias que carecen de S2-dsRNA.

Estas   cepas   curadas   fueron   nuevamente   crecidas   en   cultivos   sin   antibi6tico

analizadas nuevamente para confimar la perdida de la mol6cula.

35



Figura 10. Electroforesis de RNA y anflisis de] contenido de dsRNA.  Cultivos de

las colonias crecidas en placas YM/agar con 30 iiM de anisomicina fueron utilizados

en la extracci6n de RNA,  Los resultados son un ejemplo de los analisis realizados y

muestran la presencia de las 4 mol6culas de dsRNA, excepto por la muestra 40 que

presenta 3  bandas conespondientes a I,dsRNA, M-dsRNA y  S|-dsRNA.  Carril  S,

UDC 67-385; Carril M, marcador de peso molecular lkb.
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3.2.3 Actividad micocida de ]as colonias

En  el  ensayo  anterior,  paralelamente  se  realizaron  ensayos  de  actividad

micocida para todrs las celulas obtenidas por el tratamiento con anisomicina, ya sea

a  partir  de  los  cultivos  o  de  las  colonias  (300  aproximadamente).  Para  esto  cada

colonia fue sembrada en el c6sped de c6lulas sensibles con el fin de detectar posibles

diferencias   de   actividad   con   respecto   a   la   cepa   silvestre.   Las   colonias   que

presentaban irregularidades  en la visualizaci6n de  su actividad,  fueron nuevamente

analizadas para descatar otros factores que alteren la observaci6n del fenotipo.

Los  resultados  obtenidos  Q7igura  11)  muestran actividad micocida en todas

las colonias analizadas, no encontrindose diferencias entre las colonias provenientes

de las distintas formas de aplicaci6n del antibi6tico. El tratamiento con anisomicina

no permiti6 la eliminaci6n del caricter micocida de la cepa.

3.2.4 Ana]isis de las cepas curadas de S2 -dsRNA

Las  dos  colonias  que  presentaban  s6lo  3  bandas  de  dsRNA  se  analizaron

nuevamente  para  confimar  el  contehido  de  dsRNA  y  la  actividad  micocida.  ha

extracci6n de RNA para ambas cepas curadas (40 y 44) confima la p5rdida de S2-

dsRNA.  Por  esta  raz6n y por  la  actividad micocida  encontrada  anteriormente,  las

cepas serin cousideradas como rna sola llamada UCD 67-385AS2. La electroforesis

se muestra en la figura  12 confirma la p6rdida de  S2-dsRNA y la presencia de los

todas las mol6culas de dsRNA en la cepa silvestre.
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Figura  11.  Ensayo  de  la  actividad  micocida  de  las  colonias  obtenidas  por

tratamiento  con  anisomicina.  Se  realizaron  ensayos  de  actividad  en  c6sped  de

celulas seusibles con las colonias obtenidas por el tratamiento con anisomicina.  Las

placas muestran las colonias sembrndas y los halos de muerte alrededor de ellas. Las

muestras    que    no    presentaban    resultados    claros    se    analizaron    nuevamente

confimando su actividad. La flecha indica halo de muerte de la cepa UCD 67-385.
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Figura  12. Analisis del contenido de dsRNA de La cepa UCD 67-385 y la cepa

curada. Se extrajo RNA de las cepas UCD 67-385 y UCD 67-385AS2 para comparar

el  contenido  de  dsRNA.   Se  confima  que  la  cepa  curnda  carece  de  S2-dsRNA.

Carriles  I : cepa UCD 67-385AS2; Carril 2: UCD 67-385; CaITil M: estindar de peso

molecular I kb.
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En experimentos en S.  cerevz.s!.ae (Carroll y Wickner,  1995) la p6rdida

progresiva de los dsRNA sat6lites lleva a un incremento del ninero de copias del

dsRNA helper. En la electroforesis realizada G]igura  12) se observan diferencias en

la  inteusidad  de  la  banda  de  L-dsRNA  entre  la  cepa  UCD  67-385AS2  y  la  cepa

silvestre,  mientras  que  las  bandas  de  M  y  Si-dsRNA  son  similares.  Ante  estas

diferencias,  se  determin6  la  raz6n  entre  L/M-dsRNA  para  la  cepa  curada  y  la

silvestre  mediante  cuantificaci6n  de  las  mol6culas,  encontrindose  que  en  la  cepa

UCD 67-385 AS2 la raz6n L/M fue 5, mientras que para la cepa silvestre fue 2. Este

incremento de la raz6n L" se debe al aumento del ndmero de copias de L-dsRNA,

ya que el nivel citoplasmitico de M-dsRNA no van'a entre las cepas, descartando la

disminuci6n de la concentraci6n de M-dsRNA.

En los ensayos de actividad micocida anteriores no se observaron diferencias

en ninguna de las colonias analizadas, en los cuales las cepas curadas presentaban el

fenotipo. Nuevamente se realizaron c5spedes en el cual se sembraron distintas cepas

de JY. denc7ror*oas: UCD 67-385, CBS 5908, que presentan los 4 dsRNAs; y la cepa

UCD  67-385AS2.  Todos  los  ensayos  se  realizaron  por  duplicado.  Los  resultados

confiman la actividad micocida en las cepas cundas por lo que concluimos que la

molecula S2-dsRNA no participa en el fenotipo aTigura 13).
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Figura 13. Ensayo de la actividad micocida de las cepas curndas.  Para el ensayo

se utilizaron colonias de las capas UCD 67-385 (1), CBS 5908 (2), que presentan los

4 dsRNAs, mds la capa curada que carece de S2-dsRNA (4), y como control negativo

se utiliz6 JZ. s/ojorae (3). Se observan los halos de muerte ®recipitado azul) alrededor

de las cepas UCD 67-385, CBS  5908 y las curadas,  lo que indica que la p6rdida de

S2-dsRNA no  afecta la actividad micocida.  I.a placa  se  incub6  a  15  °C.  I,a  flecha

indica el halo de muerte
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Andlisis de las prote]'ms exportadas

Para elaborar un perfil de las proteinas exportadas por las cepas UCD 67-385

y  UCD  67-385AS2  de  Jr.  c7e#c7rorfaoz45,  se  realizaron  cultivos  a  los  cuales  se  les

registr6  su  crecimiento  mediante  D.O  (600nm)  y recuento  de  c6lulas  viables.  En

distintas fases del crecimiento del cultivo se obtuvieron las proteinas extracelulares

mediante precipitaci6n con etanol y las muestras se analizaron por electroforesis en

condiciones  desnaturantes  (SDS-PAGE).  El  resultado  de  la  figura  14  muestra que

ambas cepas presentan el mismo contenido de proteinas extracelulares, observindose

3 bandas que tienen un tamafio aproximado de 22,5-17,8 y  16 KDa las que podr'an

corresponder a la micoxina.  La p5rdida de  S2-dsRNA no produce variaciones en el

perfil de las proteinas extracelulares, p6r lo que esta molecula no codificaria para las

proteinas exportadas.

42



Figura  14. E[ectroforesis en ge]es de poLiacri]amida (SDS-PAGE). I.os extractos

proteicos analizados provienen de cultivos en fase exponencial de las distintas cepas

de  X.   de#drowhows,   de  los  cuales  se  extrajeron  alicuotas  libre  de  celulas  para

precipitar las proteinas extracelulares con etanol. Las flechas indican las proteinas de

inteies.  Carril  I:  Cepa UCD 67-385AS2; Carril 2:  Cepa UCD 67-385; M:  Marcador

de peso molecular.
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DISCUSI0N

Optimizaci6n del protoco]o de extracci6n de RNA

I.a cepa UCD 67-385   de .X  cJe#drorfooz/s presenta 4 mol6culas de dsRNA, cuya

funci6n se desconoce (Castillo y Cifuentes,  1994; Pfeifer y cols 1996). Una forma de

abordar este problema es la curaci6n de rna o mss mol5culas de dsRNA y determinar

el  fenotipo  resultante.   La  realizaci6n  de  ensayos  de  actividad  micocida  de  las

colonias  obtenidas  en  los  experimentos  de  curaci6n,  no  permitiria  relacionar  la

p6rdida de una o mas mol6culas con alg`in fenotipo en el huesped.  Esto implica el

analisis de rna gran cantidad de muestras para deteminar el contenido de dsRNA, lo

que demanda un metodo de extracci6n de RNA eficiente. El protocolo de lisis I.# sz.fzi

(Stark y Boyd,  1986) mos perlniti6 observar los L y M-dsRNAs a pesar de que estos

se encontran'an encapsidados en VLPs. La ausencia de los Si y S2-dsRNAs, se puede

deber a la degradaci6n de estas mol6culas o a la falta de lisis de los protoplastos no

produciendo una concentraci6n suficiente de dsRNA para su visualizaci6n.

La  extracci6n de  RI`IA por mptura mec5nica con perlas  de  vidrio utiliza fenol

acido  como  reactivo  principal,  el  cual  permite  desnaturar  y  precipitar  proteinas,

mientras  que  el  pH  acido  permite  solubilizar  el  DNA.  ha  optimizaci6n  de  este

m6todo  disminuyen  el  volumen  de  c61ulas/reactivos,  lo  que  permiti6  aumentar  el

ndmero    de    muestras    analizadas    simultineamente    ademas    de    asegural'   rna

concentraci6n de dsRI`IA para observar constantemente las 4 mol6culas en todas las

muestras  analizadas.  De  esta  forma  se  cont6  con  una  metodologia  que  pudo  ser

utilizada en los experimentos de curaci6n.
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Tratamiento con anisomicina

ha anisomicina interfiere el CML -1 durante el proceso de traducci6n del genoma

viral  lo  que  lleva a la p6rdida de  las mol6culas  de  dsRNA  (Dinman y cols,  1997;

Meskauskas y cols, 2003). Al no existir antecedentes del uso la anisomicina en cepas

de A  derdro7.4ozts, se utiliz6 inicialmente concentraciones probadas en S:.  cerevj.sz.ae

(Dinman y cols,  1997), las que no resultaron t6xicas para la cepa UCD 67-385. En

las curvas de crecimiento con anisomicina, s61o se observa un incremento en la fase

latencia, efecto que se agudiza al aumentar la concentraci6n del antiviral. Un periodo

de inhibici6n en el creciniento mayor aumentan'a la probabilidad de que las c61ulas

sobrevivientes   hayan   perdido   alg`in   dsRNA.   Con   este   fin,   se   increment6   la

concentraci6n hasta 7 veces mayores a las utilizadas en S. ccrevj.si.c]e. A pesar de esto

las curvas  no mueshan una inhibici6n pemanente del  crecimiento,  diferencia que

podr'a ser por la mayor resistencia de la pared celular en .X c7endror*ows y/o por una

menor afinidad del antibi6tico al ribosoma lo que disminuyen su efectividad.

La aplicaci6n del antibi6tico  al medio  de cultivo no permiti6  la curaci6n de  la

cepa, a diferencia de lo observado en S1.  cerevisz.ae a concentraciones menores (0,4 -

3,8iLM)  que  inducen  la  eliminaci6n  del  sistema  viral  completo  a)inman  y  cols,

1997).  S6lo  en  la exposici6n permanente  durante  la  fomaci6n  de  las  colohias  en

placas  suplementadas  con  anisomicina  se  obtuvieron  cepas  que  carecen  de  S2-

dsRNA.    Las    concentraciones    de    anisomicina   utilizadas    en   .X    c7enc7rorfaozts

pemitieron eliminar s6lo la mol6cula S2-dsRNA. Un incremento en la concentraci6n

del antibi6tico en los experimentos de curaci6n pemitiria conseguir la perdida de las

otras  moleculas  de  dsRNA y  de  la  actividad  micocida.  La perdida  de  los  dsRNA

requiere  de  una  disminuci6n progresiva  en  el  n`inero  de  los  virus,  por  lo  que  la
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exposici6n de generaciones sucesivas al antibi6tico incrementaria la probabilidad de

encontrar  c6lulas  que  carezcan  de  estos  elementos.  Por  esta  raz6n  actualmente  se

estin realizando nuevos experinentos con mayores concentraciones del antibi6tico,

ademds  de  analizar  colohias  obtenidas  a  partir  de  la  fase  exponencial  tardia  de

crecimiento desde cultivos suplementados con el anisomicina.

La   curaci6n   de   la   cepa   de  X   deHcfror*oas  mediante   tratamiento   con

anisomicina  indican'a  que  algunos  de  los  virus  presentes  requieren  del  CML  -1

durante  la traducci6n del genoma viral para la mantenci6n de las partl'culas virales

(Dinman y cols,  1997; Dinman y Wickner,  1992). La mol6cula  S2-dsRNA,  aunque

no participa en la actividad micocida presente en la cepa, corresponden'a a un dsRNA

satelite de un genoma viral de mayor tamafio (L 6 M-dsRNA).

La  mantenci6n  y  propagaci6n  de  los  niveles  de  micovirus  requiere  de  las

proteinas  virales  Gag  y  Gag-Pol  codificadas  por el  genoma  viral  L-dsRNA  en  S.

cerevis!.c7e las que s61o serian proporcionadas para la propagaci6n del dsRNA satelite

Ovl-dsRNA) despu5s que los requerimieutos del virus Helper sean cubiertos (Canoll

y  Wickner,   1995).   Segtin  esto   la  p6rdida   de   los   dsRNA  sat6lites   lleva  a  un

incremento del ninero  de copias  del  dsRNA helper.  En las  cepas  curadas  de  S2-

dsRNA, la raz6n I/M es mayor al de la cepa silvestre. Un incremento en el ninero

de copias de L-dsRNA sugiere que esta mol5cula cumple la funci6n de virus belper

para la propagaci6n de S2-dsRNA satelite. La mantenci6n de M-dsRNA y Si-dsRNA

a pesar del tratamiento con anisomicina hace suponer que el nivel citoplasmatico de

estas  mol6culas  no  se  ve  afectado,  por lo  que  podrian  coustituir un  sistema viral

independiente en donde M sen'a el vinis helper y Si-dsRI`IA el sat61ite.   I.a presencia

de dos sistemas virales independientes en una misma c6lula huesped es un fen6meno
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poco descrito, siendo el iinico caso el sistema viral presente en Us/i./c7go wq};cJz.s en el

que  se  encuentran  mayores  antecedentes.  No  se  han  realizado  experimentos  de

curaci6n en esta levadura, por lo que no hay infomes del comportamiento de sus

sistemas virales que pemitan comparar con los resultados de este trabajo.

Actividad micocida de X dc»drorAoz.s

Las condiciones de temperatura y pH utili2ados en los ensayos de actividad

micocida  pemitieron  detectar  el  fenotipo  en  la  cepa  UCD  67-385,  las  que  son

similares a las utilizadas en otras levaduras con actividad micocida. La detecci6n del

fenotipo depende de la estabilidad de la micotoxina las  que se caracterizan por ser

inestables y necesitan condiciones  especificas para su actividad (Santos  de  la  Sen,

1999).

En el  analisis  de proteinas  extracelulares  no se  encontraron variaciones  en  el

mimero de bandas detectadas entre la cepa UCD 67-385 y UCD 67-385AS2, por lo

que  S2-dsRNA  no  codifican'a  para  las  proteinas  de  exportaci6n.  De  acuerdo  a  lo

descrito  en  Usifz./ago  mq}/di.a,  las  toxinas  respousable  del  fenotipo  fri.//er  acoltin  y

Peery, 1980; Shelboum y Buck,  1988) tienen un tamafio de  19-11-17,7 KDa, las que

son codificadas en genomas de  1,4-0,98 y  1,2Kb respectivamente (Magliani y cols,

1997).  Considerando  estas  observaciories  y  las  proteinas  detectadas  que  tienen un

tamafro  22,5-17,7  y  15  KDa  las  que  corresponden'an  a  la  toxina.  La  micotoxina

podr'a  estar  codificada  en  la  mol6cula  Si-dsRNA.  Para  defmir  este  sistema,  es

necesaria   la   realizaci6n   de   nuevos   tratamientos   de   curaci6n   que   permita   la

eliminaci6n de Si-dsRNA y determinar la correlaci6n con la actividad micocida.
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CONCLUSI0NES

I.   I.a  p5rdida  de  S2-dsRNA  incrementa  el  ninero  de  copias  de  L-dsRNA,

sugiriendo que  su propagaci6n depende de los productos traducidos a partir

del L-dsRNA. Ambas mol6culas constituin'an un sistema viral formado por el

vinis sat6lite (S2) y helper (L).

2.   La mol6cula S2-dsRNA no es responsable de la actividad micocida presente

en la cepa UCD 67-385 de .X dencJror4o#s.

3.   EI CNI-1 participa durante el proceso de traducci6n de las proteinas virales

en X  dencJrar*o#s ya que la disminuci6n de su eficiencia provocada por la

anisomicina afect6 la propagaci6n de S2-dsRNA.

4.   ha molecula S2-dsRNA no codifica para las proteinas de exportaci6n.
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