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Introduccion

I.  Los hongos endéfitos

Los endofitos son un grupo de hongos que durante todo o gran parte de su
ciclo de vida infectan los tejidos internos de plantas sin causar sintomas. Durante
las dltimas dos décadas se han realizado censos de la presencia de hongos
endéfitos en numerosas especies de plantas y los resultados de estos estudios
indican que este tipo de hongos es ubicuo y que todas las especies vegetales son
hospedadoras de endofitos (Stone et al., 2004, Schulz y Boyle, 2005, Arnold,
2007, Hyde y Soytong, 2008).

En general, son numerosas las especies endéfitas asociadas a cada especie
vegetal, en varios casos se han identificado decenas e incluso cientos de especies
endofiticas asociadas a una sola especie vegetal, lo que indica que la micobiota
endofitica representa un conjunto de una gran diversidad bioldgica, aunque la
mayoria de las especies endéfitas pertenecen a la divisién Ascomycota (Stone et
al.,, 2004; Sdnchez Mdrquez et al., 2007, 2008; Rodriguez et al., 2009). Se
conocen endéfitos especializados en una sola especie hospedadora (ej. algunas
especies de Epichloé y Neotyphodium) mientras que otros son generalistas
capaces de infectar mlltiples especies vegetales (ej. Penicillium, Cladosporium,
Alternaria spp.). En lo que respecta al tipo de colonizacion, hay especies
endofiticas exclusivas de un tipo de tejido, mientras que otras pueden infectar
diversos organos de la planta. La mayoria de las especies endofiticas conocidas
parecen estar localmente restringidas a la colonizacion de una pequefia zona de
las plantas, solo se conocen unas pocas especies endofiticas, pertenecientes a los
géneros Epichloé'y Neotyphodium que colonizan sistémicamente la parte aérea de

las plantas infectadas.
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Por definicion se considera endéfito a un hongo que no induce sintomas
obvios en las plantas hospedadoras y debido a esta caracteristica en la mayoria
de los casos se desconoce que efectos tiene un determinado tipo de infeccidn
endofitica en una planta. No obstante, se conocen algunas especies beneficiosas
para sus plantas huéspedes, en estos casos se ha observado una mejora de la
adaptacion de plantas infectadas a condiciones subdptimas debidas a factores de
estrés biotico o abidtico (patdgenos, herbivoros, alta temperatura, salinidad,
suelos pobres en nutrientes) (Schardl et al.,, 2004; Zabalgogeazcoa, 2008;
Rodriguez et al., 2009). Debido al mutualismo observado en algunas asociaciones
planta-endéfito, Rodriguez y Redman (2008) han postulado que los hongos
endéfitos podrian jugar un papel importante en la adaptacién de las plantas a
nuevos ambientes y ecosistemas.

En la actualidad la investigacion sobre hongos enddfitos estd
experimentando un auge, esto se debe tanto a su interés puramente cientifico, ya
sea como organismos comunes en plantas y capaces de alterar sus respuestas
cotidianas, o bien por aspectos mds aplicados como su potencial para la mejora de
cultivos o como fuente de productos de interés farmacoldgico (Strobel, 2002).

II. Los hongos endéfitos de gramineas

Las gramineas son plantas que han tenido un papel muy importante en la
historia de la investigacién sobre hongos endéfitos. Las primeras publicaciones
sobre endofitos fueron descripciones de la presencia de hifas en el interior de
semillas de cizafla (Lolium temulentum), una graminea conocida desde la
antigiiedad como una mala hierba en cultivos de cereales y por su toxicidad (Vogl,
1898; Guerin, 1898; Freeman 1902). En las décadas posteriores a la publicacién
de estos trabajos pioneros el tema no recibié mucha atencion hasta 1977, cuando
se publicé un estudio que contribuiria a estimular el interés cientifico en los

endofitos. En ese trabajo Charles Bacon y colaboradores demostraron que la
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festucosis, un sindrome téxico relativamente comdn en ganado vacuno alimentado
en pastos de Festuca arundinacea, estaba relacionado con el consumo de plantas
aparentemente asintomdticas, pero cuyas hojas, tallos y semillas estaban
colonizados intercelularmente por un hongo que identificaron como Epichloé
typhina (Bacon et al., 1977). Unos afios mas tarde un sindrome téxico similar en
ovejas alimentadas en pastos de Lolium perenne en Nueva Zelanda también fue
atribuido a un hongo endéfito de caracteristicas similares al de Festuca
arundinacea (Fletcher y Harvey, 1981). Posteriormente se descubriria la
presencia de diversos alcaloides toxicos en plantas infectadas por esos hongos y
que las plantas infectadas poseen en muchas circunstancias mejor rendimiento
agrondémico que las plantas libres de infeccion (Schardl et al., 2004; Kuldau y
Bacon, 2008). Desde que se realizaron estos descubrimientos, la investigacidn
sobre endéfitos pertenecientes a los géneros Epichloé y Neotyphodium ha
experimentado un auge que fambién ha impulsado la investigacién sobre endofitos
en plantas de otras familias (Hyde y Soytong, 2008).

Aunque en la actualidad se conocen varios cientos de especies endofiticas
en gramineas (Sdnchez Mdrquez et al.,, 2007; 2008), Neotyphodium y sus
teleomorfos Epichloé son los géneros de endofitos que mds atencion han recibido
y posiblemente los mejor conocidos. Esta tesis doctoral esta relacionada con

Epichloé festucae, una especie de este grupo.

III. Los endofitos sistémicos de gramineas: Neotyphodiumy Epichloé spp
El género Neotyphodium abarca especies estrictamente asexuales de
Epichloé, el origen de algunas especies de Neotyphodium estd en hibridaciones
interespecificas entre especies de Epichloé (Schardl et al., 1994). Las especies
de ambos géneros colonizan sistémicamente el espacio intercelular de hojas y

tallos (Figura 1), y todas las especies de Neotyphodium y varias de Epichloé se
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transmiten eficientemente a la mayoria de las semillas producidas por una planta
infectada (Figura 2). Las estructuras reproductivas asexuales, conidios y
conidioforos poseen mucha similitud morfoldgica en ambos géneros (Figura 3). Las
especies de Epichloé y Neotyphodium muestran especificidad hacia sus
huéspedes, y cada especie suele infectar solo una o unas pocas especies de
gramineas (Tablas 1y 2).

Figura 1. Micelio intercelular de Epichloé en la vaina foliar (A) y en hoja (B) de una planta
huésped. C) Micrografia electrénica de barrido mostrando hifas en el espacio

intercelular de tejidos de la vaina foliar.

A) B) )

Figura 2. Hifa de Neotyphodium coenophialum en la capa de aleurona de una semilla de

Festuca arundinacea

Figura 3. Morfologia del conidio y conididforo de Epichloé festucae. El conidio tiene
forma ovalada, una longitud de aproximadamente 5 um y estd sujeto por un conidioforo
simple.

Conidio

Conidiéforo
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Taxonomia

En la actualidad se conocen 11 especies del género Epichloé y 16 de
Neotyphodium (Tablas 1 y 2). Estos géneros pertenecen a la familia
Clavicipitaceae (Division Ascomycota) y como sucede en otras especies de esta
familia (ej. Claviceps purpurea) la mayoria de las especies de Neotyphodium y
Epichloé producen varios alcaloides téxicos. Estos alcaloides se acumulan en las
plantas y son el motivo por el cual el consumo de una cantidad suficiente de
plantas infectadas puede causar intoxicaciones al ganado vacuno, ovino o equino

produciendo toxicosis (Schardl et al., 2004).

Tabla 1. Especies de endéfitos del género Neotyphodiumy sus gramineas hospedadoras

(Kuldau y Bacon, 2008).

. tembladerae ) ; o
hieronymi, F. arizonica

N. typhinum Poa sylvestris

1 S N =
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Tabla 2. Especies de endéfitos del género Epichloé y sus gramineas hospedadoras

(Kuldau y Bacon, 2008) .

Especies del género Epichloé ' Especies hospedadoras

Agrostis hiemalis, Calamagrostis villosa,

E. amarillans

Sphenopholis obtusata
- Agrostis stolonifera, A.tenuis,
E. baconii o
Calamagrostis villosa
E. brachyelytri Brachyelytrum erectum

, Bromus erectus, B. ramosus, Hordelymus
E. bromicola

sp.
E. clarkii Holcus lanatus
_ Elymus canadadensis, E. hystrix, E.
E elymi . .
villosus, E. virginicus
Festucarubra, F. gigantea, F. longifolia,
E. festucae Koeleria sp.
E. glyceriae Glyceria striata
E. sylvatica Brachypodium sylvaticum
Anthoxanthum odoratum, Arrhenatherum
sp., Brachypodium pinnatum,
. Brachypodium phoenicoides, Dactylis
E. typhina glomerata, Lolium perenne, Phleum
pratense, Poanemoralis, Poa trivialis, Poa
pratensis, Poa silvicola, Puccinellia sp.
E. yangzii Roegneria kamoyji

Ciclos de vida

Los mecanismos de transmisién de los endofitos Epichloé dependen de dos
tipos de reproduccién: sexual, caracterizada por un modo de transmision
horizontal, y asexual, caracterizada por la transmision vertical del endofito de
una planta infectada a su descendencia (Figura 6).

La transmision vertical sucede cuando las semillas de una planta infectada
son infectadas y como resultado germinardn produciendo una nueva generacion de
plantas infectadas. En este tipo de transmisién la reproduccion del hongo es
clonal y asexual. Es un mecanismo de transmisién muy eficiente, ya que la mayoria

de las semillas producidas por una planta infectada estdn infectadas por el mismo
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genotipo de hongo que infecta a la planta madre. La infeccion de semillas sucede
cuando durante el desarrollo de la inflorescencia el hongo que infecta a la planta
madre penetra en los dvulos, una vez desarrollada la semilla se encuentra en
partes del embrién y en la capa de aleurona de las semillas (Figura 2). Este tipo
de transmision sucede en todas las especies de Neotyphodium y en varias
especies de Epichloé. Cuando los endéfitos sistémicos se transmiten por semilla
las plantas infectadas no muestran ningln sintoma de enfermedad.

La transmision horizontal requiere la reproduccién sexual del hongo, ya que
en este caso los propdgulos infecciosos son esporas sexuales, ascoesporas. La
reproduccién sexual de las especies de Epichloé esta relacionada con la formacién
de estromas en tallos reproductivos de las plantas infectadas (Figuras 4 y 5).
Estos estromas impiden la emergencia de la espiga y esterilizan el tallo afectado,
por lo tanto, cuando E£pichloé se reproduce sexualmente la infeccion produce
sintomas en las plantas, aunque solo durante su fase reproductiva, estos sintfomas
se conocen como la enfermedad del estrangulamiento de las gramineas. Una vez
que el hongo que infecta a una planta produce un estroma en un tallo
reproductivo, el estroma puede ser fertilizado por conidios de otro genotipo
compatible ya que Epichloé es un género heterotdlico. Los conidios son
fransportados al estroma desde otro estroma por aire o por insectos que
depositan huevos y se alimentan de estromas, como las moscas del genero
Phorbia. Tras la fertilizacion el estroma desarrolla peritecios con ascoesporas y

su color adquiere un tono naranja. (Schardl et a/, 2004).
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Figura 4. A) Estromas esterilizando tallos reproductivos de Brachypodium phoenicoides
junto a una espiga sana.. B) Aspecto de un tallo de Festuca rubra en el que se ha
formado un estroma fungico que impide el desarrollo de la espiga.

A B

|

En algunas especies de Epichloé'y en todas las del género asexual Neotyphodium,
la reproduccién sexual es rara o inexistente; en estos casos las plantas
infectadas no muestran sintomas (estromas) y el hongo se transmite
verticalmente por medio de la infeccién de casi la totalidad de las semillas

producidas por una planta infectada (Figura 6).

Figura 5. a. Dibujo de un estroma maduro alrededor de un tallo en el que se observan los
peritecios asentados sobre la superficie del estroma. b. Seccion longitudinal de un
estroma con peritecios y ascas. c. Asca con ascosporas. d. ascospora madura. e. Apice

superior de las ascas. (Ellis and Ellis, 1985).
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Figura 6. Esquema del ciclo sexual y asexual de Epichloé festucae en Festuca rubra: En
el ciclo asexual del simbionte se produce la infeccion de semillas en la planta madre, de
forma que el hongo se transmitird verticalmente a la préxima generacion del
hospedador. El ciclo sexual es iniciado por el desarrollo de un estroma que envuelve a un
tallo inmaduro impidiendo la emergencia de la inflorescencia. Después de la fertilizacion
y la maduracién de los peritecios en el estroma, las ascoesporas son expulsadas y

infectan a un nuevo hospedador alcanzando el 6vulo a través de la flor.
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Segln las caracteristicas de su ciclo de vida y los mecanismos

predominantes de fransmision, las interacciones de las especies de Epichloé 'y
Neotyphodium con plantas han sido clasificadas en tres tipos (Sampson, 1933;
White, 1988):

Interacciones sintomaticas tipo I. Desarrollo de estromas en todos o casi
todos los tallos reproductivos y por lo tanto esterilizacion total o casi total de la
planta hospedadora. Los érganos vegetativos de la planta estdn sistémicamente
infectados pero no muestran sintomas, cuando la planta entra en estado

reproductivo es cuando el hongo produce estromas alrededor del tallo de la
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espiga, impidiendo la emergencia de las inflorescencias. Las asociaciones de

Epichlo€é typhina con Brachypodium phoenicoides, o de Epichloé clarkii con Holcus
lanatus son de este tipo. Estas especies no se transmiten verticalmente por
semilla y su reproduccion es estrictamente sexual, son patdgenas y causantes de

la enfermedad del estrangulamiento en gramineas.

Interacciones mixtas tipo II. El desarrollo de estromas es muy raro, si
sucede es solo en uno o en unos pocos tallos reproductivos de la planta infectada.
La frecuencia de plantas con sintomas suele ser menor del 1%. Los tallos
reproductivos asintomdticos estdn colonizados por hifas de E£pichloé, que
infectan los dvulos y se transmiten verticalmente por semilla. La reproduccién del
hongo en este tipo de asociaciones puede ser sexual (ascoesporas liberadas de
estromas) o asexual (tfransmision vertical por semilla). La tasa de transmisién por
semilla es muy elevada, cercana al 100%. Un ejemplo de este tipo de

interacciones es la asociacion de Epichloé festucae con Festuca rubra.

Interacciones asintomdticas tipo III. Nunca aparecen estromas en los
tallos reproductivos. Estas interacciones las realizan especies estrictamente
asexuales que se fransmiten exclusivamente por semilla. Todas las especies de

Neotyphodium pertenecen a esta categoria.

Mutualismo en las interacciones entre endofitos sistémicos vy

gramineas

Los endofitos de tipo II y ITI raramente o nunca inducen sintomas en
plantas infectadas, ya que su mecanismo de transmision predominante es vertical.
En las interacciones de este tipo, el hongo se beneficia al obtener de las plantas

un nicho ecoldgico con nutrientes y un medio de propagacion y dispersion, la
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transmision por semilla. A cambio, las plantas huéspedes obtienen beneficios
como un aumento de la resistencia a mamiferos, insectos y nematodos herbivoros
(West et al, 1988; Paterson et al., 1995; Bazely et al., 1997; Kuldau y Bacon,
2008). Esta resistencia parece estar mediada principalmente por alcaloides de
diversos tipos producidos por el hongo en las plantas infectadas (Schardl et al.,
2004), aunque en el caso de la resistencia a nematodos otros factores podrian
estar implicados (Zabalgogeazcoa, 2008). Los alcaloides ergotaminicos, las lolinas
y los lolitrenos son téxicos para mamiferos, mientras que la peramina no es téxica
para mamiferos pero si para insectos. Exceptuando algunas especies de tipo I, las
demds especies de Epichloé'y Neotyphodium producen alcaloides de estas clases,
aunque el conjunto de alcaloides producido varia dependiendo de la especie
fdngica y de su genotipo (Vdzquez de Aldana et al., 2009). Ademds de ventajas
frente a herbivoros, las plantas infectadas por Epichloé también muestran un
aumento de la resistencia a algunas especies de hongos patdgenos
(Zabalgogeazcoa, 2008); asi como un aumento de la tolerancia a factores de
estrés abiotico tales como sequia, suelos pobres en nutrientes, o concentraciones
téxicas de algunos nutrientes (Malinowski y Belesky, 2000; Zaurov et al., 2001;
Zabalgogeazcoa et al., 2006a).

La naturaleza mutualista de las interacciones entre endofitos sistémicos y
gramineas ha sido uno de los motivos que mds han contribuido a despertar el
interés cientifico e industrial en este tipo de asociaciones. Las ventajas
adaptativas obtenidas por las plantas y el hecho de que una vez infectada una
planta las semillas que esta produce estardn infectadas por el mismo genotipo de
endofito indican la utilidad de los endofitos para la mejora de cultivos. En la
actualidad hay disponibles en el mercado diversas variedades de gramineas para
céspedes infectadas por endofitos, asi como variedades forrajeras de Festuca

arundinacea y Lolium perenne infectadas por variedades de Neotyphodium
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defectivas en la produccién de alcaloides téxicos para mamiferos (Brilman, 2005;
Kuldau y Bacon, 2008).

IV. Epichloé festucae

Dentro del conjunto de las especies endofiticas sistémicas de gramineas, las
mds estudiadas han sido Neotyphodium coenophialum y Epichloé festucae, el
genoma de £ festucae ha sido  secuenciado  recientemente

(http://csurs.csr.uky.edu/biodb-testbed/). £. festucae infecta a varias especies

de Festuca de hoja fina, como Festuca rubra y Festuca ovina. La primera
investigacidn sobre el ciclo de vida de esta especie es la de Sampson (1933), en
este excelente trabajo sobre la enfermedad del estrangulamiento en varias
especies de gramineas se describe como la infeccidn en plantas de F. rubraes en
la mayoria de los casos asintfomdtica y el hongo se transmite por semilla, es decir,
la interaccion entre £. festucae y Festuca rubra es de tipo II o mixta. En el
estudio de Sampson se identificaron todas los especies de endofitos sistémicos
causantes de estrangulamiento en gramineas como pertenecientes al taxdn
Epichloé typhina. Posteriormente, al demostrarse la existencia de diversas
especies de Epichloé y la especificidad de huésped de estas, los aislados de
Epichloé asociados a Festuca rubray otras festucas de hoja fina se identificaron
como E. festucae, basdndose en la fertilidad de cruzamientos entre aislados de
diversas especies de huésped y la morfologia de ascoesporas y cultivos puros
(Leuchtmann et al., 1994).

Festuca rubra es una graminea comln en pastos naturales de zonas
templadas de Eurasia, y la peninsula ibérica y el norte de Africa son un centro de
diversidad genética de esta especie (St. Yves, 1930). En poblaciones naturales de
Festuca rubra tanto en zonas de pastos semidridos como en acantilados marinos
cerca del 70% de las plantas de estdn infectadas por £ festucae

(Zabalgogeazcoa et al., 1999, 2006b). En estas poblaciones es comdn la existencia
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de linajes clonales del hongo, que indican un predominio de la reproduccién
asexual por semilla, aunque existe una considerable diversidad genética cuando se
analizan distintas poblaciones (Arroyo et al., 2002).

Epichloé festucae es un hongo mutualista, a pesar de la elevada tasa de
infeccion en plantas en poblaciones naturales, la aparicién de estromas es
extremadamente rara (Zabalgogeazcoa et al., 1999) y resulta imposible distinguir
a simple vista las plantas infectadas de las no infectadas. Sin embargo, en plantas
de Festuca rubra infectadas por E. festucae se ha descrito un aumento de la
tolerancia a mamiferos e invertebrados herbivoros (Bazely et al., 1997; Wilkinson
et al., 2000), enfermedades causadas por hongos, (Clarke et al., 2006), tolerancia
al aluminio en el suelo (Zaurov et al., 2001) y un mayor contenido de algunos
nutrientes en suelos pobres (Zabalgogeazcoa et al., 2006a).

Festuca rubra es una especie cominmente utilizada en mezclas de
gramineas para céspedes, en la actualidad diversas empresas del sector de las
semillas comercializan variedades de Festuca rubra infectadas por Epichloé
festucae, en Espafia Semillas Zulueta, y Fité son algunas de las empresas que
disponen de variedades endofiticas. La seleccion de genotipos de Epichloé
festucae y combinaciones planta-hongo con perfiles de alcaloides apropiados para
la mejora del rendimiento de las plantas es una estrategia utilizable para la
aplicacion de £ festucae en la mejora de céspedes (Arroyo et al.,, 2002;

Zabalgogeazcoa y Vdzquez de Aldana, 2007).

V.  Los Virus

Un virus es un conjunto de una o mds moléculas de dcido nucleico,
normalmente encapsidado en una o mds cubiertas protectoras de naturaleza
proteica o lipoprotéica, que es capaz de dirigir su propia replicacién Unica y

exclusivamente en el interior de una célula hospedadora adecuada. El material
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genético de los virus puede ser DNA o RNA, que a su vez puede ser de cadena
sencilla o doble, lineal o circular, o constituido por una sola molécula o varios
segmentos del dcido nucleico. Los genomas de RNA de cadena sencilla pueden ser
de polaridad positiva (+), que directamente sirven como RNA mensajero, o de
orientacién negativa (-), que necesitan de una RNA polimerasa viral para
sintetizar la cadena complementaria que sirve como RNA mensajero.

Los virus de RNA son los pardsitos moleculares que mds frecuentemente
afectan a animales y plantas. Diversos estudios comparativos de su estructura,
organizacion genética y tipo de replicacion, muestran que los virus de RNA
utilizan estrategias muy dispares para asegurar su multiplicacién en las células y
establecerse como particulas libres. Una de las caracteristicas mds destacables
de los virus de RNA es la excepcional diversidad de su organizacion gendmicay de
su modo de expresion.

Debido a la enorme diversidad de virus existente, a su amplio rango de
hospedadores, y a que ocuparia mucho espacio hablar de cada uno de ellos y sus
peculiaridades, en esta seccién nos centraremos en la descripcion de los
micovirus de RNA, ya que es en este grupo donde estdn incluidos los virus de

Epichloé festucae, objeto de esta tesis.

VI. Origen de los virus de RNA
El origen de un virus o elemento genético se corresponde con el momento
en el que alcanza la independencia en su replicacion y evolucion con respecto a las
macromoléculas de las cuales deriva y solo alcanza el estatus de un elemento
genético nuevo e independiente cuando adquiere informacion genética para
determinar su propia propagacion (Strauss et al., 1996).
No estd muy claro el origen de los virus de RNA, ya que se discute que

pueda ser monofilético o polifilético. La teoria de un origen monofilético sugiere
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que todos los virus de RNA se han originado de un conjunto de dominios, los
cuales todavia estdn en cierta manera presentes, aunque con diferente forma
(Gorbalenya, 1995). La naturaleza modular de los genomas viricos ha sido
comprobada por estimaciones filogenéticas usando diferentes genes (Morozov et
al., 1989). Algunas de estas variaciones en la organizacién gendémica y la historia
evolutiva de los genes de virus parecen haber surgido de infecciones mixtas a
largo plazo, en donde algunos genes de un virus se perdieron o fueron
reemplazados por homdlogos en otros virus. La presencia de genes con distinto
origen surge por recombinacion de genes de varios virus ancestrales (Gibbs,
1995). Este es el caso de el virus del "dwarf mosaic" que afecta a la cebada ya
que aparentemente posee un RNA-1 derivado de un Luteovirus, mientras que el
RNA-2, que codifica su propia RdRp (Polimerasa de RNA dependiente de RNA) es
muy similar a los de Carmovirus'y Tombusvirus (Demler et al., 1993). Por otro
lado, la teoria polifilética defiende que los dominios se originan a partir de genes
relacionados que van a proceder de diferentes células de las plantas
hospedadoras, y que la variedad de supergrupos surgird después de forma
independiente (Gorbalenya, 1995). Ambas teorias son posibles, y una combinacién
de las dos podria también ser un reflejo real de la evolucién actual en el caso
concreto de los virus de plantas.

En el caso particular de las RdRp, estas pueden haber tenido un ancestro
comdn, mientras que otros dominios fueron adquiridos de los hospedadores para
la adquisicion de nuevas funciones que permitan la adaptacion a nuevos nichos o
nuevos mecanismos de movimientos y transmision. La superfamilia de RdRp incluye
tanto las enzimas codificadas por eucariotas como por procariotas. Esto sugiere
que las moléculas que codifican para la RdRp pueden haber surgido antes que las

células eucariotas simples (Poch et al., 1989).
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VII. Los micovirus

Caracteristicas de los micovirus

Los virus que infectan a los hongos son denominados micovirus. El primer
micovirus conocido fue descubierto en el champifion comestible Agaricus
bisporus. Fue en la década de los 40 cuando se describié la enfermedad de La
France en champifiones. Dicha enfermedad es consecuencia de una infeccidn
causada por un virus de RNA; hecho que no pudo ser corroborado hasta casi
veinte afios después, cuando fue demostrada la presencia de particulas viricas en
champifiones enfermos (Hollings, 1962). Desde el descubrimiento de los primeros
micovirus se ha podido comprobar que su presencia es un hecho bastante comtn
en hongos (Ghabrial y Hillman, 1999; Nuss y Koltin, 1990; Herrero et al., 2009).
Se cree que podrian infectar a miles de especies flngicas, pero sin embargo muy
pocos han sido aislados y caracterizados (Moore, 1990). La razén de su tardio
descubrimiento, puede residir en que a diferencia del resto de virus de animales,
plantas o bacterias, los micovirus a menudo no producen cambios fenotipicos en su
hospedador, haciéndolos pasar desapercibidos.

Las particulas tipicas de micovirus poseen forma isométrica y un didmetro
que oscila entre 25 y 50 nm. Esta particula contiene un genoma de RNA de doble
cadena (RNAbc) y en algunos casos de ssSRNA o ssDNA, y estd rodeado por una
cdpsida proteica.

Las vias de transmisién de este tipo de virus son un hecho que todavia no
estad claro, ya que no pueden iniciar por si mismos una infeccién extracelular en
sus hospedadores y tampoco se conoce la existencia de ningdn vector natural. Lo
que si se sabe es que los virus de dsRNA de hongos son transmitidos de forma
similar a la transferencia de pldsmidos en procariotas. Es decir que los micovirus
son transmitidos intracelularmente durante la division celular, la esporogénesis y

la fusidn celular, desconociendose una fase extracelular en su ciclo de vida. Como
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consecuencia directa de este tipo de transmisién intracelular la variedad de
hospedadores naturales de los micovirus se limita a individuos pertenecientes a la
misma especie o a especies similares con compatibilidad vegetativa (Anagnostakis
et al., 1998; Ghabrial y Patterson, 1999, Soldevila et al., 1998). Los hongos
filamentosos han evolucionado regulando genéticamente sistemas de
autoreconocimiento que evitan la fusion de hifas entre variedades diferentes.
Adicionalmente existe una respuesta apoptética que ocurre entre variedades
incompatibles y que es regulada por mdlltiples genes de incompatibilidad
vegetativa. La existencia de estos sistemas de incompatibilidad crea una barrera
significativa que impide el movimiento de estos virus a nuevas poblaciones de
hongos (McCabe et al., 1999). Si una poblacion es clonal hay una expansion
endémica de dsRNA. Si la poblacion consiste de una variedad de grupos con
incompatibilidad vegetativa la expansion del virus estd restringida a variedades

del mismo grupo de compatibilidad vegetativa (McCabe et al., 1999).

Diversidad y clasificacion en micovirus

Se han caracterizado micovirus en Basidiomicetes, Ascomicetes y
Zygomicetes, asi como en Oomycetes.

El conjunto de virus conocidos que infectan a hongos estd formado por los
miembros de nueve familias ademds de varios virus aln sin asignar a ningln grupo
taxonomico (Van Regenmortel et al., 2000, Ghabrial y Suzuki, 2008). La mayoria
de los micovirus conocidos con genomas de RNAbc quedan clasificados en cuatro
familias: Totiviridae, Partitiviridae, Hypoviridae'y Chrysoviridae. El resto tienen
genomas de RNA, exceptuando los RAizidiovirus con genoma de DNAbc; virus con
genomas de RNA de polaridad negativa o DNA de cadena sencilla aun no han sido
encontrados en hongos (Ghabrial y Suzuki, 2008). De todas estas familias solo

algunas infectan Unicamente hongos, como son las familias Narnaviridae,
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Chrysoviridae y Hypoviridae, mientras que las otras familias infectan hongos,

protozoos, plantas o animales.

La relacion de familias de micovirus es la siguiente:

- Hipoviridae: no forman verdaderas particulas viricas, sino que poseen
membranas irregulares; una molécula lineal de RNAbc de unas 9-13 Kbp sin
segmentar forma su genoma. Varios miembros de esta familia son reconocidos,
pero de momento tan solo han sido encontrados en Cryphonectria parasitica.

- Partitiviridae. Los viriones son isométricos y poseen un genoma de dos
segmentos de RNAbc lineal con un tamafio total de 4-10 Kbp. La mayoria de los
miembros de esta familia infectan hongos aunque también pueden infectar
plantas.

- Barnaviridae. Las particulas viricas son baciliformes, con un genoma
lineal de una molécula de RNA de cadena sencilla con polaridad positiva, y un
tamafio de aproximadamente 4Kbp. Estd formada por un solo miembro (MBV) que
estd presente en Agaricus bisporus, y suele aparecer en champiiones cuando
presentan la enfermedad de La France, aunque no es el agente causal de la
enfermedad.

- Narnaviridae. Carecen de cdpsida. Su genoma estd formado por un
segmento de RNA de cadena sencilla con un tamafio de 2-3Kb. Distintos miembros
de esta familia infectan a Saccharomyces cerevisiae.

- Metaviridae: Se trata de retrotransposones que estdn poco
caracterizados. Su genoma es un RNA de cadena sencilla con polaridad positiva, y
un tamario de 4-10 Kb. Los miembros de esta familia estdn presentes tanto en
hongos como en plantas e invertebrados.

- Pseudoviridae: En este caso también son retrotranposones que estdan

poco caracterizados. Su genoma es una hebra sencilla de RNA con sentido
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positivo, y con 5-8 Kb de tamafio. Sus hospedadores son diversos: hongos, plantas
e invertebrados.

- Reoviridae: Tienen un genoma de RNAbc lineal, que estd segmentado en
10-12 fragmentos, dependiendo del género y su tamaiio varia de 18 a 30 Kb. La
cdpsida es isométrica de 60-80nm y que puede estar envuelta por dos o tres
capas lipidicas. Sus hospedadores son invertebrados, vertebrados, hongos y
plantas. Siendo Unicamente el género mycoreovirus el correspondiente a hongos.

- Chrysoviridae: Tienen un genoma de RNAbc. Las particulas tienen una
cdpsida icosahédrica con un didmetro de 35-40 nm. El genoma estd formado por
cuatro segmentos de ARNbc lineal con famafios comprendidos entre 2.7 y 3.5 Kb.
Estos cuatro segmentos presentan secuencias altamente conservadas en ambos
extremos. Se han identificado en Penicillium.

- Totiviridae: Los viriones pertenecientes a esta familia son isométricos y
poseen una sola molécula lineal de RNAbc con un tamafio que oscila entre 4-7Kbp,
y estdn encapsidados en particulas isométricas de 40 a 50 nm (Ghabrial et al.,
1995). Estos infectan persistentemente hongos, como Helminthosporium victoriae
0 Saccharomyces cerevisiae, o protozoos como Leishmania braziliensisy Giardia
lambia.

- Rhizidiovirus. Tienen una cdpsida isométrica con un genoma lineal de
DNA de doble cadena, y un tamafio de 27Kb, y nicamente han sido encontrados
en Rhizidiomycetes, género perteneciente a Hypochytriomycotay estd en duda el
considerar a miembros de esta familia como micovirus.

Efectos producidos por infecciones micoviricas

Los micovirus se diferencian de los virus de animales o plantas en que
generalmente no causan efectos aparentes en su hospedador y muchos pueden
ser considerados como no virulentos, a pesar de que células aparentemente

"sanas" pueden contener una gran cantidad de particulas virales (Lemke y Nash,
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1974); por ejemplo, en algunas levaduras puede haber de 100 a 300 viriones en
cada célula sin que se observen efectos obvios en la célula hospedadora. Una
posible razén de la “avirulencia” puede ser el tiempo de la replicacién viral. En un
estudio de infeccidn viral en Penicillium stoloniferum se observé que la sintesis de
dsRNA y viriones ocurre después de que la fase de crecimiento exponencial del
hongo haya terminado y la sintesis de macromoléculas ha declinado (Ghabrial,
1980); sin embargo en algunos casos los micovirus causan dafios en el hospedador,
haciendo que las cepas infectadas crezcan mas lentamente o se desarrollen de
forma anormal, aunque la lisis de las células infectadas sea realmente poco
probable, como en el caso de Ophiostoma (=Ceratocystis) ulmi (Buck, 1986).

Aunque la mayoria de los micovirus que infectan hongos patogénos de
plantas no parecen afectar al fenotipo de sus hospedadores, existen casos donde
la presencia de micovirus estd relacionada con la hipovirulencia. Este fenémeno
reduce la virulencia de los hongos patégenos de plantas. Es el caso particular de
las infecciones por hypovirus en Cryptonectria parasitica donde el virus es el
responsable de la atenuacidén de la virulencia de su hospedador (Ghabrial, 1994;
Anagnostakis et al., 1998). Los aislados de (. parasitica infectados muestran
sectorizacidn con frecuencia, baja esporulacidn, crecimiento anormal y reduccién
de virulencia sobre el castafio. Algunos miembros de la familia AHipoviridae han
sido empleados como arma de control bioldgico de la enfermedad del chancro del
castafio, causado por C. parasitica.

Los sistemas "asesinos" de la levadura Saccharomyces cerevisiae y del
carbén Ustilago maydis estdn correlacionados con infecciones virales. Por lo
general las cepas asesinas de cualquiera de los casos mencionados, estan
infectadas por virus, y producen toxinas proteicas extracelulares (andlogas de las

bacteriocinas) a las que son inmunes (Tavantzis, 2002).
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Ademds existe el caso de un virus cuya presencia confiere mayor
tolerancia térmica a la planta en la que estd presente su hongo hospedador:
Curvularia protuberata. Este hongo endofitico que infecta raices confiere
tolerancia al calor a su planta hospedadora cuando estd infectado por el virus
CThTV (Mdrquez et al., 2007). En este caso hablamos de un virus beneficioso
para su huésped, categoria en la que adn no se ha incluido ningln virus mds.

La ausencia de sintomas en el hospedador beneficia en cierta manera a la
supervivencia de hospedador y micovirus. De esta forma los virus de dsRNA son
capaces de hacer un uso eficiente de las proteinas hospedadoras para su
replicacion. A su vez las células hospedadoras evolucionan para soportar un
determinado nivel de replicacién, mas alla del cual la infeccion virica podria llegar
a ser patogénica. La patogénesis virica junto con la muerte de la célula acabaria
con la eliminacidn del virus, puesto que éste carece de infectividad extracelular.

Asi un estado asintomdtico beneficia a ambos: virus y hospedador (Lemke, 1979).

VIII. Los micovirus de Epichloé festucae

Los conocimientos previos que fundamentan esta fesis provienen de un
trabajo donde se describié la presencia de dos elementos de RNAbc en aislados
del enddfito Epichloé festucae (Zabalgogeazcoa et al., 1998). Uno de ellos
corresponde a una molécula de 5.2 Kbp encapsidada en particulas isométricas de
aproximadamente 50 nm; el ofro elemento, tiene un tamaiio de 3.2 Kbp y no
parece estar encapsidado. La secuencia nucleotidica de ambos elementos fue
considerada diferente, ya que una hibridacion entre ambos elementos mostré que
el de menor tamafio no es un derivado del mayor. El tamaiio de ambos elementos

de RNAbc permite suponer que podrian ser genomas de micovirus.
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Objetivos

I Objetivo general
Evaluar las caracteristicas bioldgicas y moleculares de un virus que infecta

al hongo endofitico Epichloé festucae que estd presente en Festuca rubra.

II. Objetivos especificos
- Caracterizacién molecular del posible virus asociado a un RNA de doble

cadena de 5.1Kbp.

- Estudio de la incidencia de infeccidnes viricas dentro de poblaciones
naturales del hongo endofitico Epichloé festucae.

- Determinacién de los mecanismos de transmision de virus en poblaciones
de Epichloé festucae.

- Efectos de la infeccidn virica en el crecimiento de cultivos de Epichloé
festucae.
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Capitulo 1: Incidencia de RNAbc en poblaciones de £. festucae

I.  Introduccion

La incidencia de infecciones por micovirus entre individuos pertenecientes
a determinadas especies de hongos ha sido estudiada en pocos casos. El método
utilizado en todos ellos ha sido el diagnéstico de la presencia de elementos de
RNAbc. En estos estudios es un hecho relativamente comin la deteccion de
multiples elementos de RNAbc, que indican infecciones causadas por virus con
genomas multipartitos, infecciones mixtas o la presencia de virus satélites o
RNAbc defectuosos (Ghabrial, 2008). Sin embargo son muy pocos los casos en
los que el estudio se centra dnicamente en un solo elemento de RNAbc; dos
ejemplos son el caso de un fotivirus presente en Ustilago maydis, con incidencias
que oscilan desde un 34% hasta el 100% dependiendo de las localidades (Voth et
al., 2006) y uno de los micovirus mejor conocidos y mas estudiados; el hipovirus
CHV-1 cuyo huésped es Cryphonectria parasitica (Peever et al., 1998), con una
incidencia del 28% en aislados del este de Norte América. En Cryphonectria
parasitica también se han realizado estudios de incidencia de otros elementos
de RNAbc en China y Japdn (Peever et al., 1998).

Entre los estudios en los que se ha estimado la incidencia de mdltiples
elementos de RNAbc que podrian indicar infecciones mixtas, destacan los
realizados en Aspergillus flavi, en los que se encontraron hasta 9 elementos de
RNAbc en el 13% en los aislados analizados (Elias y Cotty, 1996). En un estudio
de varias especies de Aspergillus en el que se evalué el coste que suponia para el
hongo la presencia de virus en aislados con sintomas de infeccién viral, se
determiné que el 10% de las especies analizadas estdn infectadas por alguno de

8 elementos diferentes de RNAbc (Van Diepeningen et al., 2006).
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En aislados de Botrytis cinerea se encontraron hasta 8 elementos de
RNAbc diferentes en el 72% de los aislados analizados (Howitt et al., 1995).

En Chalara elegans Bottacin y colaboradores (1994) mostraron los efectos
de la presencia de micovirus en el crecimiento y la virulencia del hongo, se
detectaron 6 elementos de RNAbc, dos de los cuales representaban genomas de
virus de la familia Totiviridae, y el 84% de los aislados analizados resultaron
estar infectados por virus.

También en Monilinia fructicola se detectd la presencia de 7 elementos de
RNAbc, encontrdndose alguno de estos elementos en el 74% de los aislados
analizados (Tsai et al., 2004).

Por otro lado, otros estudios determinaron que un 70% de los aislados de
Pyricularia oryzae contienen RNAbc, detectdndose al menos 12 elementos
diferentes, aunque no se ha observado relacién alguna con la patogenicidad del
hongo (Hunst et al., 1986).

En Pythium irregulare se han detectado al menos 6 elementos de RNAbc
con una incidencia del 85% (Gillings et al., 1993).

Un caso llamativo es el de Phytophthora infestans, donde se detectaron
distintos tipos de micovirus dependiendo de la zona de procedencia de los
aislados, lo que segun los autores, convertia a estos micovirus en valiosos
marcadores para estudios genéticos y epidemioldgicos; en este caso se observé
una incidencia del 36% correspondiente a 4 elementos de RNAbc, dependiendo
su ndmero de la zona de procedencia: USA, México o Europa (Tooley et al,
1989).

Todos estos ejemplos de posibles infecciones mixtas podrian llevar a
pensar que la incidencia de un virus puede verse afectada por la presencia de
otro; un ejemplo que puede confirmar esta hipétesis es el trabajo de Romaine y

Schlanghauffer (1995) que encontraron una infeccion doble en aislados de
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Agaricus bisporus, el Mushroom bacilliform virus (MBV) se detecté en el 60% de
los aislados también infectados por el virus isométrico de La France (LIV);
mientras que la incidencia de MBV se veia disminuida al 5% en los aislados no
infectados por LIV, lo que les llevé a sugerir que la presencia del otro virus
podria suponer una ayuda para la tfransmision.

En resumen, aunque la variacién en la incidencia parece depender de la
especie hospedadora, en bastantes casos la incidencia de elementos de RNA es
elevada en miembros de la misma especie.

La mayoria de los estudios de incidencia de dsRNA y micovirus han sido
realizados en hongos patdgenos de plantas. Por tanto es de interés determinar la
incidencia de dsRNA en Epichloé festucae, puesto que no se trata de un hongo
patégeno, sino de un simbionte mutualista. El objetivo de este primer capitulo
fue determinar la frecuencia con la que aparecen los dos elementos de RNAbc
que infectan a Epichloé festucae en aislados de este hongo enddfito obtenidos

de poblaciones naturales de F. rubra.

II. Materiales y métodos

Recoleccion de plantas y aislamiento de £. festucae.

Para obtener aislados de Epichloé festucae se recolectaron ejemplares de F.
rubra en pastos de dehesa pertenecientes a 12 localidades diferentes de la
provincia de Salamanca y una de Avila (Figura 7). En estos lugares se recogieron
las plantas guardando una distancia minima de 10 metros entre cada par de
plantas. Todas las plantas eran asintomdticas, con la excepcién de 4 ejemplares
de plantas con estromas de £ festucae que se obtuvieron en Los Valles, El
Cabaco y Candelario.

Los endofitos se aislaron a partir de fragmentos de tallo y vaina foliar de las

plantas tras un tratamiento de desinfeccion superficial (Bacon y White, 1994).
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Del micelio emergido de fragmentos de plantas infectadas tras un periodo de 7-
12 dias tras la siembra en placas de agar de patata y dextrosa (PDA), se obtuvo
una muestra de micelio. Los cultivos puros fueron identificados como Epichloé
festucae en funcion de caracteristicas morfoldgicas como el tfamaiio y la forma
de conidioforos y conidios y el color blanco del micelio aéreo (White, 1988)
(Figura 3). Con algunos aislados se realizé una identificacion molecular por medio
de la amplificacidn y secuenciacién de la region ITS1/5.8 RNA/ITS2.

Figura 7. Localizacién en la provincia de Salamanca de los pastos donde fueron
obtenidas plantas de Festuca rubra para aislar Epichloé festucae. Palancar (1),
Servdndez (2), Vitigudino (3), Berrocal (4), Llen (5), Ribera de Cafiedo (6), Campillo (7),
Altejos (8), Los Valles (9), Sagos (10), El Cabaco (12) y Candelario (13). En la provincia

de Avila se obtuvieron plantas en la dehesa Montalvo.

MAPA DE LA PROVINCIA DE SALAMANCA
— o -
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Extraccion de RNAbc.

Para obtener suficiente cantidad de micelio de cada aislado con el fin de
determinar la presencia de RNAbc, estos fueron sembrados sobre membranas
estériles de celofdn en placas de PDA con cloranfenicol (200mg/l) y mantenidos
en la oscuridad a una temperatura de 15-20°C durante aproximadamente un mes.

Para diagnosticar la presencia de micovirus, se procedié a la deteccién de
RNAbc utilizando el método descrito por Morris y Dodds (1975).
Aproximadamente 1g de micelio fresco de cada aislado fue pulverizado en un
mortero con nitrégeno liquido. Se extrajeron los dcidos hucleicos totales
afiadiendo una solucién de 2X STE (20 mM Tris-HCT pH 8.0; 200 mM NaCl; 2mM
EDTA), 0.1% SDS, 0.001% 2-mercaptoetanol y 1.5mg/ml de bentonita). Se
emplea el SDS para la ruptura de membranas celulares y la desnaturalizacién de
proteinas, el 2-mercaptoetanol por su actividad antioxidante y la bentonita como
absorbente de proteinas. Tras afiadir un volumen de fenol:cloroformo (1:1) se
generan dos fases: una fase fendlica que contiene lipidos, proteinas y
fragmentos subcelulares, y por otro lado una fase acuosa que contiene
polisacdridos, dcidos nucleicos y otras pequefias moléculas hidrosolubles,
quedando la mayor parte de las proteinas en la interfase. El cloroformo aumenta
la eficiencia de la extraccidn, por su alta densidad y por su capacidad para
disolver lipidos y proteinas.

Después de esta purificacion inicial, se llevé a cabo una cromatografia en
celulosa CF-11 (Whatman), donde queda retenido el RNAbc cuando Ia
concentracion de etanol es igual al 15%, realizandose al menos tres lavados con
STE con 15% de etanol y finalmente eluyendo el RNAbc con tampén STE sin
etanol. El RNAbc se precipité a baja temperatura con etanol y acetato sédico y
los extractos fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%,

realizdndose la visualizacidén con bromuro de etidio. Cada uno de los aislados que
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resultaron negativos se analizaron de nuevo, para descartar los posibles

resultados falsos negativos.

III. Resultados y discusion

Incidencia de E. festucae en plantas de F. rubra

En este estudio se observé que una media del 67,25% de las plantas

analizadas resultaron estar infectadas por el hongo endofitico £ festucae

(Tabla 3). En la tabla 3 solo se citan las 7 poblaciones en las cuales el ndmero de

plantas analizadas fue mayor que cinco, en este conjunto se detecté £. festucae

en el 74.5% de las plantas. El rango observado fue desde un minimo del 60% en

Montalvo hasta un 90% en El Cabaco y Candelario. Estas incidencias son similares

a las observadas en otras poblaciones de F. rubra en dehesas y en F. rubra

subespecie pruinosa en acantilados marinos del norte de Espafia, donde la

incidencia es cercana al 70% (Zabalgogeazcoa et al., 1999; 2005).

Tabla 3. Incidencia de E£. festucae en siete poblaciones naturales de Festuca rubra

infectadas en pastos de dehesa.

Poblacion l

Plantas analizadas l Plantasinfectadasl

Porcentaje de plantas

infectadas

Servandez

40

27

67.5

Palancar

33

26

78.8

Los Valles

26

18

69.2

Sagos

13

9

69.2

Montalvo

15

9

60.0

El Cabaco

20

18

90.0

Candelario

20

18

90.0
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Incidencia de RNAbc en aislados de E. festucae.

Al analizar la presencia de RNAbc en los aislados, se detectaron 2
elementos de 5.2 y 3.2 kbp en aislados de todas las poblaciones. Sin embargo, se
observé que no siempre aparecian los dos elementos juntos, sino que algunos
aislados estaban infectados por ambos elementos, otros solo por el de 3.2 kbp, y
un dnico aislado contenia el fragmento de 5.2 kbp (Figura 8). El hecho de que
ambos elementos aparezcan separados en algunos aislados, junto con que una
sonda de cDNA complementaria al elemento de 5.2 kb no hibridase con el de 3.2
kbp (Zabalgogeazcoa et al., 1998), demuestra que ambos elementos de RNAbc
son independientes y que la presencia de uno no condiciona la del otro. Por lo
tanto, es posible que cada elemento de RNAbc represente el genoma de un virus
distinto. En lo sucesivo, asumiendo que cada uno de estos elementos de RNAbc
representa el genoma de un virus distinto, nos referiremos al fragmento de 5.2
kbp como EfV1 (Epichloé festucae virus 1) y al de 3.2 kbp como EfV2 (Epichloé
festucae virus 2).

Segln se desprende de experimentos de purificacion de particulas de
virus, el fragmento de 5.2 kbp parece estar encapsidado en particulas
isométricas de unos 50 nm, mientras que el de 3.2 kbp no lo estd
(Zabalgogeazcoa et al., 1998), por lo tanto, se puede aventurar que debido al
tamafio de su genoma y morfologia de las particulas, EfV1, podria ser un
Totivirus (Wickner, et al. 2005), mientras que EfV2, aparentemente no

encapsidado, podria ser un narnavirus (Buck et al., 2005).
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Figura 8. Elementos de RNAbc detectados en 18 aislados de Epichloé festucae

obtenidos en la localidad de Servdndez.

Efvi—
EfvV2—

El resultado del andlisis de la presencia de RNAbc en aislados de las trece
poblaciones mostré un alto porcentaje de infeccién por EfV1y EfV2 (Tabla 4).
En las dos poblaciones con un nimero mayor de aislados analizados, los
porcentajes de incidencia fueron 85.7% en Palancar y 61.1% en Servdndez. En
estas dos poblaciones, se observaron diferencias notables en las proporciones de
aislados sin virus y los infectados por uno o ambos virus (Figura 9). El nimero de
aislados infectados por dos elementos fue mayor que el de los que tienen solo
uno y solo se detecté un aislado infectado Unicamente por EfV1.

En otras especies de hongos se han descrito infecciones mixtas de
micovirus, es el caso de los fotivirus SsRV1 y SsRV2 en Sphaeropsis sapinea
(Preisig et al., 1998), GaRV-L1 y GaRV-L2 en Gremmeniella abietina (Tuomivirta
and Hantula, 2005) o los totivirus ScV-L-A y ScV-L-B en Saccharomyces

cerevisiae (Wickner et al. 2002).
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Tabla 4. Incidencia de elementos de RNAbc de 5.2 kbp (EfV1) y 3.2 kbp (EfV2). En

poblaciones de Epichloe festucae.

Montalvo 5 0 2 2 1 80
El Cabaco 6 0 1 0 5} 16.6
Candelario 6 0 0 1 5 16.6

Figura 9. Incidencia de la infeccidn virica de cada uno de los elementos de RNAbc en
aislados obtenidos en las poblaciones de E£. festucae de Palancar (h= 14) y Servdndez

(n=18).

Palancar Servandez
M EfV-1+EfV-2

H Efv-1

B EfV-2

L1 Sin virus
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En algunos aislados de las poblaciones de Sagos y Montalvo se observé la
presencia de algunas bandas de RNAbc de tamafio distinto de EfV1y EfV2, que
podrian indicar la existencia de otros micovirus (Figura 10). Estas nuevas bandas
aparecen de forma individual, y se descarta la posibilidad de que fueran
consecuencia de un error de la electroforésis puesto que el desplazamiento de
las bandas del marcador y las correspondientes a EfV1y EfV2 fue normal en los

dos ensayos realizados.

Figura 10. Bandas de RNAbc con tamafio diferente de EfV1 y EfV2 detectadas en
algunos aislados. Estos elementos que difieren en tamafio de EfV1 y EfV2 aparecen

enmarcados.

A-Hind III

231kb ¥
9.4 kb
6.6 kb
43 kb
2.3 kb
2.0 kb

Ademds de las poblaciones mostradas en la Tabla 4, se analizaron 6
aislados de £. festucae obtenidos de plantas de Festuca rubra subsp. pruinosa,
una subespecie que crece en acantilados marinos y muestra frecuencias de
infeccion endofitica similares a las de plantas de F. rubra en pastos de dehesa
(Zabalgogeazcoa et al., 2006). En ninguno de estos aislados se detectd la
presencia de RNAbc, posibles razones podrian ser que las plantas crecen a
mucha distancia de las poblaciones en las que se detectaron micovirus y en
ecosistemas con unas condiciones muy distintas de las de dehesas.

También se detectd la presencia de EfV1 en un aislado de £ festucae,
obtenido de una planta de Lo/ium perenne. Los endofitos sistémicos cominmente

asociados a L. perenne son varias especies de Neotyphodiumy Epichloé typhina,
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la presencia de £. festucae en esta graminea no parece ser comin y podria

deberse a su transmision desde plantas de Festuca rubra.

IV. Conclusiones

1. EfV1 y EfV2 fueron detectados en aislados de Epichloé festucae de
todas las localidades analizadas, lo cual indica que al menos en pastos de
dehesas, donde cerca del 70% de las plantas de Festuca rubra estdn infectadas
por este endéfito, la dispersiéon geogrdfica de estos posibles micovirus es
notable.

2. La incidencia de elementos de RNAbc es relativamente elevada en
poblaciones naturales de £ festucae en pastos de dehesa, se detectd la
presencia de RNAbc en una media del 67,25% de los individuos de cada
poblacidn.

3. El hecho de que unos aislados estén infectados por EfV1y EfV2, otros
solo por EfV2 o por EfV1 demuestra que ambos elementos de RNAbc son
independientes y cada uno de ellos podria representar el genoma de un micovirus

distinto.
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Capitulo 2: Mecanismos de transmision y persistencia de los virus
de Epichloé festucae

I. Introduccion

La elevada incidencia de EfV1 y EfV2 en poblaciones naturales de Epichloé
festucae indica la existencia de un eficiente mecanismo de transmision de estos
virus.

¢Cdémo se transmiten los virus de hongos?. Como dijimos en la introduccién, no
se conoce un mecanismo de fransmision extracelular ni ningdn vector de
micovirus (Ghabrial et al., 2008). Por tanto, la Unica via que los micovirus podrian
emplear seria la transmision directa de célula a célula flngica, este tipo de
transmision puede ocurrir de dos formas, horizontalmente por medio de
anastomosis entre distintos individuos o verticalmente por transmisién a las

esporas sexuales o asexuales, como veremos a continuacidn.

Transmision por anastomosis

Este tipo de trasmision se produce entre hifas compatibles de distintos
individuos que se fusionan y permiten el movimiento de citoplasma desde
un micelio a otro. De esta forma las particulas de virus localizadas en el
citoplasma o en mitocondrias se transmitirdn durante la fusién celular.

La anastomosis solo se va a producir si existe compatibilidad entre
dos aislados. Por tanto esta compatibilidad va a determinar el potencial de
transmisién del virus. El momento en que se produce la anastomosis puede
variar, en algunas especies es comin que se produzca tras la germinacion
de esporas (Smith et al., 1996), mientras que en otros casos se produce

mas tarde. Si durante el proceso un nicleo pasa de un micelio al otro, el
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proceso puede dar lugar a dicariontes, que en caso de ser los nicleos
distintos dara lugar a un organismo heterocaridtico.

La transmision de micovirus por anastomosis se ha descrito en
Rhizoctonia solani (Charton et al., 2007), Cryphonectria parasitica
(Cortesi et al., 2001), Neurospora crassa (Roca et al.,, 2005) y otras
especies. Sin embargo la transmision interespecifica de micovirus por
fusion de hifas solo se ha observado entre especies similares, un ejemplo
es la fransmision de micovirus de Sclerotinia sclerotiorum a S. minor

(Melzer et al., 2002).

Transmision a esporas sexuales y asexuales

Puede llevarse a cabo a través de esporas asexuales producidas por
un aislado infectado, o de esporas sexuales cuando al menos uno de los
parentales estd infectado por virus. El éxito de una u ofra ruta de
transmision puede variar dependiendo del virus, de la especie del hongo y
de los tipos de espora que produzca.

Las esporas asexuales o conidios se producen a partir de hifas
modificadas y es durante el proceso de conidiogénesis cuando algunos
micovirus van a ser fransmitidos. En varios micovirus de Ascomycetes'y
Basidiomycetes se ha constatado la transmisiéon a conidios. Una de las
mayores tasas de transmision de micovirus a conidios fue observada en
Magnaporthe grisea , con un valor del 94% (Chun et al., 1997), mientras
que en un partitivirus presente en Fusarium graminearum la fransmision a
conidios es del 50%, (Chu et al., 2002 ).

Ademds de la variacion entre especies, las tasas de transmision por
conidios también pueden variar dependiendo de los genotipos fingicos; por

ejemplo, en Heterobasidion annosum el porcentaje de transmisién por
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conidios de un partitivirus varia desde un 3% hasta un 55%, dependiendo
del aislado (Irhmark et al. 2002).

Son menos los ejemplos conocidos de micovirus que se transmiten
por medio de esporas sexuales, ascoesporas o basidioesporas, lo que llevé
a sugerir que la transmision a esporas sexuales es menos comin en
aquellos hongos en los cuales la reproduccién sexual forma parte
importante de su ciclo de vida (Varga et al. 2003). Sin embargo hay
especies como Monilinia fructicola donde el 74% de los aislados pueden
estar infectados por micovirus y donde es probable que la transmisién se
realice a través de la reproduccién sexual, ya que es un hecho habitual en
Monilinia (Tsai et al., 2004); o de Fusarium graminearum, que se transmite
a través de conidios y ascosporas con incidencias que pueden llegar hasta
el 100 % (Chu et al., 2004). La transmision de virus a basidiosporas ha sido
constatada en Agaricus bisporus (Romaine et al. 1995) y Heterobasidium
annosum (Thrmark, 2002). En éste dltimo caso hay que destacar que la
transmision es posible tanto por esporas sexuales como asexuales. Por
otra parte hay casos de micovirus, que presentan un porcentaje de
infeccion en ascoesporas que es variable dependiendo del individuo
analizado, es el caso de B. cinerea con unos porcentajes de micovirus
detectados en ascosporas que pueden variar del 35 al 53% (Tan et al.,
2007).

La ausencia de transmisién a ascoesporas ha sido observada en
algunas especies de hongos, por ejemplo en Petromyces alliaceus o
Neosatorya hiratsukae (Varga et al., 1998), mientras que en el caso de
Magnaporthe grisea (Chun et al., 1997) la transmisién sexual es muy baja,

tan solo se transnmite dsRNA al 10% de las ascoesporas. En el
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basidiomiceto Agrocybe aegerita los micovirus no se fransmiten a

basidiosporas (Barroso et al., 2000).

En nuestro caso la dispersion de EfV1 y EfV2 dependerd en gran medida
del mecanismo de propagacién de E£. festucae en poblaciones naturales de F.
rubra, que se realiza preferentemente a través de las semillas de la planta, la
reproduccién del hongo en este caso es de tipo asexual, produciéndose
dnicamente de forma esporddica la reproduccién sexual del hongo (Arroyo Garcia
et al., 2002). Esto va a favorecer que E£. festucae presente poca variacion
genética dentro de una poblacidn, lo que podria facilitar de forma indirecta la
asociacion de un micovirus a un determinado genotipo. Si esto es asi, seria
interesante conocer si realmente se produce esta asociacién entre los micovirus
EfV1 y EfV2 con determinados genotipos del hospedador. Las infecciones de
micovirus a menudo son persistentes y asintomdticas, dicha persistencia
beneficia al virus. Este tipo de relacidon con sus hospedadores indica que ambos
podrian haber evolucionado conjuntamente con el objetivo comin de optimizar su
supervivencia.

En vista de la elevada incidencia de los virus EfV1 y EfV2 en poblaciones
naturales de £. festucae, se planteo estudiar los mecanismos de transmisién de
estos virus. En particular, determinar si EfV1 y EfV2 se transmiten a esporas
sexuales o asexuales producidas por aislados infectados de Epichloé festucae,
asi como estimar la persistencia de los virus en aislados infectados, tanto en

campo como en el laboratorio.

II. Materiales y métodos

Andlisis de la transmision por medio de esporas asexuales

Para estimar la eficiencia de transmision de EfV1 y EfV2 en Epichloé

festucae por medio de esporas asexuales (conidios), se analizé la presencia de
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los correspondientes dsRNAs en aislados monospéricos producidos a partir de
dos aislados infectados: P23, portador de EfV1y V5, portador de EfV1y EfV2.
La obtencién de cultivos monospéricos,se realizé a partir de un cultivo en una
placa Petri al que se afiadieron 4ml de una solucion de Tween 80 al 0.01% en agua
y se agité la placa para facilitar el desprendimiento de conidios; la suspensién
obtenida fue centrifugada a 4000g durante 10min para sedimentar los conidios.
Se transfirieron alicuotas de diversas concentraciones de conidios a placas Petri
con agar de agua y se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 24
hrs. Después se observaron las placas en el microscopio para seleccionar conidios
germinados con la ayuda de una aguja. De esta manera se obtuvieron 22 cultivos
monosporicos del aislado V5 y 42 cultivos monospéricos del aislado P23. Todos
los aislados obtenidos fueron analizados por medio de cromatografia en celulosa
CF11 para determinar la presencia de RNAbc, indicativo de la presencia de

micovirus.

Transmision por medio de esporas sexuales

Para comprobar si el virus se transmite por medio de las esporas resultantes
de la reproduccién sexual del hongo (ascoesporas) (Ver figura 6), se realizaron
cruzamientos entre aislados de Epichloé festucae infectados por EfV1 y/o Efv2
y aislados no infectados por micovirus. Para efectuar estos cruzamientos se
fertilizaron estromas reproductivos producidos en plantas de F. rubra por dos
aislados libres de virus (2210 y 2211) con suspensiones de conidios obtenidas de
cultivos de los aislados P23 (portador de EfV1), SelO (portador de EfV2)y Se33
(portador de EfV1y EfV2). Estos cruzamientos fueron realizados en el Institute
of Integrative Biology (ETH, Ziirich) por el Dr. Adrian Leuchtmann. Después de
dos o tres semanas el cambio de color blanco a naranja en los estromas fue un

indicador del desarrollo y maduracion de peritecios y del éxito del cruzamiento.
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De los peritecios resultantes de los cruzamientos se obtuvieron ascosporas que
fueron plaqueadas en agar con extracto de malta (Leuchtmann et al., 1994). Los
cultivos derivados de cada ascospora fueron analizados por medio de

cromatografia en celulosa CF11 para comprobar la presencia de RNAbc.

Relacion entre la distancia genética y la presencia de virus en

aislados de Epichloé festucae

Para comprobar si los aislados genéticamente cercanos estdn infectados por
los mismos virus, se analizé la presencia de dsRNA en 18 aislados de la poblacién
Palancar cuyas distancias genéticas habian sido estimadas previamente por
medio de marcadores moleculares basados en la amplificacion de fragmentos de
restriccién polimorficos (AFLP) (Arroyo et al., 2002).

Si los aislados con mayor similitud, probablemente pertenecientes a un
mismo linaje clonal de £ festucae, estuviesen infectados por la misma
combinacion de virus, entonces el resultado podria interpretarse como evidencia
de que el o los virus en cuestion son persistentes dentro de linajes clonales

existentes en poblaciones naturales de £. festucae.

III. Resultados y discusion

Transmision vertical por esporas asexuales

En cada uno de los 42 cultivos monospéricos derivados del aislado P23,
infectado por EfV1 se detectd la presencia delgenoma de RNAbc de 5.2 Kpb. Por
su parte los 22 aislados monoespdricos derivados de V5, infectados por EfV1y
EfV2, resultaron estar infectados por ambos elementos de RNAbc. Por lo tanto,
en ambos aislados se observa que los dos elementos de RNAbc se transmiten a

esporas asexuales con una eficiencia del 100%.
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En vista de los resultados obtenidos hablariamos de la pertenencia de EfV1y
EfV2 al grupo de micovirus transmitidos a conidios, y aunque la transmisién a
conidios parece ser un proceso comun, existe alglin caso como el de Neosatorya
hiratsukae donde pueden producirse conidios no infectados (Varga et al., 1998).
Por tanto no parece existir ningln tipo de barrera para la transmisién de EfV1y
EfV2 a conidios y el proceso puede ser considerado muy eficiente, al ser la tasa

de transmisién observada en dos aislados del 100%.

Transmision por esporas sexuales

En ninguno de los aislados derivados de las 17 ascosporas procedentes de
cruzamientos entre aislados infectados y libres de virus fue detectada la
presencia de virus (Tabla 5). Este resultado indica la existencia de una barrera
que impide la transmision vertical de virus durante la reproduccion sexual. No
obstante, el cruzamiento reciproco entre un estroma infectado por virus y un
aislado donante de conidios libre de virus no ha podido ser realizado al no
disponerse de aislados infectados por virus que formen estromas en plantas de

Festuca rubra.
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Tabla 5. Transmision sexual de los micovirus de Epichloé festucae. Resultados del
andlisis de la presencia de RNAbc en cultivos derivados de ascosporas obtenidas de
cruzamientos entre dos aislados libres de virus que formaron estromas en plantas de
Festuca rubra (2210 y 2211) y aislados infectados por EfV1 (P23), EfV2 (Sel0), o ambos
virus (Se33).

Ndmero de ascoesporas Presenciade virusen las
Cruzamiento
obtenidas ascoesporas
2210xSE33 4 negativo
2211xSE33 3 negativo
2211xP23 9 negativo
2211xSE10 1 negativo

Persistencia de RNAbc en aislados de E£. festucae

Los virus de dsRNA de Epichloé festucae han mostrado ser muy
persistentes en su hospedador, en el laboratorio se han mantenido aislados
infectados durante varios afios, con numerosos pases de placa a placa, y nunca se
ha perdido un virus de estos aislados. Lo mismo ha sucedido con aislados
infectados que han sido almacenados a -20 6 -80°C y han sufrido varios ciclos de
congelacion y descongelacion. Las tasas de 100% de transmision a conidios del
dsRNA observadas en los experimentos anteriores son una prueba mds de la gran
capacidad de persistencia de EfV1 y EfV2. Esta persistencia ha sido un
inconveniente para poder “curar” aislados de virus y obtener aislados isogénicos
infectados y libres de virus. Este tipo de material hubiese sido de gran valor
para estudiar los efectos de los virus en el hongo huésped.

Al analizar la presencia de RNAbc en aislados de £. festucae cuyas distancias
genéticas habian sido estimadas con marcadores AFLP (Arroyo et al., 2002), se
observé que algunos grupos de aislados genéticamente cercanos estaban

infectados por los mismos virus (Figura 11). En particular, todos los miembros de
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los dos grupos de aislados mds genéticamente similares, los constituidos por los
aislados P14, P17,P27 y P29 en un grupo, y por P11, P13 y P31 en el otro, estaban
infectados por EfV2. En vista de la distribucion de virus que se observa entre
individuos de Palancar (Figura 11), podria no deberse al azar que los aislados mds
similares, que probablemente representen miembros de un linaje clonal de £
festucae estén todos infectados por EfV2. Estos aislados genéticamente muy
similares fueron obtenidos de distintas plantas y es muy posible que desciendan
de un mismo aislado que se ha ido diseminando por medio de transmisién clonal
por semilla. No es posible asegurar hace cuanto tiempo se han separado estos
aislados en distintas plantas, pero este resultado también sugiere que la

persistencia de los virus de Epichloé festucae es alta en poblaciones naturales.

Figura 11. Relacion entre la distancia genética y los virus detectados en aislados de £
festucae. Representacién de la distancia genética entre 17 aislados de £. festucae
obtenidos en la poblacién Palancar. La distancia entre los aislados estd basada en

coeficientes DICE estimados con marcadores AFLP (Arroyo et al., 2002).
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IV. Conclusiones

1. La tfransmision por conidios de EfV1 y EfV2 se produce con una
eficiencia del 100%, convirtiendo a esta ruta en un mecanismo muy eficiente de
transmision y persistencia para ambos micovirus.

2. En ningln caso se observé la transmisién por medio de ascosporas, lo
que indica que durante la reproduccién sexual existe una barrera que impide la
transmisién de ambos virus

3. Los virus EfVl y EfV2 son muy persistentes en sus hospedadores,
ademds de su elevada tasa de transmisién a esporas asexuales, no se ha
observado la pérdida de micovirus en aislados que han estado sujetos a
numerosas transferencias y ciclos de almacenamiento en frio en el laboratorio.
Esta persistencia también parece suceder en poblaciones naturales, ya que
aislados obtenidos de distintas plantas, pero pertenecientes a los mismos linajes

clonales estan infectados por los mismos virus.
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Capitulo 3: Efectos fenotipicos de la infeccion de EfV1 y EfV2

I.  Introduccion

Dado que todos los micovirus son pardsitos obligados es razonable pensar que
podrian tener efectos negativos sobre el crecimiento de un hongo o su
supervivencia. Sin embargo, en la mayoria de las relaciones micovirus-hospedador
que hasta ahora se han estudiado, no se han observado sintomas obvios.

Existe dificultad en asociar un determinado fenotipo a un micovirus en
particular, ya que no hay demasiados ensayos que permitan comprobarlo (McCabe
et al., 1999); incluso el problema se agrava cuando aparecen infecciones mixtas
con mds de un micovirus, como es el caso de los virus LIV y MBV en Agaricus
bisporus (Romaine et al., 1995), o la infeccion mixta de BVX y BCVF en Botrytis
cinerea (Howitt et al., 2006).

Pero realmente podria suceder que el fenotipo de un hongo infectado no
difiera del que presentan los aislados sanos, debido a que los virus estdn latentes
o suponen un tipo de infeccién benigna para su hospedador (Boland, 2004). El
hecho de que no induzcan ninglin cambio fenotipico en determinadas condiciones
no implica que no manifiesten un cambio si esas condiciones varian fuera del
rango en el que han sido estudiados, estos cambios podrian ser pequefios efectos
en el crecimiento del hongo. Esta influencia neutral o estado de latencia podria
ser el resultado de la coevolucién entre el virus y su hospedador, ya sea por la
seleccion para disminuir la virulencia del micovirus o para aumentar la tolerancia
o resistencia del hongo hospedador (Rosewich et al., 2000; Milgroom, 1999).
Podria prevalecer la necesidad de tener un hospedador en detfrimento de
aumentar la virulencia con lo que la evolucién podria llegar a seleccionar virus sin

sintomas aparentes y ventajosos para el hospedador (McCabe et al., 1999).
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Existen micovirus en patdgenos de plantas cuyos efectos son una disminucion

de la patogenicidad o hipovirulencia y crecimiento del hongo. Un ejemplo son los
virus que causan hipovirulencia en el hongo Chryphonectria parasitica, agente
causal de la enfermedad del chancro del castaiio (Nuss, 1992). En otros hongos
patdgenos los efectos negativos producidos por los micovirus afectan
negativamente a la velocidad de crecimiento e impiden la esporulacion del hongo,
como ocurre en Diaporthe perjuncta (Moleleki et al., 2003).

Existen algunos micovirus que realmente son beneficiosos para su
hospedador, como es el caso del micovirus Ustilago maydis virus H1 en Ustilago
maydis, o el virus L-A en la levadura Saccharomyces Cerevisiae, en ambos casos
los aislados infectados producen un fenotipo asesino generando toxinas proteicas
extracelulares (andlogas a las bacteriocinas) a las que son inmunes (Tavantzis,
2002). En otros casos hay interacciones alin mds complejas produciéndose un
beneficio incluso para el hospedador del hongo, es el ejemplo de curvularia
thermal tolerance virus (CThTV) que es indirectamente responsable de que un
endofito pueda sobrevivir, ya que las plantas infectadas por endofitos a su vez
infectados por el micovirus pueden crecer en suelos cercanos a fuentes termales
donde las temperaturas son muy elevadas (Mdrquez et al., 2007).

El objetivo de éste capitulo es determinar si la presencia de micovirus
produce algin cambio fenotipico en aislados de Epichloé festucae. Para esto se
valoré como el virus afecta el crecimiento radial y la respuesta a alta
temperatura del hongo, asi como el efecto de la temperatura de incubacidn

sobre la concentracion celular del micovirus.
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II. Materiales y métodos

Crecimiento radial

La forma ideal de determinar el efecto de los micovirus seria utilizando un
mismo aislado infectado y libre de virus, pero como se ha mencionado en el
capitulo anterior, los virus de £. festucae son muy persistentes y no fue posible
“curar” de virus un aislado, por lo tanto para hacer las comparaciones se han
utilizado distintos aislados infectados por uno, dos, o ningtn virus.

Para determinar si la infeccion virica afecta el crecimiento radial /n vitro
de £ festucae, se realizaron dos experimentos independientes. En el primero se
examinaron 9 aislados: tres sin virus (P9, P12, P30), tres infectados por EfV2
(P13, P20, P32) y tres infectados por EfV1y EfV2 (P1, P4, P26). Se sembro un
pequefio bloque de aproximadamente lmm?® de micelio de cada aislado en cinco
placas Petri de 9 cm de didmetro con PDA que se mantuvieron a temperatura
ambiente y se midid el didmetro de cada placa al cabo de 15 y 22 dias. Para
medir el didmetro de los cultivos se tfomaron dos medidas perpendiculares del
didmetro de cada colonia y se obtuvo la media de estas dos medidas para cada
placa.

En el segundo experimento se analizéd el crecimiento de 24 aislados
obtenidos en las poblaciones de Palancar y Servdndez: ocho aislados sin virus
(52, 519, S24, S39, P5, P9, P12, P30), ocho infectados por EfV2 (54, S6, S15,
533, P1, P4, P16, P26) y otros ocho infectados por EfV1 y EfV2 (S3, 527, S30,
540, P7, P13, P20, P32). Todos los aislados del primer experimento, provenientes
de la poblacién Palancar se incluyeron en este segundo experimento. Se
prepararon 6 réplicas de cada aislado en placas de PDA segln el método antes
descrito, y el didmetro de cada cultivo se midié a los 15, 21 Y 31 dias.

Las posibles diferencias en crecimiento entre los distintos aislados

(efecto aislado) y entre aislados libres de virus, infectados por un virus, o por

CAPITVILO iii 71



2010 ViR VS DE RNA DF DOBLF CADENA EN FPiCHLOF FESTVCAF

dos virus (efecto virus) se analizaron por medio de un andlisis de varianza en
cada fecha.
El cdlculo del crecimiento radial diario se efectué segun la férmula:
CRD=(D-1)/d
donde:
CRD es el Crecimiento Radial Diario en mm.
D es el didmetro medido en mm.
d son los dias de crecimiento en los que se tomaron las medidas.
Ademds estos mismos datos también proporcionaron la velocidad de
crecimiento radial (Kr), donde Kr= R1-Ro/t1-to. Donde R1 es el radio a un tiempo

11y Ro es el radio del aislado en tiempo inicial (o).

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Epichloé festucae

Para determinar si a diferentes temperaturas se observaban diferencias
entre aislados infectados y libres de virus, se incubaron a 20°C, 32°C y 37°C
nueve aislados de E. festucae: tres libres de virus (P9, P12, P30), tres infectados
por EfV2 (P13, P20, P32) y otros tres infectados por EfV1y EfV2 (P1, P4, P26).
Se sembraron cinco réplicas de cada aislado sobre ldminas de celofdn estéril en
placas de PDA y se incubaron a las temperaturas correspondientes durante 8
semanas. Tras este periodo los cultivos se despegaron del celofdn y se pesaron

juntas todas las muestras de cada aislado antes y después de ser liofilizadas.

Efecto de la temperatura en la concentracion celular de RNAbc

Para comprobar si la cantidad de particulas de virus presentes en un
aislado es afectada por la temperatura de incubacidn, se cultivaron a 20 y 32°C
dos aislados de E£. festucae infectados por EfV1 y EfV2 (V5 y P26), uno
infectado por EfV2 (P11) y otro infectado por EfV1 (P23). Después de un periodo
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de ocho semanas el micelio fue liofilizado y se extrajo dsRNA de las muestras
de cada aislado. Para estimar la concentracion de dsRNA a cada temperatura las
extracciones de dsRNA se realizaron a partir de muestras del mismo peso de

micelio liofilizado.

III. Resultados y discusion

Efecto de la presencia de virus en el crecimiento de aislados

En los dos experimentos en los que se midieron los didmetros de una serie
de aislados de E£pichloé festucae libres de virus, infectados por EfV2, o
infectados por EfV1y EfV2 se observé que el crecimiento de los aislados libres
de virus fue mayor que el de los infectados por virus.

En el primer experimento no se observaron diferencias significativas
entre los didmetros de distintos aislados, pero si fue estadisticamente
significativa la diferencia de didmetro entre el grupo de aislados libres de
infeccidn y los de los aislados infectados por EfV2 o por ambos virus, que fueron

similares (Tablas 6-7).

En el segundo experimento se confirmo esta diferencia, siendo también
significativamente mayor el crecimiento de los aislados libres de virus (Tablas 8-
9). En este experimento también se detecté una diferencia significativa entre
los tres tipos de aislados a los 15 y 31 dias, ya que el crecimiento de los aislados
infectados por un virus fue significativamente mayor que el de los infectados
por dos virus. Es posible que este efecto, no detectado en el primer
experimento, se haya detectado al incluir mas aislados en el segundo
experimento.

Aunque la presencia de virus en hongos no es un hecho aislado (Herrero et

al., 2009), en la mayoria de los casos estudiados no ha sido posible asociar un
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fenotipo a la presencia de micovirus en hongos. El hecho de que la infeccién
virica afecte negativamente el crecimiento radial /n vitro de E. festucae es una

observacion que no es comin dentro de la virologia de hongos.

Tabla 6. Experimento 1: Didmetro medio de nueve aislados de Epichloe festucae libres
de virus, infectados por EfV2, o infectados por EfVl y EfV2 tras dos periodos de
incubacion a temperatura ambiente. En las medias de los didmetros de cada grupo las
letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de cada periodo de

incubacién (LSD; p<0.05).

Tabla 7. Experimento 1: Andlisis de varianza de los datos de crecimiento radial de
aislados infectados por uno o dos virus y libres de infeccidn. * P<0.05, ** P<0.01, ™ no

significativo.

Aislados 8 33.2055 1.5040 "
Virus 2 87.2222 3.9507*
Error 36 22.0778

Aislados 8 58.7555 2.0315"
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Tabla 8. Experimento 2. Didmetro medio de aislados libres de virus, infectados por
EfV2, o por EfV1 y EfV2 tras 15, 21 y 31 dias de incubacién a temperatura ambiente.
Los aislados provienen de dos poblaciones: Servadez (S) y Palancar (P). En cada columna

las letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (LSD<0,05),

S2 2.52 3.59 5.53
S19 2.17 3.13 492
211 2.94 4.48
S24 1.56 2.12 3.07
S39 2.18 2.94 442
P5 2.12 3.22 4.85
P9 2.39 3.53 5.21
2.22 3.29 491
P12 2.17 3.17 4.66
P30 221 3.25 493
media: 2.172 3.12° 4.702
sS4 242 3.48 5.01
S6 2.68 3.85 5.40
2.09 3.17 4.62
S15 1.73 2.51 3.61
S33 1.55 2.84 4.46
P1 2.13 3.02 4.71
P4 1.89 2.87 4.27
2.01 2.98 4.50
P16 2.2 3.21 4.70
P26 1.83 2.82 433
media 2.05° 3.07° 4.56°
S3 1.64 2.33 3.60
S27 2.2 3.36 5.05
1.76 2.62 4.01
S30 1.5 2.23 3.54
S40 1.71 2.58 3.84
P7 2.07 2.97 441
P13 1.46 2.06 3.04
2.01 283 438
P20 2.58 3.75 5.52
P32 1.96 3.02 4.55
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Tabla 9. Experimento 2. Andlisis de varianza de los datos de crecimiento radial de
distintos aislados de Epichloé festucae infectados por virus o libres de infeccion. **

diferencia significativa con P<0.01.

Aislados 23 0.7399 29.4075**
Virus 2 1.8445 36.6532**
Error 119 0.025162

Aislados 23 1.4519 85.2756**
Virus 2 1.5124 88.8292%**
Error 118 0.01703

Aislados 23 2.9439 116.0246**
Virus 2 3.1649 124.7370**

Figura 12. Experimento 2: Crecimiento radial de los distintos aislados (sin virus, con un

virus o con dos) después de distintos periodos de crecimiento.

5 -
4
=
w
S
ﬁ 37 M Sinvirus
1]
<  EfV2
°2 -
o LI EfV1+EfV2
€
o
o1 -

0

15 21 31
Tiempo

Uno de los motivos por los que seria deseable comparar material isogénico
infectado y libre de virus es porque los resultados obtenidos al comparar algunos
genotipos flngicos infectados con otros libres de virus indican que la presencia

de EfV1y EfV2 no afecta de manera extrema el crecimiento de aislados de £
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festucae. Prueba de ello es que en ambos experimentos de crecimiento se
observaron rangos de variacién entre grupos de aislados que fueron similares y
se solaparon. Por ejemplo, a los 21 dias el rango de medidas observadas en
aislados sin virus fue de 2.12 a 3.59 cm; en aislados infectados por EfV2 de 2.51
a 3.85 cm y en aislados infectados por ambos virus de 2.23 a 3.75 cm (Tabla 8).
Esto indica que probablemente el efecto del virus varia segin el genotipo del
hongo infectado.

El hecho de que los virus de Epichloé no afecten excesivamente el
crecimiento de su huésped, junto con su persistencia, eficiente transmision y
elevada incidencia en poblaciones naturales indican que estos virus conviven en
situacién similar a un equilibrio con su hospedador.

Aunque los resultados de ambos experimentos muestran que en las
condiciones del estudio, la infeccién virica afecta el crecimiento in vitro de
aislados de £. festucae, en ciertas circunstancias los virus EfV1 o EfV2 podrian
ser beneficiosos para su huésped. Recientemente se ha observado que un
micovirus puede ser beneficioso para un hongo, es el caso ya mencionado de
Curvularia thermal tolerance virus (CThTV) que permite el crecimiento de la
planta y el endofito al que infecta en suelos a elevadas temperaturas (Mdrquez
et al., 2007).

En algunas fechas del segundo experimento (15 y 31 dias, Tabla 8) se
detecté una diferencia significativa entre el crecimiento de aislados infectados
por uno o dos virus, siendo menor el crecimiento de aislados infectados por
ambos virus que el de los infectados por EfV2. Aunque no se ha estimado el
ndmero de particulas de virus que podria haber en cada célula de Epichloé
festucae, segin se puede observar en fotografias de extractos de dsRNA
obtenidos a partir de cantidades relativamente pequefias de micelio, la

concentracion celular de virus es elevada (Figuras 8, 10 y 16). Adicionalmente, la

CAPITVLO iii 77



2010 ViR VS DE RNA DF DOBLF CADENA EN FPiCHLOF FESTVCAF

cantidad de dsRNA de EfV1 es siempre mayor que la de EfV2. Por lo tanto, es
posible que el menor crecimiento observado en aislados infectados por ambos
virus sea el resultado de un mayor grado de parasitismo. No obstante, el hecho
de no disponer de mds aislados infectados solo por EfV1 limita el conocimiento
acerca de la influencia que tendria realmente este micovirus sobre el
crecimiento radial.

En el segundo experimento se detectaron diferencias significativas entre
los distintos aislados analizados segin su poblacion de origen. Al analizar las
diferencias de crecimiento entre los aislados de Palancar y Servdndez, el
didmetro medio de los aislados de Palancar fue significativamente mayor (P<0.01)
que el de los de Servdndez en las tres fechas analizadas (Tablas 10 y 11).
Existen diferencias genéticas entre los aislados de Palancar y Servdndez, los
aislados de cada poblacién son genéticamente mas similares entre si que con los
de la otra poblacién (Arroyo et al.,, 2002). Por lo tanto, la mayor tasa de
crecimiento parece ser una caracteristica particular de los genotipos de la

poblacién de Palancar.

Tabla 10. Experimento 2. Didmetro medio de los aislados de las dos poblaciones de
estudio a los 15, 21 y 31 dias tras la siembra, En cada periodo de tiempo las letras

diferentes indican diferencias significativas entre medias (LSD; p<0,05).

Diametro medio de los cultivos
Poblacion ; ;
15 dias 21 dias 31 dias
Palancar 2.08a 3.08a 4.60a
Servandez 1.99b 2.91b 4.37b
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Tabla 11. Experimento 2. Andlisis de varianza de los datos de crecimiento de 24 aislados
de E. festucae pertenecientes a las poblaciones de Servandez y Palancar. ** diferencia

significativa con P<0,01.

Periodo de Efecto Grados de Cuadrado F
_uau'm'an.m_" " libertad " medio "

Aislados 23 0.7399 29.4075**

15 dias Localidad 1 0.330750 13.1449**
Error 119 0.025162

Aislados 23 1.451914 85.2756**

21 dias localidad 1 0.92071 54.0763**
Error 118 0.017026

Aislados 23 2.943868 116.0246**

31 dias Poblacién 2 1.73547 68.3989**
Error 113 0.025373

Si se analizan los valores de la velocidad de crecimiento a lo largo del
tiempo (Figura 13) se observa en los tres grupos de aislados la misma tendencia
de aumento y disminucién de la velocidad en todas las variantes en los dias que
se llevan a cabo las medidas. Estas fluctuaciones, que pueden ser debidas a
diferentes causas; se podrian interpretar como que el virus no altera el proceso
de desarrollo habitual del hongo (todos siguen las mismas tendencias), lo dnico
que modifica es el tiempo empleado en su desarrollo; este resultado muestra que
el comportamiento del virus produce un retardo en el crecimiento del hongo que

no supone un perjuicio en su desarrollo final.
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Figura 13 Velocidad de crecimiento radial (um/hora) de tres grupos de aislados. Se

observa la misma tendencia de comportamiento en la velocidad para todos los aislados.
Las medidas realizadas durante los dias 21 a 26, muestran que el crecimiento radial no

experimenta una gran variacién durante el proceso de crecimiento probablemente.

45
o
2 35 .
£ e Sin virus
£
3
X 25 -2
1 ' ' ' ' ' o EfV-1+EFV-2
0 200 400 600 800 1000

Efecto de la temperatura de incubacion en la concentracion celular de

virus

A una temperatura de 37°C no sobrevivié ningln aislado, por lo que la
temperatura mdxima a la que se incubaron los aislados fue de 32°C. Al incubar el
mismo aislado a 20° y 32°C se observé que la concentracion celular de dsRNA del
genoma de EfV1 aumenta a temperatura elevada; este fenémeno sucedié tanto
en un aislado infectado solo por EfV1 (P23) como en otros dos infectados por
ambos virus (V5 y P26) (Figura 14). Sin embargo, este efecto de la temperatura
de incubacién no fue evidente en la concentracion del virus EfV2; ni en el aislado
P11 infectado solo por este virus, ni en V5 'y P26, coinfectados con EfV1,

Aunque no se ha cuantificado la diferencia entre la concentracion de
dsRNA de EfV1 a 20 y 32°C, por lo que se observa en las fotografias de la
electroforesis de este experimento (Figura 14) parece haber al menos el doble

de dsRNA a la temperatura superior.
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Los virus como EfV1 y EfV2, que no producen sintomas obvios en micelio
infectado es muy posible que de alguna manera tengan regulado el nimero de
copias presentes en células del hospedador. Los resultados de estos
experimentos indican que en el caso de EfV1 el nimero de copias de virus en
cada célula es afectado por el incremento de temperatura, aumentdndose su

concentracion.

Figura 14. Electroforesis de extractos de RNAbc obtenido de pesos equivalentes de
micelio de cuatro aislados (P23 infectado con EfV1; V5 y P26, infectados por EfV1y
EfV2, P11 infectado por EfV2) de £ festucae incubados a 20 y 32°C en dos
experimentos diferentes. En el carril M estd el marcador que indica el tamaiio de las

bandas,

P23
320 20°

EfV1 - u‘-‘

V5 P11 P26
M 32° 20° 32° 20° 32° 20°

- EfVl

- 3 kbp dsRNA
2.3kb -

Hemos visto que a 32°C los aislados V5, P26 y P11 disminuyen su biomasa al
28, 23 y 53% del peso observado a 20°C (Figura 14 Y 15). Precisamente los
aislados que disminuyen mds su proporcidn son los que contienen conjuntamente
EfVl y EfV2, y por tanto la pérdida de produccion podria tener relacion con la

mayor concentracién del micovirus.
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Efecto de la temperatura de incubacion en la biomasa

El objetivo de este experimento fue comprobar si a temperaturas de
incubacidn elevadas la presencia de los virus afectaba la produccién de biomasa
de Epichloé festucae. Los datos obtenidos en este experimento (Tablas 12 y 13)
mostraron que a 20°C, el peso medio de los aislados libres de virus fue superior
al de los infectados (F= 6,5969; p<0.05), tal como se observd en los
experimentos de crecimiento radial, aunque el peso de aislados infectados por
ambos virus fue superior que el de los infectados solo por EfV2.

Sin embargo, aunque la diferencia entre aislados infectados o libres de
infeccidn no fue estadisticamente significativa a 32°C (F= 1.7885, n.s.) el peso
de los aislados infectados por ambos virus fue superior al de los aislados libres
de virus o infectados solo por EfV2.

Aunque este experimento indica que la infeccion virica podria ser
beneficiosa para el hongo a temperatura elevada, no se dispone de suficientes
repeticiones de cada aislado para hacer un andlisis estadistico fiable, esto se
debe a que se pesaron juntas todas las muestras de cada aislado y para el

andlisis estadistico se agruparon los aislados segun su tipo de infeccidn.
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Tabla 12:, Peso (g) de las diferentes aislados de E£. festucae pertenecientes a la
poblacidn de Palancar, incubados sobre celofdn en PDA a diferentes temperaturas; (20°

y 32°C). Las letras indican diferencias significativas entre medias (LSD; p<0,05).

Tabla 13. Andlisis de varianza de una via de los pesos secos a 20 y 32 C° de aislados de

E. festucae pertenecientes a la poblacién de Palancar.
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En los aislados sin virus el incremento de la temperatura tiene un mayor
efecto sobre el crecimiento del aislado, disminuyendo esa diferencia de forma
mds notable cuando hay virus (Figura 15). Por lo tanto, es posible que a

temperaturas elevadas la infeccidn virica pueda ser favorable para £. festucae.

Figura 15. Efecto de la temperatura en el peso fresco de aislados de £ festucae

incubados a temperaturas de 20°y 32°C.

2 + 2virus
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<

Aislados

m32° m20°
En la valoracion del contenido de agua de los aislados a diferentes

temperaturas existen diferencias (Figura 16). Los aislados infectados por EfV2

mostraron un contenido de agua a 32°C relativamente mayor que el de los otros

dos grupos.

Figura 16. Contenido de agua de los aislados de £ festucae a las diferentes

temperaturas de incubacidn.
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IV. Conclusiones

1. Aunque existe una variabilidad notable entre aislados de £. festucae respecto
a su crecimiento radial, se observé mayor crecimiento en aislados libres de virus.
La presencia de una infecciéon mixta produce una disminucién algo mayor del
crecimiento radial que simplemente la presencia de EfV2.

2. La concentracion celular de EfV1 aumenta cuando el hongo es incubado a 32°C,
sin embargo este efecto de la temperatura no se observé en el virus EfV2.

3. Aunque a una temperatura de 20°C los aislados libres de virus producen mas
biomasa que los infectados, a 32°C la produccién de biomasa fue mayor en
aislados infectados por ambos virus que en aislados libres de virus o infectados

por EfV2.
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Capitulo 4: Caracterizacion molecular de EfV1

I. Introduccion
o Posible estructura del genoma de EfV1

Después de haber estudiado aspectos como la incidencia, la transmision y los
cambios fenotipicos generados por la presencia de EfV1 y EfV2 en £ festucae,
llega el momento de realizar un estudio molecular de los virus. El objetivo de esta
parte de la tesis es obtener la secuencia completa del genoma de EfV1, un virus
frecuentemente encontrado en aislados de £. festucae en infecciones mixtas junto
con EfV2. Algunos resultados obtenidos en los estudios previos a este capitulo,
indican que EfV1 podria ser un miembro de la familia Tot/viridae.

EfV1 estd encapsidado y su genoma es una molécula de aproximadamente 5
kbp de RNAbc (Zabalgogeazcoa et al., 1998), debido a lo cual podria a contener al
menos dos genes que codifiquen dos proteinas: posiblemente una RNA polimerasa

RNA dependiente (RdRp) y una proteina de la cdpsida (Cp).

e Proteina de cdpsida

Los virus de RNAbc son un grupo muy diverso, pero en general comparten
principios arquitecténicos y numerosas caracteristicas funcionales. Una
caracteristica que distingue a los virus de ARN bicatenario, independientemente
de la familia a la que pertenezcan, es su capacidad para llevar a cabo la
replicacién de los segmentos de ARN bicatenario bajo las condiciones apropiadas
dentro de la cdpsida. En concreto, los virus de hongos, al igual que el resto de
virus de RNAbc, tienen una cdpsida que estd implicada en la replicacion del
genoma de RNAbc, y en la liberacién de la cadena + de RNA. La cdpsida va a
contener la RdRp y se sabe con certeza que juega un papel importante en el

proceso de replicacion pero esto ain no ha sido demostrado (Ghabrial, 2008).
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Debido a la limitada capacidad codificante de los virus, estos necesitan optimizar

sus recursos especialmente cuando han de constituir una particula viral infecciosa
con un nimero de funciones esenciales, como son el proceso de traduccion y
replicacién del genoma, para las que sélo necesitan una o unas pocas proteinas. Los
virus consiguen esto gracias al uso de simetria y al polimorfismo conformacional
de proteinas estructurales (Dokland, 2000). La cdpsida se va a formar a partir de
subunidades proteicas asimétricas, que se disponen de forma simétrica para
obtener una estructura estable con una energia libre minima, lo que se consigue
con el mdximo nimero de enlaces no covalentes. Por esta razén los virus
encapsidados se dividen en diferentes morfologias segin las disposiciones
simétricas posibles: helicoidal, isométrica y baciliforme.

Diversos virus, carentes de una relacion entre ellos, pueden poseer
cdpsidas construidas de una forma similar. De hecho algunas proteinas de virus
pertenecientes a diferentes géneros, pueden presentar una similitud no
significativa a nivel de secuencia, pero patente al tratarse de estructuras
secundarias y terciarias; esto es debido a que la estructura primaria es perdida
en un cambio evolutivo de forma mas rdpida a como lo harian las estructuras
secundaria o terciaria de las proteinas y también puede ser el resultado de
evolucion convergente hacia la misma forma; este tipo de similitud se ha
observado en proteinas de virus con genomas de RNA y con un tamafio de
particula de aproximadamente 30nm (Rossmann, 1989). En una comparativa
realizada entre virus, se ha observado que no solo comparten similitudes en su
forma de replicacidn, sino que comparten propiedades bioquimicas y estructurales
(Mertens, 2004); a pesar de que a priori las proteinas que forman parte de la
cdpsida se han ido adaptando a las necesidades requeridas en sus hospedadores,
lo que conlleva que presenten una mayor diversidad tanto en su secuencia como en

su organizacién estructural.
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o Proteina RNA polimerasa RNA dependiente

En general casi todos los genes virales que codifican una polimerasa estdn
altamente conservados y probablemente sea esta una razén junto con el interés
de entender la enzimologia de las DNA y RNA polimerasas por lo que se han
realizado un elevado nimero de estudios filogenéticos con ellas (Koonin, 1993). La
RNA polimerasa RNA-dependiente (RdRp) es una enzima altamente conservada en
muchas eucariotas, sin embargo no aparece en Bacteria y Archaea (Iyer, 2003).
La relacién evolutiva entre RdRps y otras polimerasas ha sido estudiada pero no
hasta el punto de conocer su origen, que de momento sigue siendo un misterio. Lo
que se cree es que las RdRp probablemente han evolucionado antes o mds
rdpidamente que el resto de polimerasas, lo que las ha convertido en proteinas
esencial para todos los virus de RNA (Bruenn, 2003).

Las RdRps virales parecen compartir una estructura bdsica con gran
similitud a las encontradas en polimerasas de RNA y DNA. Es mds, las RdRps de
los virus de RNAbc de eucariotas simples, parecen formar un grupo bien definido
como consecuencia directa de presentar semejanzas significativas entre todos
sus miembros. Sin embargo a nivel de la secuencia primaria de las RdRps, existen
discrepancias en cuanto a su similitud, ya que segun algunos autores la similitud
Unicamente se limita a la presencia de motivos conservados (Bruenn, 1993;
Butcher et al.,, 2001). En estas polimerasas suelen aparecer ocho motivos
conservados a nivel de aminodcidos. Inicialmente fueron identificados por Karmer
y Argos (1984) varios motivos comunes entre las RdRps de virus animales y de
plantas de RNA. Posteriormente se ampliaron tanto el nimero de motivos como el
de RdRps estudiadas, llegando hasta un total de ocho motivos conservados

(Koonin, 1991; Poch et al., 1989).
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e Regiones no traducidas (UTRs)

Es posible que ademds de las proteinas mencionadas existan en la secuencia
nucleotidica de EfV1 regiones terminales que no codifiquen para ninguna proteina,
como ocurre en muchos virus y que desempefien un papel relevante en las
funciones del virus. En muchos virus de RNA las UTR en el extremo 3' suponen un
sitio de reconocimiento e iniciacién para la replicacion de RNA (Sriskanda et al.,
1996).

En muchos virus de RNA se han encontrado elementos dentro de la regién
UTR 5' que estdn implicados en diversos procesos de la infeccién viral. Por
ejemplo varios virus de RNA(+) de plantas y animales contienen estructuras en
esta regién que facilitan la traduccién de las proteinas virales (Gallie, 2001; Guo
et al., 2001; Vagner et al. 2001), la replicacion del genoma (Andino et al., 1990;
Miller et al., 1998; Chen et al., 2001; Mason et al., 2002; Luo et al., 2003) o la
transcripcién (Van Marle et al., 1999). También se han encontrado en el extremo
5 UTR sefiales que permiten la unién de la proteina de la capsida, permitiendo asi
el ensamblaje de la particula. (Sit et al, 1994; Bink et al., 2002; Sasaki y
Taniguchi, 2003).

Adscripcion filogenética de EfV1

En general los virus de RNA replican sus genomas con una tasa de error
varias veces superior a la de la replicacién del DNA. Este hecho es consecuencia
de la falta de actividad correctora de las enzimas que copian el RNA virico (RNA
replicasas y transcriptasas inversas) (Ldazaro, 2006). Actualmente, se cree que la
tasa de error de la copia del material genético es un cardcter seleccionable que
depende de la variabilidad del ambiente. Los virus fienen que enfrentarse con
frecuentes cambios ambientales ya que cada nuevo hospedador supone un cambio

en las condiciones en las que debe llevar a cabo su replicacion. Como
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consecuencia, los virus RNA han potenciado la generacién de diversidad genética

como estrategia evolutiva, en detrimento del mantenimiento de una alta
fidelidad de la copia. La elevada tasa de error de la replicacion del RNA virico es
la causa de que prdcticamente cada nuevo genoma generado sea diferente del
genoma progenitor. Los virus de ARN, tanto de animales como de plantas, son
extremadamente sensibles a la mutacién, siendo hasta un 50% de las
sustituciones nucleotidicas letales para el virus (Cuevas et al., 2009). Estos
hechos, unidos al corto tiempo de generacidn viral y al elevado nimero de
individuos que componen las poblaciones viricas, se traducen en una gran
heterogeneidad genética. Una poblacion virica puede estar compuesta por entre
10° y 10" individuos cuyos genomas difieren en uno o varios nucleétidos. Esto
constituye un enorme reservorio de variantes que podrdn emerger y hacerse
mayoritarias cuando las circunstancias ambientales lo requieran.

Una de las limitaciones principales en el estudio de la evolucién de los virus
es que no se conocen fésiles con los cuales se pueda construir una historia
evolutiva, como ocurre con las plantas, vertebrados y otros organismos. Sin
embargo, un aspecto importantisimo es que actualmente contamos con las
secuencias de sus genomas. La comparacién de secuencias procedentes de
diferentes especies ha llevado en los Ultimos afios a establecer relaciones
evolutivas entre genes virales. Adicionalmente, se ha observado que los andlisis
comparativos de las secuencias nucleotidicas de los genomas virales, asi como de
las secuencias de aminodcidos, por lo general confirman el agrupamiento o
clasificacion tradicional de los virus. Dichas comparaciones han mostrado ademds
homologias inesperadas entre genes de virus de diferentes grupos que habian
sido considerados nada o muy poco relacionados entre ellos, asi como homologias

entre genes virales y no virales. De esta manera, por medio de andlisis
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comparativos de secuencias de los virus que existen actualmente, podemos
inferir algunas propiedades y caracteristicas de sus ancestros.

El andlisis comparativo de secuencias muestra similitudes inexplicables
entre virus de RNA y entre proteinas virales y celulares, indicando la existencia
de relaciones entre los virus de RNA y entre estos y organismos con genomas de
DNA, como ocurre en el caso de las polimerasas, donde aparecen vinculos con
otros virus de RNA y DNA (Bruenn, 2003).

Como ya hemos dicho, las filogenias no solo ofrecen un esquema visual de
clasificacion, sino que tienen multitud de usos. Existen factores evolutivos tales
como la seleccion natural, la deriva genética y la historia demogrdfica de las
poblaciones, que dejan diferentes huellas en las relaciones evolutivas entre las
secuencias representadas en una filogenia. Por ello, un andlisis exhaustivo de un
drbol filogenético puede descifrar cuales de los procesos anteriores han actuado.
De esta forma este capitulo no solo va a limitarse a un estudio de las
caracteristicas moleculares del virus EfV1, sino que también se va llevar a cabo
un estudio filogenético que corrobore la hipétesis de que EfV1 pertenece a la
familia Totiviridae. La evolucion de los virus de RNAbc de la familia Tot/viridae
parece ser muy interesante puesto que los miembros de esta familia estdn
presentes tanto en hongos como en protozoos. Todo esto puede ser un claro
indicador de que toda la familia vendria de un ancestro comdn que podria haber
infectado una sola célula tipo precursora de ambos, antes de la divergencia entre

hongos y protozoos (Bruenn 1993).
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II. Materiales y métodos

Extraccion de RNAbc, clonacion y secuenciacion

Inicialmente se realizé una extraccion de RNAbc partiendo de micelio del
aislado 23-11, el Unico aislado que contiene unicamente EfV1, segln el método
descrito en el primer capitulo. A continuacion se llevé a cabo una precipitacion de
los extractos de RNAbc con una concentracién final de LiCl BM. para la
precipitacion selectiva del RNA (Cheng et al., 2003). Los RNAs grandes (RNAr,
RNAm y RNAbc) son insolubles en alta fuerza idonica, mientras que RNAs
pequefios (tRNA) y el DNA siguen siendo solubles. La muestra se mezclé
vigorosamente y se incubd a -20° durante 24h. El precipitado fue sedimentado
por centrifugacién y el proceso de precipitacion fue repetido de nuevo, para
dejarlo finalmente resuspendido en H.O tratada con DEPC para la posterior
sintesis de cDNA. Se valord la cantidad, la pureza y el tamafio de RNAbc
obtenido por medio de electrofdresis en gel de agarosa.

El segundo método empleado en la extraccion de RNAbc se utilizé a
posteriori para disponer de RNAbc molde para obtener cDNA de algunas de las
regiones que presentaban mas dificultad para obtenerse. En este caso la
extraccion se realizo empleando TRI REAGENT (Sigma) (mezcla de fenol y
isotiocianato de guanidina) para la extraccién de RNA total; (MRNA y ssRNA). A
50-100mg de micelio pulverizado se afiadi6 1lml de TRI reagent, para a
continuacién realizar una separacién del RNA con la adicién de cloroformo. El
RNA fué precipitado con isopropanol y lavado con etanol al 75%. Finalmente el
RNA se resuspendié en H2O tratada con DEPC y fue tratado con 5U de DNasa I
durante 30 minutos a 37°C, con una posterior precipitacion con LiCl 5M
resuspendiéndose de nuevo en agua con DEPC dejdndolo listo para una posterior

RT-PCR.
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Para llevar a cabo la sintesis de cDNA se empled el KIT "Superscript
double-stranded cDNA synthesis” (Invitrogen), modificandose el proceso de
desnaturalizacion. La cantidad de RNAbc de partida fue aproximadamente de
21g, a los que fueron afiadidos aproximadamente 1ug de oligonucledtidos al azar
(con tamafios de 9 o 11 nucleétidos). Las moléculas de RNA podrian resultar
dafiadas durante el proceso de desnaturalizacion al ser calentadas a 95° C
durante un tiempo mayor a 5 minutos. Como alternativa también se empled un
agente desnaturalizante; DMSO (Dimetilsulfoxido) en una concentracion del
20% antes de que el RNA fuera calentado a 70°C durante 10 min con un
enfriamiento en nitrégeno liquido durante 2-3min. El RNA bicatenario puede
poseer potentes estructuras secundarias que podrian interferir con la
polimerasa que lleva a cabo la sintesis de la cadena de cDNA, o bien la existencia
de regiones ricas en GC puede producir una ineficiente separacién de las dos
cadenas de RNA, por lo que la presencia de DMSO en el proceso de
desnaturalizacion interfiere en la formaciéon de enlaces de hidrégeno entre
ambas cadenas minimizando asi el reanillamiento de ambas cadenas de RNA.

Después de la desnaturalizacion la sintesis de cDNA fue llevada a cabo
con el “Superscript ™ double-stranded cDNA sintesis kit" segtn el protocolo del
fabricante. Tras la sintesis de fragmentos de cDNA de doble cadena se afiadié
un residuo de adenosina en los extremos empleando Taq polimerasa y dATP
durante 30min a 72°C (Promega, Madison, WI, USA). El residuo es afiadido para
generar un extremo 3' cohesivo que sirva como punto de ligamiento posterior al
vector de clonacién. Este cDNA se filtré en una columna de Sephadex 6-50
(Invitrogen, Carlsbad, CA), con la finalidad de hacer una seleccion de los
fragmentos con tamafio igual o superior a 500pb. Finalmente se realizé una
precipitacion con etanol al 70% para dejar resuspendido el cDNA en 3ul de agua

tratada con DEPC.
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Los fragmentos de cDNA resultantes fueron ligados al vector Pgem T

easy de acuerdo con lo establecido en el correspondiente protocolo (Promega,
Madison, WI, USA) para proceder a su clonacion. Las células de Escherichia coli
JM109, fueron transformadas con el vector recombinante previamente obtenido.
Posteriormente se realizé la seleccion de las colonias cuyo pldsmido contiene un
inserto de cDNA. De todas las colonias preseleccionadas se realizaron
minipreparaciones de sus pldsmidos por medio de PCR (Robles, 1994), y los
productos PCR obtenidos fueron secuenciados.

Los clones de cDNA se ensamblaron con el programa Seqman del paquete
DNASTAR. Los fragmentos ensamblados de mayor tamaiio fueron empleados
para el disefio de oligonucleétidos en sus extremos (Tabla 13), con objeto de
completar las regiones existentes entre ellos por medio de RT-PCR y unir los
distintos fragmentos; para llevar a cabo éste proceso también fueron empleados
los dos métodos de desnaturalizacién del RNAbc comentados anteriormente,
tras lo cual fue realizada una tfranscripcién inversa en la que se empled
transcriptasa inversa Superscript IT RT (Invitrogen, Carlsbad, CA) con uno de
los oligonucleétidos previamente disefiados para el extremo 3' (Tabla 13),
obteniéndose asi una cadena de cDNA a partir de la cual se pudo realizar una

PCR. El producto PCR obtenido fue posteriormente secuenciado.
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Tabla 13. Oligonucleétidos disefiados para obtener cDNA en las zonas que no fueron

inicialmente clonadas entre contigs y los extremos 5"y 3'. En la tabla inferior se indica

la posicion que ocupa cada uno de ellos en la secuencia total de EfV1.

Primer { secuencia(5-3) | Longitud { Posicidn

GaplF ccagcgegggaaggact 17 360

GaplR ggccacggeggggacgaga 19 903

Up140 ccctecaccaaccectacac 19 2329

Do493 tggtggtcgaatggaagtq 19 2668

Do445 agcagcgcttccaggtate 19 2620
RTH ccgtaatggcegeccgaccte 20 457
3PCR ctagcgtatgatgcgtgggg 24 4917

agag

Para llevar a cabo la clonacion de los extremos 3'y 5' del RNAbc se empled
el kit "5 RACE System for Rapid Amplification of cDNA ends" (Invitrogen,
Carlsbad) a partir de RNAbc, siguiendo las instrucciones indicadas en el
protocolo, exceptuando nuevamente la desnaturalizacion, que se realizé con
DMSO al 20% y con un posterior enfriamiento en nitrégeno liquido. Se disefiaron
de nuevo oligonucleétidos para la consecucién de éstos extremos que fueron
empleados para llevar a cabo las reacciones de RT y PCR (Tabla 13).

Inicialmente las secuencias obtenidas fueron comparadas con las de la base
de datos GENBANK, con el doble propésito de descartar secuencias ho
pertenecientes a virus que podrian aparecer de fondo en el proceso de clonacion,
y por otro lado con el fin de determinar el origen virico del resto de secuencias
que fueron tomadas finalmente como vdlidas.

En todos los casos la secuenciacion fue realizada en el Servicio de

Secuenciacion de DNA de la Universidad de Salamanca. Una vez conseguidas
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todas las secuencias parciales de cDNA se realizé un ensamblaje para obtener

una secuencia consenso final de cDNA de EfV1

Andlisis del genoma de EfV1
2. Busqueda de ORFs en EfV1

Para determinar la estructura del genoma de EfV1 se buscaron todos los
posibles marcos de lectura (ORFs) utilizando el programa ORF finder. Para
desvelar la posible funcion de cada ORF se realizé una blisqueda de secuencias
similares a cada ORF en la base de datos, empledndose tanto la secuencia
nucleotidica como su traduccion en aminodcidos. La blisqueda en la base de datos
GenBank se realizo por medio del algoritmo BLAST, basado en la blisqueda de

regiones de similitud local (Altschul et al., 1997).

3. Analisis estructural de regiones UTR y zona de union de los dos

ORFs de EfV1

Se realizé un estudio estructural del RNA en dos zonas relevantes: las
regiones UTR y la zona de solapamiento de ambos ORFs. Para el estudio de la zona
de solapamiento se selecciondé una region de unos 100 nucleétidos en torno al
punto de unién de ambos ORFs.

El estudio se realizé mediante predicciones de la estructura secundaria de
RNA. La prediccion de estructuras secundarias con minima energia libre se
realizé a 37°C utilizando los programas M-fold
(www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/odl/rna; Zuker et al., 2003), vsFold4
(Dawson et al, 2006) y RNAShapes (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnashapes/submission.html; Steffen et al., 2006). Para Ia
localizacion de  pseudonudos fue empleado el programa vsFold5

(http://www.rna.it-chiba.ac.jp/~vsfold/vsfold5/; Dawson et al., 2007), algoritmo
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que realiza un plegamiento secuencial en direccion 5'-3' entre los plegamientos

mds probables termodindmicamente

Finalmente, una vez obtenidas las estructuras se llevdé a cabo una
comparacion visual entre las estructuras encontradas en EfV1 y otras
caracterizadas en otros miembros de la familia Tot/viridae e incluso en otros

virus de RNAbc.

4. Estudio estructural de las proteinas codificadas por el ORF1y ORF2

en EfV1 por medio de técnicas bioinformdticas

Como Unica via para la caracterizacion de las proteinas presentes en el
virus EfV1 se emplearon diversas herramientas bioinformdticas. En general estos
métodos se fundamentan en el establecimiento de la similitud existente entre la
secuencia de nuestra proteina con otras ya caracterizadas; se ha verificado que
las proteinas con mds de un 30% de residuos idénticos estdn relacionadas
estructuralmente (Rost et al., 1996). La prediccion de la estructura de una
proteina siguiendo estos métodos, sigue un proceso progresivo que se ird

describiendo a continuacién comenzando por un plegamiento estructural bdsico.

e Estructura primaria. Propiedades de los residuos

El conocimiento de la secuencia de aminodcidos es esencial para el estudio
de la estructura y funcién de una proteina. Las caracteristicas primarias de una
secuencia son aquellas que pueden ser representadas por un solo valor asociado a
cada aminodcido (Rost, 2001). La informacion mds inmediata que podemos sacar de
la secuencia de una proteina son caracteristicas fisico-quimicas de sus residuos,

tales como hidrofobicidad, polaridad, etc.
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Las secuencias primarias de las proteinas se valoraron segln sus picos de

hidrofobicidad utilizando el método Kyte-Doolitle con un tamafio de ventana de 9
aminodcidos; la técnica que se utilizé calcula en estas ventanas la hidrofobicidad
media de cada residuo a partir de los coeficientes de particion de los
aminodcidos, lo que es muy Util en la determinacion de regiones internas
(tipicamente hidrofdbicas) o externas (tipicamente hidrofilicas) de las proteinas.
Hay varias herramientas que calculan este tipo de pardmetros a partir de la
secuencia de aminodcidos. En éste trabajo fué empleado el programa Proscale de
ExPasy (Gasteiger et al., 2003) que permitid calcular tanto el perfil hidrofdbico
como el de flexibilidad partiendo de la secuencia de aminodcidos de ambas

proteinas.

o Estructura Secundaria de las proteinas de EfV1

La prediccion de la estructura secundaria de las proteinas se realizé
partiendo de sus secuencias de aminodcidos. La estructura secundaria se genera
como producto de las interacciones que se forman entre los diversos residuos de
forma espontdnea y que fundamentalmente son puentes de hidrogeno entre
grupos carbonilos y NH. La mayoria de métodos que se emplearon usan redes
neuronales u otros algoritmos que utilizan otras proteinas de estructura
secundaria conocida como referencia, para pasar posteriormente a la prediccion.
Muchos de estos métodos van a usar informacion adicional proveniente, por
ejemplo, de alineamientos miltiples y van a permitir calcular la accesibilidad real
de cada residuo al solvente.

Se realizé una busqueda previa de secuencias homdlogas por medio de
BLASTX y BLASTP que proporcioné parte de la informacion necesaria para iniciar

el estudio del plegamiento de las proteinas.
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Ademds se buscaron también homdlogos remotos (20-30%) usando el

algoritmo PSI-BLAST (Atschul et al., 1997) basado en la construccion de perfiles
numéricos a partir de bisquedas simples de BLAST.

Los métodos que se utilizaron para la prediccién de estructura secundaria fueron:
-PROF (Rost, 2001)

Es un algoritmo de prediccién de estructura secundaria y de accesibilidad
del disolvente. Emplea un sistema de redes neuronales basado en perfiles
construidos a partir de un alineamiento mdltiple, generado por Maxhom segtn los
resultados obtenidos por una bisqueda en PSIBLAST, y otras caracteristicas de
los residuos obtenidas de bases de datos. Fiabilidad de ~70%.

-PSIPRED (Jones, 1999)

Algoritmo de prediccion de estructura secundaria a partir de un sistema de
redes neuronales combinado con un alineamiento mdltiple generado
automdticamente a partir de los resultados obtenidos por una blsqueda con
PSIBLAST. Hay que destacar que el método selecciona los resultados eliminando
las proteinas extrafias no relacionas con el perfil. Fiabilidad >76%.

-JPRED (Cuff et al. 1998)

Método que combina los resultados de distintos programas de prediccién
de estructura secundaria y a partir de éstos genera un consenso. La prediccion es
realizada sobre un alineamiento mdlltiple que se genera automdticamente por
CLUSTALW a partir de los resultados obtenidos por PSIBLAST.

-SSPRO (Baldi et al., 1999)

Método que utiliza una red neuronal recurrente bidireccional de ventanas

fijas combinado con un alineamiento mdltiple generado automdticamente a partir

de los resultados obtenidos por una blsqueda con PSIBLAST.
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En una prediccion de estructura secundaria, por cualquiera de los métodos

expuestos anteriormente, cada uno de los aminodcidos va a ser clasificado en tres
posibles estados: o hélice, hoja-B u otro. En todos ellos, es asignado un indice de
fiabilidad, con valores que oscilan entre O y 9, y que influye en la exactitud de la
prediccion.

Existe un sistema para la evaluacién automdtica de servidores de
prediccion de estructura secundaria denominado EVA (Koh et al., 2003), que
evalia semanalmente cada uno de los métodos empleados; para ello se emplea una

puntuacién que describe la precision de cada método.

e Estudio de la estructura terciaria de las proteinas de EfV1

Dentro de la gran variedad de las proteinas se reconocen algunos patrones
estructurales comunes, y la presencia de estos patrones permite predecir una
estructura para cualquier proteina. Los tres caminos que se siguen para predecir
la estructura terciaria de una proteina son: modelado por homologia, plegamiento
inverso (threading) y métodos ab /nitio. A partir de la estructura primaria de una
proteina, se buscan secuencias similares en las diferentes bases de datos
primarias y se realiza un alineamiento mdltiple para reconocer las regiones mds
conservadas, en donde no debe haber inserciones y lo mds probable es que estén
relacionadas con la formacion de un tipo de estructura secundaria. Si se
encuentra una o varias proteinas homélogas en el banco de datos de proteinas
cristalizadas (PDB), entonces se lleva a cabo el modelado por homologia. Sin
embargo, si no se encuentran homélogos en el PDB, se realiza el plegamiento
inverso, que consiste en encontrar una estructura o plegamiento compatible, de
acuerdo con ciertos criterios. Si se descubre un plegamiento que esté relacionado

con la secuencia, entonces se puede regresar al modelado por homologia utilizando
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la estructura cristalogrdfica de este homélogo distante que es una proteina que

diverge tanto de la secuencia problema que no llega a detectarse homologia a nivel
de secuencia pero que sin embargo conserva la estructura. Sin embargo, si no se
encuentra un homdlogo lejano, si el plegamiento inverso no dio resultados,
entonces se predice la estructura terciaria ab /nitio. En éste dltimo caso los
programas empleados en el estudio de estructura terciaria tratan de encontrar
proteinas de estructura similar a la que adoptaria una secuencia dada cuando la
homologia entre la secuencia y la estructura estd por debajo del limite para el
modelado por homologia.

Existe una gran variedad de programas de plegamiento de proteinas, de esta
forma el empleo de varios métodos en la prediccién de una estructura permite
hacer una prediccién mds fiable. Estos programas realizan una prediccién de la
estructura terciaria de proteina a partir de su secuencia. Hace unos afios,
realizar esta tarea de modo fiable y rdpido era algo impensable, pero con el
avance en el desarrollo de algoritmos comparativos y con el contenido cada vez
mayor de las bases de datos estructurales, actualmente es posible llevar a cabo

predicciones orientativas. Los métodos empleados en éste caso son:

- ESyPred: El método realiza diversas estrategias de alineamiento
empleando redes neuronales. Las alineaciones se obtienen mediante la
combinaciodn, la ponderacién y clasificacion de los resultados de varios programas
de alineacién mdltiple. La estructura tridimensional final se construye con el

programa de modelado Modeller.

- CHPmodels: El algoritmo se basa en homologias con proteinas ya existentes,
comparando la secuencia problema con las ya existentes en las bases de datos,

para asignar una estructura tridimensional posible. El gran problema que presenta
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es que no es capaz de general modelos estructurales de secuencias totalmente

nuevas y sin alta homologia con las ya existentes, aunque sean secuencias de

aminodcidos cortas.

- Modeller: se utiliza para realizar modelado molecular. Modeller incluye
varios médulos que llevan a cabo diferentes acciones, desde alinear las secuencias
homdlogas y determinar los residuos conservados, hasta construir el modelo con
base en definiciones de las restricciones espaciales y geométricas que se
obtienen del alineamiento de la estructura con la secuencia problema vy

restricciones estereoquimicas.

- M-Fold: el programa busca la mejor conformacion teniendo en cuenta como
queda la regién desapareada si realizamos cada emparejamiento. El programa va
modificando las regiones apareadas hasta encontrar una solucion subdptima al

problema.

Andlisis filogenético

Para investigar las afinidades evolutivas de la secuencia de EfV1 se realizé
un andlisis filogenético basado en alineamientos mdltiples de secuencias de EfV1
(tanto del genoma completo como de cada una de las proteinas que codifica) con
secuencias de genes y proteinas similares pertenecientes a otros miembros de la
familia Totiviridae.

El alineamiento de las secuencias de aminodcidos de EfV1 con las de otros
virus fue realizado con el programa CLUSTAL-X. Las distancias entre pares de
secuencias fueron estimadas con el programa Mega 3.0 utilizando el método

basado en el modelo de dos pardmetros de Kimura (Kumar et al., 2004). La
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fiabilidad de las ramas de los dendrogramas se valoré por el método de

boostrapping (Saitou y Nei, 1987).

III. Resultados y discusion
Clonacion

Dos experimentos independientes de sintesis de cDNA con
oligonucleotidos al azar dieron como resultado una coleccién de clones de
tamafios comprendidos entre 200 y 500 nt. Los clones de cDNA fueron
ensamblados generando cuatro contigs independientes, cuyo tamafio suponia
aproximadamente 4.5Kb (Figura 16). Una de las zonas no clonadas entre dos
contigs estaba aproximadamente a 600-800nt del posible extremo 5 del genoma
y las otras dos zonas no clonadas cerca de la zona de unién de los dos posibles
genes que conforman el genoma de EfV1. El hecho de que no se obtuviesen clones
de estas tres zonas intermedias del genoma podria deberse a la existencia de
estructuras secundarias en el RNA que interfieren en el proceso de sintesis de

cDNA.

Figura 16. A Representacién grdfica de la situacién de los cuatro contigs de cDNA
obtenidos y las 3 zonas intermedias no clonadas. La posicién de los contigs se muestra
con referencia a un hipotético genoma completo de aproximadamente 5.2 kbp, tamafio
del dsRNA de EfV1 estimado por electroforesis en agarosa. B. Representacién de los

primers disefiados y su posicién en la longitud total del genoma.

200 650 690 2300 2410 [ 2740 2790 5150
A 4 vy Y Vv Yy Y 3
- —— /) — —————— —/ N >
Contig |1 Contig 2 Cortia 3 Contig 4
618 nt 1623 nt 337 nt 2501 nt
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Clones de cDNA de las zonas no clonadas entre contigs se obtuvieron con
oligonucledtidos especificos de las secuencias que las flanquean (Tabla 13). En el
caso de los extremos 5'y 3', se utilizé la técnica RACE (Frohman et al., 1988),
para la cual se disefiaron oligonucleétidos complementarios a los extremos de los
contigs 1y 4 (Tabla 13). Se obtuvieron cuatro clones con idéntica secuencia de la
region UTR5' y del extremo UTR 3’ fueron obtenidos tres clones de cDNA con la

misma longitud y secuencia.

El ndmero de clones empleados en la secuenciacién del genoma completo de
EfV1 fueron un total de 176, en su mayoria procedentes de los experimentos de
sintesis de cDNA con oligonucledtidos al azar. Con una seleccién de los clones
mds grandes y representativos de toda la longitud del genoma, se puede llegar a

obtener la secuencia final de EfV1, como se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Representacion del genoma completo de EfV1 obtenido a partir del

ensamblaje de una seleccion de clones de cDNA, de entre un total de 176.

5109 nuIleé‘ridos
—

5' Race (1-254)

X171f
Y171r
X25f
X114r
6rtf
X143f
Y114r
Y214r
X113f

(1-241)
(1-597)
(1-318)
(1-322)
(1-562)
(1-264)
(1-371)
(1-558)
(1-799)

Dmso445 (1-289)

445
6d140
4311f
X237r
X128f
Y237r
X116f
Y176r
Y119r
X145f
Y213r

3' race

(1-304)
(20-299)
(1-143)
(1-171)
(1-190)
(1-494)
(1-506)
(1-607)
(1-615)
(1-569)
(1-536)
(1-193)

Organizacion del genoma de EfV1

El genoma completo de EfV1 tiene una longitud total de 5109 nucledtidos
(Figura 18). La secuencia del genoma completo fue depositada en la base de

datos EMBL/Genbank con el nimero de referencia AM261427.
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Figura 18. Secuencia completa del genoma de EfVI1. La secuencia deducida de

aminodcidos de los dos ORFs se muestra debajo de la secuencia. El ORF1 estd
indicado en morado y el ORF2 en azul, ambos se solapan en el tetranucleétido
AUGA en posicién 2568-2571. En este tetranucleotido estdn los codones para el
inicio de ORF2 y el final de ORF1. Los ocho motivos conservados caracteristicos
de RdRp de virus de RNAbc que infectan eucariotas simples estdn enmarcados

en gris. En morado se enmarcan los codones de inicio y parada de ambos ORFs.

UGAUAGACAAGGUCUGUACCCCAACGUUCCCUGUCUGUCUCUCCCCCCCGGGGLCGGLCUUC
GGCCGGCGCACUAGGCGCAAGACCUAGCAGUGCUGUCUGUGCGGUUAUCACGCAGACGAG
UUGGAUGCUCUGGCAGGGUUCAAUCCCCUGCCGUGAGCCGUGGUGUGCCUGAAGAAGCCC
AUGCCACGGGGCGCACAUAUAUUUGUAUCUGUUUGGAGGAGGGUUCCUAAGAUCCCAAAC
UUUACGAAUAUCCCAACUGCACAGAAAAC C-AUGAGCACCGCUCAAACCCAGAACUUC
M M S T A Q T Q N F
CAGGUCCGCCACCUGGCCCCCCUUACCGGCGCGGUCGCAGACCCCGULCGGUGGLCCUCCUC
Q v R H L A P L T G A V A D P V G G L L
CAGCGCGGGAAGGACUUCCGCCGUUAUCGAUCCGGGCUCUCUUCAGAGAUCCCUGGUCCC
© R 6 K b F RRY R S G L s s E I P G P
GGGCGCACCUUCGUGGAGUACCGCUCGAUCUUCUACGAGGUCGGGCGCCAUUACGGCAAC
G R T F V E Y R S I F Y E V G R H Y G N
AUCUCUGAUGCGCUCGCGACGCCCACGCCGGCGGCUGUCCGCAUUGAUUGUAGUCACACA
I s bA L A TP T P A AV R I D C S H T
AUCAACGAAACGCAGGCCGCUAACUUCGAGGGCUUGGCUCGCCAGUACUCGAACUUUGCC
I N E T Q A A N F E G L A R Q Y S N F A
UCCCAGUGGGAGAAAAUGGACCUUUGUGGUAUUGCCGAGCGCCUGGCUCGCGCUAUUGCC
s o w E K M D L C G I A E R L A R A I A
ACUCAGAGCGUCUUCGGGGGCGUAACCACCACGCACAUGCGUGCGGGCCAGCCCCUCCGA
T ¢ s v F G G v T T T H M R A G Q P L R
GUCGUAGCCCUCGGUACGCUCGACUCGCCACAGACAGCGAGCACAUCGUCCGUGUUCAUC
v v A L 6T L. D S p o T A S T S S V F I
CCUCGUACUGUUGACAGUGUGGGGAGUGACCACGUAUUCGCCGUUUUGUGUGCCGCUGCA
P R T V D S V G S D H V F A V L C A A A
AACGGGGAGGGCGCGUCUGUUUCUACCGACGUGCUGCGUCUAGAUGUGAGCAAUAACGCU
N G E G A S V S T DV L R L DV S N N A
CCUCUCGUCCCCGCCGUGGCCGGCGCCCCCUUAGCUACGGCAUGUGUCGAAGCCCUCCGU
p L v P AV A G A P L A T A C V E A L R
GUUCUUGGCGCUAACAUGGAGGAGAGCGGGGCCGGCGAUCUCUUCGCCUAUGCUGUCACC
v L. 6 A NMEE S G A G D L F A Y A V T
CGUGGUAUCCACCGCGUUGUAACAGUUGUUAGCCACACGGAUGAGGGUGGCAUCCUUCGU
R 6 I H RV v T Vv v s H T D E G G I L R
GACUUACUCCGUCACGAUGCAUUCCGCGUCCCCUACGGUGGUAUUAAUGCAUCCUUGAGG
b L LR HDAUF RV P Y G G I N A S L R
CACUACCCCGCCCUCCCCAGUGCAGCGGGCUCUCAUGAGUCCUCUAUCGCAGCGUGGGUY
H vy p A L P S A A G S HE S S I A A W V
GAUGGUAUCGCCCUCAAGACUGCCGCCGUCGCUGCUCACUGCGACCCCCUCGUCCLCCGGA
b ¢ I AL K T A A V A A H C D P L V P G
GUCGGUGGUAUGUACCCCACUGUCCUCGUGGCGUCGAAAGGGUCGAUAUCCCCGCCUGGA
v 66 G MY P TV L V A S K G S I S P P G

CAPITVLO iV 109




ViR VS DF RNA DF DOBLF CADENA EN FPICHLOE FFSTVCAF

ACUCCGGAGGGCGAUGUCUCGCCCGACGACGCUCGGUCCCUCGGUCGCCAGCUUUCUGCC
T p E G D Vv s P D D A R S L G R Q L S A
GAUAUCGGUCGUUUCGCCCCCAACUAUAUCCGGGGACUCAGCGCUCUUUUCGGCCUACAA
b I G R F A P N Y I R G L S A L F G L Q
GGCUACACCGCAAUAGCCGAACGGCACCUGUGUGCCACGGCUGGGCACUACCUUGAGGAG
G vy T A I A E R H L C A T A G H Y L E E
AAUUCGGCGACAAACCGGCAUCUCCUCCAUAAGACCAUCGCUCCAUACUUCUGGGUGGAG
N S A T N R H L L H K T I A P Y F W V E
CCGACCUCCCUCAUCCCCCGAGAUUUCCUAGGUACUUCUGCAGAGAGCGAGAACUACGCU
p T s L I p R D F L. G T S A E S E N Y A
GCAAAGGUGUCACCGGGGUGUGUAGCUCACGAGCCCCUUUUCGAGAAGUUCGCUCCACUC
A K Vs p G C V A H E P L F E K F A P L
GCACAGGGGACAACUAUGACCUGUGCGACAGCGGGUUUCAAGAUGAGGACUGCGCGGACG
A QO G T T Mm T C A T A G F K M R T A R T
UCCGGGUAUGUGUGCUCACAAGCCGCUGCCCCUGCAUCCCUGGCGAUGAUCCAGCUGAAG
s Gy v_e S 9 A A AP A S L A M I QO L K
CAGUUCGACACACAGUCGGUUGUCUUAGCUGGCGACCAAGGGCCAAUAUCGGGGGACGUC
o ¥ DT 0 s Vv Vv L A G D O G P I S G D V
GUCACCAAGCACCGCGCAUCUAGCCCGCUGUCCUCCUAUUUGUGGGUCCGGGGCCAGAGC
v T K H R A S S P L S S Y L W V R G Q S
GCUCUGCCGGCCCCCGCAGAGUUUAUCAAUACCCAGGGCUGCUACGGCGCAAAAAUCAAA
A L P A P A E F I N T QO G C Y G A K I K
CUCGUCGAUUGGACGGAUGAUUGGGACCCCGAAUCGACCGACGUCCCGCGGCCUGAUCAG
L vpb w T D D WD P E S T D V P R P D Q
UUUGCCACCGGUGUUGUUGCUUGGCGUGUGUCUCUACCAACCGGGCUACCGALCGGGLCCCC
F A T G V V A W RV S L P T G L P T G P
AGCAAUGCUGCCGAUCGGCAAGCUCGACGCGCCAGGUCACGCGGCGCCAUCGCCUUAGCU
s N A A D R Q A R R AR S R G A I A L A
CAGGCGUUAAACAGAGCAAGAGCGUUCGGGGAAGGAGCGUCGCCUACCAUGGAAGUAAGC
o A L N R AR AUPF G E GA S P T M E V S
GAUGUCCCUCCCGAUUUGGGUCUGGCGGACUUAGGUCAUUACGACCAUACGGGGUUCCGU
p v p P DL G L A DL G H Y D H T G F R
GAACACCGUUCCGACCCCGGGAAAGCGCAGGAGACAGGGGACGGCAACCCCUCACCAACC
EH R S b P G K A Q E T G D G N P S P T
CCUACACUCCUGCGCGGUGCUGCUAUGCCACCAACUGAGCAGCACAAGCCUCAGGGUGGA
p T L L R G A A M P P T E Q H K P O G G
CCGCGGCUCCCGGCACCCCCACCAACCAUGGGGCGCGCCGCCGGACCCGUCGGALCCCCCA
p R L P A P P P TMGURAA G P V G P P
UCCACGCCAGCCCCUCCCCCCCCCGCCCCAGUUAUCGCCCCUCCGACUGUCAGUGAUCCU
s T p A P P P P A P V I A P P T V S D P
CCUCCCAUGCCUGAGGCUGCCACCGGUGCCGAACCGGUGCCCCAAGC-UUGAGUCCA
p P M P E A A T G A E P V P Q A *

M I E S
CAGUGGCCGACCGCGCCAACGCAGCGGGCUCGGUGGGCCGAUACCUGGAAGCGCUGCUCC
T v A D R A NA A G S V G R Y L E A L L
CCUCGGAAUAUACACGUGUCGUGUCGACACUUCCAUUCGACCACCAAGUUUCCUUUGUUU
p S E Yy T R V V 5 T L P F D H Q V S F V
ACAGGCCGUCGUGGAGGCAUCAUAAACCCACCGAACUUCAGCGCGUGGLCCGCUGLCCUUCC
Y R P S W R H H K P T E L QO R V A A A F
UACUUCCCCGUGUACCCGUGCAGGUGUCAUACAGCGCGGGCUCUAUACUUACUCUCCUCA
N L P R V P V Q V S Y S A G S I L T L L
ACGCCACCUUGCCUAACCUCCCCCCUAGGCAUACUUACCACGCCGGGUGGUCGUGUGAUA
N A T L P N L P P R H T Y H A G W S C D
GCGACGCGACCCGCAAAGCCUUCCCCCUGAAGGCUAACCCCGCCGCAUCCAACAAAGUCA
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s b A TR KA F P L K A NP A A S N K V
AUGUUUAUCUCUCUGAGGUAUGCUACGACUUGCGCCGCACCAAUCCUGGUGAAGCUAUGG
N V Y L S E Vv C ¥y DL R R T N P G E A M
CGGCCGAGGCAGCACUUCAGCGGGUCCGUUCCUCAGGUAGCGUAUACAACGACCAGGCUA
A A E A A L Q RV R S S G S V Y N D Q A
CAGCUGUCGUUUUGUACGGCUUCUGCUUAGCUCGCAACGGCCUGCCGGGGGCCUAUGAUA
T A Vv v.L ¥ G F C L A R N G L P G A Y D
UCGCGCUCGCCUUGUUACUGAACCCCGACUACGCCAAGUCACUCACCGGCGUCCUCAAGG
I AL A L L L N P D Y A K S L T G V L K
CAACGGGCGGCAAUGCAACGGCUGUGGGUUCACUCCUCGUGGAGGCCAACACACUCCUCG
A T G G N AT AV G S L L V E A N T L L
GGCGAGACGUCGCCCCUGUCGACCUCGGCAAGGAGUUCAACAUGCGCACACAGCUCCGCC
G R D Vv A P V DL GGG K E F N MU RT Q L R
UAGCACGAGAGAACAUGGCCGAGUAUCCCCCGGACGUUCUUCGGGCUACAGUCAGGCGCG
L AR ENMAE Y P P D VL R A T V R R
UCCUCCUUGACGAGCUGACACGGCGCGCAGGGUCAUAUGAAUUAGACUACCCUUCGUUGG
v L.L b E L T R R A G S Y E L D Y P S L
AGGAGCAUUGGGAUUCCCGGUGGGCAUGGGCUGUUAAUGGCGCCCAGGGAGGAGCGAUCA
E E H W D S R W A W A V N G A O G G A I
CCGACAAGGGGCUCGAAUCCGCUCCCCGUCCGCCCGGUGCAACUCGGGAAUAUCGCCGCU
T b K G L E S A P R P P G A T R E Y R R
CGUGGCUCGAACGAGUGGAGGAGGACCCUCGCCCCCAGUGGGACGGCACAACCGAAGUGU
s w L E R V E E D P R P Q W D G T T E V
CUGCCUCAUCCAAACUCGAGCACGGUAAAACACGCGCCAUCUUCGCGUGUGACACCGUUA
s A S S K L E H 6 K T R A I F A C D T V
ACUACCUUGCUUUCGAGCACCUCAUGUCCACCGUCGAGGCCAACUGGCGCGGCGUCCGGG
N Y L A F E H L M S T V E A N W R G V R
UAGUUCUCAACCCCGGGAAGGGCGGUAACAUGGGGAUGGCGAUGCGUGUGCAAGCUGCUC
v v L NP G K GGGGNMGMAMIR V QO A A
GGAGGCGAUGCGGUGUCUCGCUGAUGCUCGACUACGAUGACUUCAAUUCGCACCACACCA
R R R CGV S L M L DY D D F N S H H T
UAAGUGCGAUGCAAAUCGUUGUCGAAGAGGUUUGUUCUAUUACCGGAUAUGACCCUGACC
I s A M ¢ I v Vv E E Vv ¢ s I T G Y D P D
UCGCGGCCCGGCUGGUUGCCUCCCUCGACAAGCAGUACAUCACACUCGCGGGACGGCGGA
L. A A R L V A S L D K QY I T L A G R R
AACUUUCUGUCGGUACCCUUAUGAGUGGGCAUCGAUGUACAACCUUUUUCAACUCCGUCC
K L..s v 6 T L. M S G H R C T T F F N S V
UCAAUGCCGUUUACGUACGGCUUGAAUUGGGCGAACCGUUCUACUCGGAGACAGUGAGCC
L N A V Y V R L E L G E P F Y S E T V S
UGCACGUCGGUGACGACGUGUACAUGGGCGUUCGUGAUUACGUUUCGGCAGCGUACGUCA
L. H VvV 6 D DV Y M GV R D Y V S A A Y V
UCCAACGCCUAGCGGACAGCCCCCUGAGAAUGAACGCUCUUAAGCAAUCCGUCGGGCACG
I 0 R L. A DS P L R MNAILI K Q S V G H
UGUCGACGGAGUUCUUACGUAUCGCGACCGGCGCUAGGGAUUGUUACGGAUAUCUCUCAC
v s T E F L. R I A T G A R D C Y G ¥ L S
GCGCGGUCGCAUCAAUUGUUAGCGGGAACUGGGUGAAUGACACCGCCCUCGCUCCCUUCG
R AV A S I VvV sS G N WV N D T A L A P F
AAGGGCUAGCGGCUAUGGUCGCUUCCGCCCGAUCCCUCGCCAAUCGAGGGAAGACAAACU
E 6 L. AA MV AS AR S L A N R G K T N
UGGCGCCUCUACUGUUGGUGUCCAGCGUGCUACGAAUAGCCAAGCUGGGCAAGCGACACU
L AP L L L VS s V L R I A K L G K R H
ACGGCAAGGUCUCUUCACUACUCGAUGGCACCGUCGCCCUCGGCAACGGACCACAAUACU
Yy 6 K vs s L L b G T V A L G N G P O Y
CCUGCGGCGCCCAUAUGCGCUGGUGUAACCCUGUGGUCGUACGCGAUACUCCCGACCCCU
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s ¢ G A H MR WCN P V V. V R D T P D P
GGGGUUAUACUGAACUACCUCUGGAGUCGGUUACGGCAUACCUCUCGCGGGCUGCAUCGC
w 66 Yy T E L P L E S V T A Y L S R A A S
CUUUAGAGUGGGAGGUCCUCGGUGAGGCUGGCAUAUCUGUCACGGAACAAAUGGCUGCGG
p L E W E V L G E A GG I S V T E QO M A A
CUAGUUAUCGUAAAACUUACGCAAGUCUGUUCUGGCGCGGAGAGCGUCUCACCCUGGGLCC
A S Y R K T Y A S L F W R G E R L T L G
CAACCCUAUCUAAAGCGCCGAUCGGCUCAGCGAGUGCGGAAGACUUGGCCCGUGCAACCA
p T L S K A P I G S A S A E D L A R A T
AACCACACGGUCUUCUCGCACAAUACCCUCUUUUGCUGCUGGCGCGUGACCGCAUACCGG
K p H 6 L L.A ¢ Y P L L L L A R D R I P
AGACACUCGUACGCGUCGCGCUCGGAAAAGCUGGCGGCAACCCACACACAUCGCACCUAG
E T L v R V A L G K A G G N P H T S H L
CGUAUGAUGCGUGGGGAGAGUAUGAUCACGGCUGCCAGAUCCAAACGGUCUUAGGAUACG
A Y DA WG E Y D HGOCQ I O T V L G Y
CAGAUGCCGCUGCCUUCGGGAAGCGGACGAGUGCUGAUGUACUCACAUCGCGGACACUAA
A D A A A F G K R T S A DV L T S R T L
UGUACGUU-UCCCACACGACGUCAAUCGUCGUGCAUUUAUAUCCGGGGCCAUUGGCCC
MY Vv *

CAGAAAGCA

En la secuencia completa de EfV1 se detectaron dos marcos de lectura
abierta diferentes (Figuras 18 y 19); por un lado el ORF1 tiene una longitud de
2301 nucledtidos, su comienzo se inicia con dos codones AUG consecutivos y
codifica una hipotética proteina de 765 aminodcidos. El ORF2 es algo mayor y
tiene 2484 nucleétidos que codifican una hipotética proteina de 826
aminodcidos. Ambos ORFs se encuentran solapados por una zona de cuatro
nucleétidos AUGA, que se corresponde simultaneamente con el codén de parada
del ORF1 (UGA) y el codon de inicio de ORF2 (AUG). Esto supone que ORF2 tiene
un desfase de lectura de -1 con respecto al ORF1. Blisquedas de otros posibles
ORFs en ambas cadenas solo identificaron algunos ORFs con longitudes menores
a 460 nucledtidos

Las regiones no codificantes (UTR) situadas en los extremos cuentan con
270 nucleodtidos en el caso de la region UTR 5' y de 58 nucledtidos en el de la
region UTR3'. Aunque se obtuvieron varios clones idénticos de cada UTR en

experimentos independientes, la longitud de ambos extremos no fue confirmada
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por medio de experimentos de “primer extension”, por lo que su longitud final

podria ser mayor de la obtenida mediante RACE.

Figura 19. Organizacion del genoma de Epichloe festucae virus 1 (EfV1), la secuencia de
ORF 1 es similar a otras que codifican proteinas de cdpsida de totivirus, y la secuencia
de ORF 2 es similar a la de varias RdRp de micovirus. En ORF2 se muestra la posicién de

los ocho motivos conservados dentro de la familia Tot/viridae.

[ 2301 nt \
271 2571

2368 2484 nt 5051
)

Longitud total 5109 nt

La caracteristica organizacion genémica que se presenta en miembros de
la familia Tot/viridae contiene dos ORFs en su genoma, el ORF 5' proximal
codifica una CP y el ORF 3’ codifica una RNA polimerasa-RNA dependiente
(RDRP). En el caso de EfV1 podemos comprobar que la organizacion de su genoma

concuerda con la de esta familia.

Andlisis de los ORFs del genoma de EfV1
1. ORF1

e Caracteristicas del gen

ORF1 tiene una secuencia de 2301 nucledtidos cuyas caracteristicas se
detallan en la Tabla 14. La presencia de gran cantidad de C+G a nivel de la
secuencia nhucleotidica, permite codificar proteinas que presentan un nimero
mayor de aminodcidos que aportan estabilidad térmica como son arginina, alanina

y glicina y menos de los que la reducen como serina y lisina.
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Tabla 14. Caracteristicas de la secuencia de nucleétidos del ORF1 de EfV1.

2298
Adenosina (A) 17.89% 411
Guanina (6) 28.02% 644
Timina (T) 19.76 % 454
Citosina (C) 34.29% 788
A+T 37.64% 865
C+G 62.32% 1432

o Estructura primaria de la posible proteina codificada por el

ORF1

La traduccion de ORF1 da lugar a una proteina de 765 aminodcidos, algunas
de sus caracteristicas estdn indicadas en la Tabla 15. El estudio de la secuencia
de aminodcidos de la proteina codificada por ORF1 permite detectar uniones
peptidicas que varian su flexibilidad en funcién del tipo de aminodcido que esté
implicado y de las restricciones estéricas impuestas por cada uno de ellos que

hardn que la proteina adquiera una estructura mds compleja.
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Tabla 15. Caracteristicas deducidas de la secuencia de aminodcidos de la posible

proteina codificada por ORF1. Por tanto, con esta secuencia primaria de aminodcidos se
generaron representaciones de, por ejemplo, como varia la hidrofobicidad a lo largo de la
secuencia de la proteina para tener informacion que ayudard a conocer la disposicién de

determinados residuos en la prediccion (Ver apendice IT).

Peso molecular " 80170.52 Daltons
Ndmero de aminodcidos 765
Aminodcidos bdsicos (+) (K,R) 62
Aminodcidos dcidos (-) (D,E) 69
Aminodcidos hidrofdbicos 273
(AILFW)V)
Aminodcidos polares 185
(NCQ,STY)
Punto isoeléctrico 6.608
Cargaa pH 7.0 -3.831

e Funcion y homologia de la posible proteina codificada por el

ORF1

En las blsquedas realizadas con el algoritmo FASTA en las bases de datos
publicas se encontraron varias proteinas que presentan una homologia substancial
con el producto de ORF1. Unicamente se han considerado proteinas cuya
identidad con respecto a las secuencias de EfV1 fuera mayor del 30%.

Las proteinas mds similares al producto de ORF1 son un conjunto de
proteinas de cdpsida de totivirus que infectan a hongos filamentosos (Tabla 16).
Por lo tanto, es muy probable que el ORF1 codifique la proteina de la cdpsida. En
el caso de los micovirus con genomas de RNAbc, la mayoria presentan una cdapsida
icosahédrica e isométrica de forma que las subunidades proteicas se van a unir en

los vértices o en las caras de un cuerpo con simetria clbica.
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Durante la dltima década, un ndmero significativo de estudios han

establecido que la organizacién T=2 es una caracteristica comin en la cdpsida de
virus de RNAbc (Lawton et al., 2006), sin embargo la estructura de la cdpsida de
HvV190S, un miembro de la familia Tot/viridae, ha sido resuelta y estd formada
por 60 dimeros con una organizacién T=1 (Ghabrial el al., 2002). Actualmente no
hay muchas proteinas de cdpsida de virus de dsRNA cuya estructura
tridimensional haya sido resuelta a nivel atémico, pero destacaremos 4: los
ndcleos de UP3 de orbivirus Bluetongue (Grimes, 1998), Al del reovirus en el
género de orthoreovirus, y Gag de L-A virus y HvV190S ((Naitow, 2002; Castén
et al 2006).
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ULLUGHLG

HERBEHBRHR

Tabla 16. Secuencias de proteinas con mayor similitud al producto de la traduccién del ORF1 de EfV1.
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e Dominios conservados en el producto de ORF1

El alineamiento mdltiple de las secuencias de la cdpsida de todos los
miembros de la familia Totiviridae se realizé para buscar motivos conservadas.
Como resultado se localizaron algunos motivos que parecen estar conservadas en
totivirus que infectan a hongos filamentosos, es decir en los miembros del género
Victorivirus (Ghabrial y Nibert, 2009).

Hay al menos fres dominios conservados, que se localizan en posiciones
distantes entre si (Tablas 17 y 18). Esto supone todo un referente nuevo ya que la
existencia de dominios conservados dentro de la cdpsida de totivirus no ha sido
aln determinada. Esto podria indicar la importancia de estas regiones en una
conformacion estructural de la cdpsida que es especifica para virus que han de

sobrevivir en hongos.

Tabla 17. Representacion de tres motivos conservados dentro de la proteina de la
cdpsida, donde X es cualquier aminodcido y entre paréntesis se muestran dos aminodcidos
que pueden variar en una posicion. Estos motivos son encontrados solo en miembros de la

familia Tot/viridae que infectan hongos filamentosos.

Posicién ' Motivo
Aprox.en 340 (S/AVFIPR( T/ L)V
Aprox. En 425 EALRXXG(A / S)NV
Aprox. En 780 YLWXRGQS
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Tabla 18. Secuencias correspondientes a los tres motivos conservados de la proteina de

la cdpsida en algunos miembros del género Victorivirus.

Especie ' Motivo T ' Motivo T Motivo TTT

Coniothyrium minitans virus SVIFPRTVD EALRIVGANV YLVVRGQS
Gremmeniella abietina RNA virus L2 SVIFPRTVD EALRILGANV YLVKRGQS
Sphaeropsis sapinea RNA virus 2 SVIFPRTVD EALRIWGANV YLVVRGQS
Epichloé festucae virus 1 SVIFPRTVD EALRVLGANV YLVVRGQS
Sphaeropsis sapinea RNA virus 1 SVIFPRLVD EALRILGANV YLVVRGQS
Helminthosporium victoriae 190S virus AVIFPRLVN EALRLLGSNV YLVVRGQS
Thielavidopsis basicola RNA virus 1 SVIFPRLVN EALRIVGANV YLVDRGQS

e Estructura secundaria del ORF1 de EfV1

Para la prediccién de las estructuras secundarias y de su accesibilidad al

disolvente, se utilizaron distintos programas y los resultados han sido comparados

teniendo en cuenta fundamentalmente la informacién aportada por PROF (Figura

19). El resultado de esta red neural de prediccion consiste en la asignacién a lo

largo de la secuencia de la probabilidad de que cada aminodcido de la secuencia

pertenezca a una estructura tipo a-hélice (H), hoja B (E) u cualquier otra

conformacion (L/C), considerando para la asignacion de cada residuo una ventana

de 21 aminodcidos. El valor de la probabilidad viene establecido con un valor que

varia de 0 a 9 y que es el grado de fiabilidad, siendo mds fiable cuanto mads

préximo esté a 9. En las figuras se han indicado en negrita aquellas predicciones

que presentan una fiabilidad mayor de 7.
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Figura 19. Predicciones de estructura secundaria realizadas con los programas SSPRO,

PSIPRED,

JPRED y PROF para la proteina de la cdpsida de EfV1. En la primera linea

aparece la secuencia de aminodcidos de la proteina; en las siguientes cuatro lineas se

encuentran las predicciones proporcionadas por cada uno de los programas, y en la quinta

linea, correspondiente a PROF, se han sefialado las regiones consenso de los cuatro

programas; en color azul en el caso de a-hélices (H) o plrpura las laminas B (E). Las letras

C o L son indicadoras de cualquier otra conformacién. En color rojo se marcan las glicinas,

responsables de proporcionar mds flexibilidad a las proteinas y que suelen aparecer en

los giros. En la quinta linea se marcan en negrita aquellas predicciones que presentan una

fiabilidad mayor de 7 segin el programa PROF. En verde oscuro se marcan regiones

conservadas observadas para este tipo de proteinas viricas dentro de la proteina de la

cdpsida. En la sexta linea se muestra la accesibidad del disolvente (e= residuos expuestos

al disolvente y b= residuos no expuestos al disolvente).

SSPRO
PSIPRED
JPRED
PROF

SSPRO
PSIPRED
JPRED
PROF

SSPRO
PSIPRED
JPRED
PROF

SSPRO
PSIPRED
JPRED
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HHHHHHHHHHHHCEEEEEECCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCH

HHHHHHHHHHHHHHEEEEECCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
-HHHHHHHH--EEEEEEEE----HHHHHHHHHH-—-———————————————— -
......... LL. .EEEES...L....HHHH.......LL..........LILLL..LL..
bbbbbbbbbbbbbbbbbbbb  bbbbbbbbb eb bbbbbbb be  bbbb bee e

250 260 270 280 290 300

ESSTAAWVDETALKTAAVAAHCDPLVPEVIlMY PTVLVASKES I SPPETPEfDVSPDDAR

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCECEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHHHH

CCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCEECCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHH

-HHHHHHHHHHHHHHHHHH--——-—————-— EEEEEEE-—--——-——-————————- HHH

.HHHH.HHHHHHH. ........ Lo.... LL..... EES._.LL..LLLLLLLLLLL. . HHH

bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb e ebbbbbbbb ecee e e eceeec e e b b
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SLEROLSADIERFAPNY IRELSALFELOBYTATAERHLCATAHYLEENSATNRHLLHEKT
HHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHEHHHEHHEHCCCCCCCCCCCC
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHEECCCCCHHHHHHHHHHHEHHHHCCCCCCCCCCCCC
HHHHHHHH---—- HHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHHHHH---——-————————————
HHHHHHHHH . . HHHHHHHHHHHHH . . . 111 . .HHHHHHHHHH. . . . . LLLLLL..... LL
b bbe beebbe bb bbbbbbbb e bbb bbbbbbb beeeee bb bbbbb
370 380 390 400 410 420

IAPYFWVEPTSLIPRDFLITSAESENYAAKVSPICVAHEPLFEKFAPLAQITTMTCATAI
CCCEEEECCCCCCCHHHCCCCHHHCCCCCHCCCCCHHHHHHHHHHCECCCCCCEEEEEEE

CCCEEEECCCCCCCCCCCCCHHHHECCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHEECCCCCCEEEEEE
-——EEEE--—--—--——-——- HHH-——-—————-——- HHHHHHHHHH------ EEEEEEE

N - R L....LLLL...... HHHHH...LLLL....... B
' Pbbbbbbbbbbbbbbbbbbb b bbbbe ee b ebbe bee eee eb bbbbbb
430 440 450 460 470 480

FKMRTART SYVCSQAAAPASTAMIQLKQFDTQSVVLARDOEP T SEDVVTKHRASSPLSS
EECCCCCCCHHHHHHCCCHHHHHHHHHCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

EEECCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCEECCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCHHH

EEE----- HHHHHHH------- HHHHH------- EE-——————————— - H

B......... HHH...LLLL.......... LLL..... LLLLLLL......... LLL. .

b Db bbbbbbb be e bbbb b bb ebbbbbbee e ece ee eece ebbbbb
490 500 510 520 530 540

EVREGS . . r2PAEF INTOC YAK IKLVDWT DDWDPESTDVPRPDOFATEVVAWRVSL
EEEEECCCCCCCCHHHECCCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCEEEEEECC
HHHCCCCCCCCCCCEEEECCCEEEEEEEEEEECCCCCCCHHCCCCHHHHCCCEEEEEEEE
HHH-—————————————————— EEEEEEEEEE-—--——-——-—————————— EEEEEEE-
JH...LLLLLLL............. EEEEEE. . .LLLLLLL.LLL..... I..EEEEE. .
bbbbbb b bbbbbbbb bbbbb b b b ee e e ee eeb ebbbbb bbbbb
550 560 570 580 590 600
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SSPRO CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
PSIPRED EEECCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

JPRED ~ -—--—--————- HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHA- - ——— === === ——————————————
PROF ....LLLLLL...HHHHHHHHHHHHHHAHHARHEAN . . LL.1L. .. ... LLLLLLLLL..L
bb eb e e eb bbb bbbbbb bb b bbb bb bb b e b e be e

610 620 630 640 650 660

HYDHTEFREHRS DPEKAQETEDENPSPTPTLLREAAMPPTEQHK POPRLPAPPPTMER
SSPRO  CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
PSIPRED CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe

JPRED  — oo oo oo oo

PROF ro.....LLLLLLLLLL. . . LLLLLLLILL. . . .t . e .. . LL.LLLLLL.LLLLL.....
e ee eee e e Dbee eee e ee bb b e ee eebe eebb bb
670 680 690 700 710 720

2A@rvEPPSTPAPPPPAPVIAPPTVSDPPPMPEAATAEPVPQAX
SSPRO  CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
PSIPRED CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

JPRED  ———mmm oo
PROF ..Lo.n.n.nn...,.LnL.. . LLLLLLLLLL. . . L LLLLLLLLL.
ee e ebe b e e e eee eeeee eee

730 740 750 760

Se observa que en las zonas préximas a algunas glicinas, en posiciones 40, 260,
400, 600 y 670, estas estan acompariadas de aminodcidos flexibles (R, N, Q, E, P

y S) que facilitan un entorno favorable para que se produzcan los giros.
o Estructura terciaria del ORF1 de EfV1

En este punto, el complejo nivel de estructuracién de las proteinas y la
carencia de estudios biofisicos, impiden la elucidacién de su estructura terciaria;
sin embargo hoy en dia, se puede estimar una posible estructura por la
comparacion con estructuras de proteinas ya caracterizadas. Para la proteina de
la cdpsida no se obtiene resultado alguno, ya que en la buisqueda de secuencias
homologas a EfV1, no fue localizada ninguna proteina cuya estructura fuese
conocida integramente por lo que no es posible obtener informacién de la

estructura terciaria.
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2. ORF2

e Caracteristicas del gen

Este gen, al igual que ORF1 tiene un contenido en C+G del 62.32% que implica que
la proteina que se derive de esta secuencia presente un nimero mayor de

aminodcidos con estabilidad térmica (Tabla 19).

Tabla 19. Caracteristicas de la secuencia hucleotidica de ORF2;

N° de bases traducidas 2484
Adenosina (A) 20.21 % 502
Guanina (6) 27.78% 690
Timina (T) 20.93% 520
Citosina (C) 31.08 % 772
A+T 37.64% 1022
C+G 62.32% 1462

e Caracteristicas de la estructura primaria de la posible proteina

codificada por ORF2

La traducion de la proteina RdRp codificada por ORF2 indica que la proteina
tiene un total de 827 aminodcidos (Tabla 20).
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Tabla 20. Caracteristicas deducidas de la secuencia de aminodcidos de la posible proteina

codificada por ORF2.

Peso molecular 90223.95 Daltons

Ndmero de aminodcidos 827
Aminodcidos bdsicos (+) (K,R) 87
Aminodcidos dcidos (-) (D ,E) 80
Aminodcidos hidrofébicos (A, ILF.W.,V) 312
Aminodcidos polares (N,C,Q,S,T.Y) 209

Punto isoeléctrico 8.427

Cargaa pH 7.0 9.807

Con la secuencia primaria de aminodcidos se generaron representaciones de
la variacion de la hidrofobicidad a lo largo de la secuencia de la proteina

(Apéndice II).

¢ Funcion y homologia de la posible proteina codificada por el

ORF2

Al buscar en bases de datos proteinas con secuencias similares al producto de
ORF2, se obtuvo de nuevo un conjunto de proteinas de miembros de la familia
Totiviridae asociados a hongos filamentosos como las proteinas mds parecidas,
apareciendo a continuacién proteinas de miembros de otros miembros de la

familia como serian los virus de Leishmania (Tabla 21).
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Todas las secuencias homdlogas encontradas corresponden a proteinas

RdRp viricas, lo que indica que probablemente el producto de ORF2 es una RdRp;
la funcion de ésta enzima es llevar a cabo la polimerizacién de ribonucledtidos
trifosfatos (rNTPs) dependiendo de un molde de RNA; éste proceso puede ser
también catalizado en otros casos por diferentes enzimas y es fundamental para
diversos procesos bioldgicos, pero en este caso lo es para la replicacion de virus
de RNA (Iyer, 2003).

En el caso de HvV190S, miembro de la familia Totiviridae, la transcripcion
es asimétrica (solo se genera la hebra +) y conservativa ya que el RNAbc del
virus se mantiene y sirve como molde para generar la nueva hebra + que es
liberada (Ghabrial y Havens, 1989). La trancripcién y replicacién in vitro en el
virus ScV-LA de levadura ocurre de forma conservativa (Fujimura et al., 1986,
1988) asi que cabe esperar que otros miembros de la familia sigan este mismo
proceso.

En concreto, la RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp) de EfV1, muestra
una alta similitud con las presentes en otros virus de RNA, debido
fundamentalmente a la presencia de los ocho motivos conservados (Junjung et al.,
2004); ademds, cabe esperar que esta similitud no solo se limite a la secuencia de
aminodcidos, sino que repercuta en la estructura tridimensional de la proteina, ya
que teniendo una funcién tan importante y concreta la estructura ha de ser

similar, al igual que ocurre entre otras polimerasas.

e Dominios conservados en la RdRp

En los estudios de las proteinas RdRps de virus de RNAbc que infectan a
eucariotas simples que estdn caracterizadas hasta ahora, se observa la

presencia de ocho dominios conservados (Bruenn, 1993). Tras un andlisis

126 CAPITVIO iV



ViR VS DF RNA DF DOBLF CADENA EN FPiCHLOE FESTVCAF.

comparativo de la secuencia de aminodcidos de ORF2 de EfV1 con las de las

RdRps de virus de la familia Totiviridae, se pudieron detectar los ocho motivos
conservadas en esta proteina (Figura 20). Existen discrepancias respecto a la
longitud final de los dominios conservados, como ocurre con el tercer dominio, en
el que se ha observado que incluyendo un motivo de cuatro aminodcidos mas,

parece conservarse de igual manera que el resto de los dominios (Bruenn, 2003).
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Dentro de estos dominios ademds parece estar conservado algin aminodcido

especifico para los miembros de la familia. Es mds, es muy probable que los dos
primeros dominios, sean Unicos para la familia Totiviridae (Bruenn, 2003) puesto
que no aparecen en el resto de familias. Los motivos menos conservados son
especialmente el 1y el 5 (Poulos et al., 2006).

En referencia a los dominios encontrados en EfV1 y en otros virus de la
familia, los dominios 6 y 7 muestran un porcentaje de identidad elevado con
respecto a la que seria la secuencia consenso de los miembros de la familia por lo
que dicha conservacion implica una funcién importante de dichos dominios; es
mds, en el motivo 6 se localiza la secuencia GDD que es considerada universal
para las RNA polimerasas (Jablonski et al., 1991). Sin embargo los motivos 3, 4 y
5 presentan un porcentaje de identidad moderado, mientras que los motivos 1, 2
y 8 parecen ser los menos conservados dentro de Totivirus.

Dentro de la familia Totiviridae, los miembros del género Victorivirus
presentan mayor similitud entre ellos, manteniendo motivos muy similares (Tabla
22). Respecto a los integrantes del género hay que destacar los motivos
localizados en el dominio 2 y 3 que parecen ser muy especificos del género. Esto
parece importante, ya que sin tener en cuenta la secuencia completa del virus,
sino tan solo 70 aminodcidos puede hacerse una clara agrupacion de la familia,
incluso del género Victorivirus, ya que para el género se conservan 41
aminodcidos, 24 varian entre dos opciones y Unicamente 5 son diferentes,
conservdndose eso si, el lugar en el que van situados.

Tal vez en este punto, el conocimiento de la existencia de motivos
exclusivos del género permita el disefio de oligonucleétidos, que conteniendo
parte de estas secuencias conservadas, puedan ser empleados como sondas
marcadas para determinar si es un Victorivirus o no aln sin conocer su secuencia.

La viabilidad de esta propuesta estd ain pendiente de comprobar.
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Aparte de las ocho regiones conservadas (Figura 20), se ha podido defectar
la presencia de dos motivos adicional es entre los dominios IT y ITI. En EfV1 se
localizan entre la posicién 320 y 350 de la RdRp los motivos RRSW y KLEH (ver
en la siguiente seccion la Figura 21), siendo el segundo de ellos exclusivo de
Totivirus'y Victorivirusy podria ser considerado como una elongacién del tercer
dominio, RRSW puede ser considerado como un noveno dominio o como un motivo
que forma parte del tercer domino tal y como lo plantea Bruenn (2003).

En realidad no se conocen exactamente las funciones de cada uno de estos
dominios estructurales, pero se piensa que realizan funciones relacionadas con la
polimerizacién del RNA, la union de rNTPs, de la cadena molde y del producto. Es
destacable la presencia de una secuencia de aminodcidos que permanece casi
invariable en todas las polimerasas, incluidas las RdRps: Gly-Asp-Asp (GDD); se
ha sugerido que la presencia de estos dos aspartatos junto con dos iones
metdlicos divalentes, son imprescindibles en el proceso catalitico que dard lugar
a una nueva cadena de RNA (Steitz, 1993); esto es confirmado con las
observaciones realizadas en estructuras cristalinas de poliovirus, donde estos
dos aspartatos ocupan una posicion apropiada para la reaccién catalitica (Hansen

et al., 1997).
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Tabla 22. Motivos conservados dentro de los ocho dominios para los miembros del

género Victorivirus. En letra normal se marcan los aminodcidos que permanecen
invariables y entre paréntesis y marcados en morado aquellos aminodcidos que no se
conservan integramente sino que oscilan entre las dos opciones indicadas. Los guiones

representan el hueco de un aminodcido no conservado.

DOMINIO ' SECUENCIA CONSERVADA PARA TOTIVIRUS
| L(Q/L)GR

I W(A/C)VNG(S/A)(H/Q)

I GKERAIF

WY D(Y/F)D(D/N)FNS(H/Q)H(S/T)

v TL(P/M)SG(H/R)R-(T/)TE(N/S)SV(L/C) NE(A/V) Y
VI HiGDDVY

Vil EFLR

VIl Y(L/F)ERA

Realizando una comparacion similar en todos los dominios conservados en la
polimerasa para los Totivirus y Victorivirus, se puede observar que éstas
regiones se distribuyen de una forma semejante en tfodas las secuencias
ocupando un lugar dentro de ellas que variard Unicamente por la longitud total de
cada una de las secuencias; ademds se ha comprobado que, en general, las
distancias entre todos ellos apenas presentan variaciones, es decir de nuevo
existe una conservacion tanto de la disposicion de los motivos dentro de la
polimerasa como de la distancia de los dominios entre si (Tabla 23). Ademds en la
comparacion de todos los miembros de la familia, se ha localizado la presencia de
glicinas entre los dominios, que serdn las responsables de los giros entre los
distintos dominios, es mds, una vez superada la regiéon de los dominios, las
glicinas que aparecen también parecen mantenerse en la familia, permitiendo asi
pensar en la posibilidad de un plegamiento de la estructura terciaria similar en

las polimerasas dentro de la misma familia.
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Estructura secundaria de la secuencia de aminodcidos del

ORF2 de EfV1
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Para realizar una prediccion de las estructuras secundarias y de su
accesibilidad al disolvente se realizaron busquedas en paralelo con distintos
programas y los resultados han sido comparados teniéndose en cuenta
fundamentalmente la informacién aportada por PROF (Figura 21). Asi se obtiene

una estructura orientativa del ORF?2.

Figura 21. Predicciones de estructura secundaria realizadas con los programas SSPRO,
PSIPRED, JPRED y PROF para la proteina RdRp de EfV1. En la primera linea aparece la
secuencia de aminodcidos de la proteina; en las siguientes cuatro lineas se encuentran
las predicciones proporcionadas por cada uno de los programas, y en la quinta linea,
correspondiente a PROF, se han sefialado las regiones consenso de los cuatro programas;
en color azul en el caso de a-hélices (H) y plrpura de ldminas B (E), Las letras C o L son
indicadoras del cualquier otra conformacion. En color rojo se marcan las glicinas,
responsables de proporcionar mds flexibilidad a las proteinas y que suelen aparecer en
los giros. En esta quinta linea se marcan en negrita aquellas predicciones que presentan
una fiabilidad mayor de 7 y que pueden ser tomadas como referencia (correspondientes
al programa PROF). Se sefialan en color verde los ocho dominios conservados tipicos de
las RdRps. Las regiones marcadas en azul oscuro y amarillo corresponden a dos regiones
que también estdn conservadas dentro de la familia Tot/viridae, en concreto el amarillo
es un dominio exclusivo de los Totivirus'y Victorivirus. En la sexta linea se muestra la
accesibidad del disolvente (e= residuos expuestos al disolvente y b= residuos no
expuestos al disolvente).
MIESTVADRANAAJSVGRYLEALLPSEYTRVVSTLPFDHQVSFVYRPSWRHHKPTELQRV

SSPRO CCCCCHHHHHHHCCHHHHHHHHHCCHHHHHHHCECCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHH
PSTIPRED CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHH

JPRED -—-——-HHHHHHHHH-HHHHHHHHH-—----—— EEE----HHHEEEEEE-—-——-——-—————— HHHH

PROF HHHHHHHH HHHHHHHHH EEEE EEEEEE HHHHH
e ee beebbebbb bb bbeebbe ebbe bb bebe bbbbbb b bee Db Dbbbb
10 20 30 40 50 60
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AAAFLLPRVPVQVSYSAESTLTLLNATLPNLPPRHTYHARWSCDSDATRKAFPLKANPAA
SSPRO  HHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCEHCCCCCCCCCC
PSIPRED HHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCC

JPRED  HHHHHH-----—--——-——- HHHHHH--————————————————————— E-——-——————-
PROF HHHH EEEE HHHHHHHH HHHH
bbb bbeebbbbbbb b bbbbbe e ee b bbbb e eebe ee eeb
70 80 90 100 110 120

SNKVNVYLSEVCYDLRRTNPIEAMAAEAALQRVRSSISVYNDQATAVVLYGFCLARNILP
SSPRO CCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCH
PSIPRED CCCEEEEHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCH

JPRED -HHHHHHHHHHHHHHHH--———-—- HHHHHHHHHHH------ HHHHHHHHHHHHHHH----
PROF EEEEHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHH
e Dbbbbbb bbe b e eee Dbb bbbe b eeeeb bbbbbbbbbbbbbbbe ebe
130 140 150 160 170 180

B2YDIALALLLNPDYAKSLTGVLKATEENATAVGSLLVEANTHEEREVAPVDLGKEFNMR
SSPRO ~ HHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHC
PSIPRED HHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHC

JPRED HHHHHHHHHH----- HHHHHHHHHHH--—-—-—- HHHHHHHHHH---——-—- HHHHHHH--

PROF HHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHH HHHEHHAHHAHEHH HHHHHHHH
bbbbbbbbbb ebbe bbebbebbb eb bbbbbbbbbbbbbbeb e eb e be
190 200 210 220 230 240

TQLRLARENMAEYPPDVLRATVRRVLLDELTRRAfSYELDYPSLEEHWDSRWANAVNGAQ
SSPRO  CCCCCCCCCHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCC
PSIPRED CCCCCCCCCEEECCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCC

JPRED  ——————————————— HHHHHHHHHHHHHHHH-————————————— HHHHHHHHHHH----
PROF HHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH
be e b e b e eee b ebb bb e beeeceee ebeb beebb bbbbbbbbb
250 260 270 280 290 300

B8~ 17DKGLESAPRPPEATRE YL ERVEEDPRPOWDETTEVSAS SKLEHEKERATEA
SSPRO  CCCCHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCECCHHHHHCCCCEEEEC
PSIPRED CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCEECHHHHHHHCCEEEEEC

JPRED  ——————————————————— HHHHHHHHHH---—-———-——- EEEEE--———-——- EEEEE

PROF HHHHHHHHHHHHHH EIE HHH EEEEE
bbb eeebee e eeb b bbeebee e ee eee eb bb e eebebbbbbb
310 320 330 340 350 360

CDTVNYLAFEHLMS TVEANWREVRVVLN P ElNVEMAMRVOAARRRCEV S LML DY DDEN
SSPRO  CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCEEEEECCCCC
PSIPRED CCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCEECCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEECCCC

JPRED --—-HHHHHHHHHHHHHHHH----EEEE-—-—-—-———- HHHHHHHHHHH----EEEEE-—-—--
PROF HHHHHHHHHHHHHHHH EEEE EEEEEEHHHH
bbbbbbbbbbbbb bbe beeb bbbb ee bbbbb b b e bbb bbbbb bbb
370 380 390 400 410 420

BHET 1 sAMQTVVEEVCSITYDPDLAARLVASLDKQY I TLABRRKL S VT EMSEHRETTE

SSPRO CCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCHHHH
PSIPRED CHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEECCCCCCCCCHHHH

JPRED  —--HHHHHHHHHHHHHH------ HHHHHHHHH-—--- E-—--—- EEEE-—---—--—- EE

PROF HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH EEE: HHHHH
b bbb bb bbb bbe e eeebbe bbebb ebb b ee eb bbbbbbb bbbb
430 440 450 460 470 480
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ENSVINAVIVR LELfEPFYSETVS LEVEDDVYMEVRDYVSAAYVIQRLADS PLRMNALKQ

SSPRO HHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCCEEEECCCCCCHHHHHHHHHHCCCEECCCCC
PSTIPRED HHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCEEEECCCEEEECCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHH

JPRED  HHHHHHHHHHHHHH--------- EEE----EEEE--—--- HHHHHHHH--—--——--——-

PROF HHHHHHHHHHHHHH 12005 EEEE noHHEHHHHHHHHH
bbbbbbbbbbbbbbb bb  bbbbbbbbbbbbbb bb bb bbe b e ebeb e
490 500 510 520 530 540

svllavs TEEBREATEARDC YEVESRAVAS TVSENWVNDTALAPFEGLAAMVASARSLANR
SSPRO  CCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHH
PSIPRED CCCCCCCHHHEEEECCCCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHC

JPRED  ————-- EEEEEEE------ EEEEEEEEEEEE-—-—-—--—————— HHHHHHHHHHHHHHHHH-

PROF EEE HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH
b bbbbbbbb e b bbbbbbbbbbbbb bb e e b bbb bbebb bbe
550 560 570 580 590 600

BxtnLAPLLLVSSVLRIAKLEKREYEKVSSLLOETVALENEPOYSCGAHMRWCNPVVVRD
SSPRO  CCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCC
PSIPRED CCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCC

JPRED  ——————————— HHHHHHH----- HHHHHHHHH--————————— E----EEEEE-E-----

PROF HHHHHHHHHHH HHHHHHH EE E-E EEEE
beee bbbbbbbbbb bbe eee e b ebbeb bbb ebbbb beb b bb e
610 620 630 640 650 660

TPDPWEYTELPLESVTAYLSRAASPLEWEVLEEARI SVTEOMAAASYRKTYASLFWREER
SSPRO  CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHCCCHHCCCCCE
PSIPRED CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHCCCCCCHHHHCCCCCE

JPRED  ————————————- HHHHHHHHH----HHHHHH----- HHHHHHHHHH---——-——-———-

PROF HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH BE
eee e e ebb Dbb e beeb bebb e bb bbbbbbbbbb ebbee b eeeeb
670 680 690 700 710 720

LTL@PTLSKAPIGSASAEDLARATKPHELLAQYPLLLLARDRI PETLVRVALEKAEENPH
SSPRO  EEECCCCCCCCECCCCHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHCCCCC
PSIPRED EEECCCCCCCCEECCCHHHHHCCCCCCCHHHHCHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHCCCCC

JPRED  EE-—-—-—=-—-——-—— HHHHH--—-—=——-—-— HHHHHHHH----HHHHHHHHHH-—- -
PROF [ HHHHH HHHHHHHHH HHHHHHHHHHH

b e e Dbbbbb be b e ee bbbbbbbbbbbb e beeebb bbb bbe

730 740 750 760 770 780

TSHLAYDAWEEYDEFCOIOTVLEYADAAAFEKRTSADVLTSRTLMYV
SSPRO  CCCHHHHCCCCCCCCCEEECCCCHHHHHHHHCCCCCCEEEEEEEEEC
PSIPRED CCCCCHHCCCCCCCCEEEECCCCHHHHHHHHHHCCCCCEEECCCCCC

JPRED  ---HHHHH------- EEEE-——-- HHHHHHHH-—--- EEEE-—----

PROF HHHHH EEEEE  HHHHHHH EEE
bb bbb bbbe e bbbbbbbbbbbbb bbe ebebb b b b e
790 800 810 820

En la estructura secundaria predicha para la RdRp se puede observar la
presencia de bastantes hélices alfa; ademds las predicciones realizadas en la
region correspondiente a zona de los motivos conservados en la familia
Totiviridae pueden ser comparadas con estructuras ya definidas de otras RdRp

(aunque caracterizadas de forma mds completa), y asi comprobar las
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coincidencias con miembros no pertenecientes a esta familia. En las RdRps

seleccionadas para esta comparacién se observa que los motivos conservados
tienden a quedar en regiones entre ldminas beta o alfa hélices que parecen estar
igualmente conservadas y cuyas posiciones y longitud total permanecen incluso a
pesar de que su secuencia primaria es diferente. Realmente se realiza una
comparacion entre las estructuras secundarias deducidas anteriormente y las
estructuras tridimensionales que estdn disponibles para la RdRps de Phi6é
(bacteriéfago de RNA), HCV virus de la hepatitis C que es un flavivirus, y de
RHDV, virus de la enfermedad hemorrdgica de conejo (Bruenn, 2003); en todas
estas estructuras a pesar de no presentarse residuos idénticos entre ellos, se
han detectado residuos conservados en los motivos estructurales presentes en
todas las RdRps y también una similitud en un primer plegamiento tridimensional
que podria repercutir en el posterior plegamiento de la estructura protéica
(Bruenn, 2003). En la comparativa particular con EfV1 se observa que comparte
con todos ellos los seis dominios conservados y presenta ademds dos mds que son
exclusivos de la familia Totiviridae. Lo que se ha observado para la region donde
se encuentran los dominios conservados, es que en todos ellos se repite una
secuencia concreta de estructuras de plegamiento inicial, es decir, que teniendo
en cuenta que hemos numerado los dominios del 1 al 8 y partiendo desde el
dominio nimero 3, (primer dominio comdn de la RdRp de EfV1 con el resto de
RdRp no pertenecientes a la familia Totiviridae), se repite la secuencia

estructural indicada en la Figura 22. E
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Figura 22. Patron de la estructura secundaria entre dominios conservados en la RdRp de

EfV1y otros virus.

DORIRIOISA) - 2 o hélices + 1 ldmina B - DOMIMOMIB) - 1 o hélice + 1 ldmina B -
BISRIRIBIBNE) - 1 \cmina p + 1 o hélice - HEMIRNIGIBND)

Pero no es solo la coincidencia de encontrar los mismos motivos
estructurales, sino también el tramo de secuencia de aminodcidos existente
entre dominios presenta una longitud similar en todos ellos (ver Tabla 23), lo que
implicaria que dicha distancia es importante en la conservacién de la estructura,
sobre todo con la finalidad de realizar una misma funcion. La otra similitud es
que no solo existe la posibilidad de encontrar esas estructuras entre dominios,
sino que entre cada una de estos posibles estructuras se han detectado
aminodcidos que podrian permitir giros en la secuencia de aminodcidos de EfV1
(glicinas marcadas en rojo) y adquirir adquirir asi una estructura tridimensional

similar a la propuesta para las otras RdRps.

Tabla 23. Ndmero de aminodcidos existentes entre los dominios conservados de las
distintas RdRp; Las distancias entre dominios son parecidas aunque no iguales, sin
embargo si son considerados los miembros de la familia Tot/viridae la similitud incluye el

tamafio de los dominios y la separacién entre ellos.

Virus ' Distancia 3-4 ' Distancia 4-5 ' Distancia 5-6
EfVl 56 46 16
HCcV 53 24 21
Phi 6 60 48 18
RHDV 48 34 17

140 CAPITVLO iV



ViR VS DF RNA DF DOBLF CADENA EN FPiCHLOE FESTVCAF.

El hecho de encontrar todas estas similitudes con EfV1, permite presuponer

que la estructura tridimensional final de esta region (correspondiente a una zona
de unos 250 aminodcidos) seria muy similar a las propuestas para las otras RdRp;
a falta claro estd, de una comprobacién mds exhaustiva por medio de un estudio

estructural de su estructura terciaria.

e Estructura terciaria de la secuencia de aminodcidos del ORF2

de EfV1

Ya en este punto, el complejo nivel de estructuracion de las proteinas y la
carencia de estudios biofisicos de esta secuencia, impiden la obtencién de su
estructura terciaria; sin embargo hoy en dia, se puede estimar una posible
estructura por la comparacion con estructuras de proteinas ya caracterizadas.
El objetivo del modelado molecular es construir la estructura terciaria que le
corresponde a la secuencia de aminodcidos a partir de una proteina molde con
estructura cristalografica conocida. La calidad del modelo va a depender en gran
medida del porcentaje de identidad entre las secuencias de aminodcidos. El
alineamiento es sencillo cuando el porcentaje de identidad es igual o mayor que
40%; cuando el porcentaje de identidad es del 30 al 40%, se presentan
diferencias estructurales mds grandes. Si el porcentaje de identidad entre las
secuencias estd por debajo del 20%, uno de los principales problemas es el de la
identificacidn del molde. Para llegar a la consecucién de una estructura terciaria
se parte de las proteinas homdlogas ya identificadas y se determina el
porcentaje de similitud (BLAST, FASTA). Se alinean las secuencias (CLUSTAL
X) y se identifican las regiones conservadas y variables (como hemos visto esto
ha sido realizado). Posteriormente se generan las coordenadas para las regiones

conservadas de la proteina de interés (MODELLER, Swiss-Model) en funcién al
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grado de homologia obtenido. Por tanto si se parte de un homologo en PDB (ya
sea lejano o no), se realiza el modelado comparativo y se obtiene el modelo
tridimensional. Adicionalmente se emplea la prediccion tridimensional sin
estructura homologa por medio del programa Rosetta.

En éste caso se emplea Unicamente la regién correspondiente a los dominios
conservados, ya que es la regiéon donde es posible encontrar estructuras
semejantes con un mayor porcentaje de identidad.

Cuando se procede a la bisqueda de homdlogos en las bases de datos se llega
hasta una secuencia con la cual se muestra un anillamiento significativo. A la
vista de los resultados conseguidos (Figuras 23 y 24) las estructuras
tridimensionales de la proteina del ORF2 parecen similares en ambos programas,
pero la informacidn que ofrecen parece insuficiente como para determinar un
esbozo de la estructura tridimensional de la proteina ya que el resultado se
limita Gnicamente a la regién de dominios conservados, y ademds no se dispone de

ningun dato biofisico que corrobore las hipotéticas estructuras.

Figura 23. Modelo propuesto por Swiss-model para la regién de los dominios
conservados de la proteina del ORF2 de EfV1. El homologo con mayor identidad procede
del virus del RdRp de un picornavirus, en concreto el virus responsable de la fiebre
aftosa en ganado. La regién tomada para realizar el estudio corresponde a una zona de

362 aminodcidos en la que se incluyen los ocho dominios conservados.
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Figura 24. Andlisis comparativo realizado con CHPmodels 2.0 de la secuencia

correspondiente a la regién donde estdn los dominios conservados de la RdRp; el
anillamiento de estructuras con la secuencia de EfV1 muestra la siguiente estructura
como resultado con mayor identidad, en éste caso es del 24.1%. Las tres figuras
corresponden a la misma estructura con un dngulo de giro diferente. En rosa se marcan

las a-hélices y en amarillo las ldminas .

Estructura de las de regiones no traducidas del genoma de EfV1

1. UTR%

En el genoma de EfV1 la region UTR 5’ estd situada en el extremo distal al
ORF1. El UTR5' tiene 270 nucledtidos y un contenido de GC del 56.7%. Se ha
localizado una secuencia conservada (AGGGUUCC) en la regién UTR &', esta
secuencia ho estd en todos los miembros de la familia Tot/viridae, Gnicamente en
GaRVL1, GaRVL2, SsRV2, CmRV, HmV17, SsRV1, GLV, 6CV y BfTV1. La posicién
es variable, estando en la mayoria de los casos a 43 nucledtidos del codon de
inicio de la proteina de la cdpsida, y en el resto de casos cercana a ese punto. Sin
embargo en Hv190SV, la secuencia no es exactamente igual, sino parecida:
GGCCUUCC y se localiza en una posicién similar.

La estructura de la region 5° UTR fue predicha con el programa M-Fold
(Zuker, 1999), obteniéndose el resultado mostrado en la Figura 26. El resultado
refleja la complejidad de la zona, pero no existe una diferenciada que sea comdn

a las que aparecen en la misma region de los miembros de la familia.
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2. UTR3
La region 3' posee una longitud menor a la 5 con un tamafio de 58
nucleétidos, y con un contenido de GC del 55.2%. En este caso los tres clones
obtenidos coincidieron en una misma fterminacion y hay que destacar que esta
region no presenta poliadenilacién.

Las regiones UTR son analizadas con el programa M-Fold (Zuker, 1999),
obteniéndose las estructuras mostradas en las Figuras 25 y 27. En el caso de la
region 3, la Unica estructura posible muestra una estructura con dos brazos muy
similar a la que se presenta en ScV-LA, en cuyo caso esta estructura es esencial,

junto con la secuencia terminal AUGCA, para la replicacion (Wickner, 2002)

(Figura 25 B).

Figura 25. A. Estuctura secundaria del UTR 3' de EfV-1. El coddn de terminacién del
ORF-2 queda marcado en negrita. B. Estructura del UTR 3' correspondiente a ScV-LA.

A. B

U
A A 8)
€ A cC G
U U € G
G C G C
C G G C
AT G C
G C G €
C G G A
AT Cc G

UGAUCCCAC GCAUUUAUAU AAAGCA-3'
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Figura 26. Estructuras secundarias de la region UTR 5’ resultado obtenido con el

programa M-FOLD (Zuker, 1999).

UTR 5’

dG = -104.45 [initially -100.60] 5

Las regiones 5"y 3' de EfV1, quedan dentro del rango de tamafios descritos

para ambas regiones en el género Victorivirus (Ghabrial y Nibert, 2009).

Andlisis de la zona de solapamiento entre ORF1 y ORF?2

EN EfV1 los dos ORFs presentes estdn solapados por cuatro nucledtidos en
la secuencia AUGA, que corresponde a la unién del codon de terminacién del
ORF1 y el codon de inicio del ORF2. El solapamiento produce un desfase o
frameshift de -1 del ORF2 respecto al ORF1. La presencia del tetranucleétido
AUGA y el frameshift también ocurre en otros miembros de la familia
Totiviridae tal y como queda resumido en la tabla 25.

La caracteristica organizacion genémica que se presenta en Totiviridae
contiene dos ORFs en su genoma, el ORF 5' proximal codifica una CP y el ORF de
3' codifica una RNA polimerasa-RNA dependiente (RDRP). La disposicién de

estos ORFs puede presentarse de tres maneras dentro de la familia Totiviridae:
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o El ORF2 se solapa con el ORF1 en fase -1 (ocurre en SsV-L-A, SsV-
La, Hv190 sV y GLV) (Huang y Ghabrial, 1996).

e Los dos ORFs se solapan en fase +1 (como en LRV1-1, LRV-4y TVV)
(Ghabrial y Patterson, 1999).

e No hay ningln solapamiento entre ambos ORFs, que estdn
separados por un codén de terminacion (como en LRV-2-1)
(Ghabrial y Patterson, 1999).

La traduccion de la RDRP puede realizarse como una proteina de fusidn
(como es la Gag-pol-like para ScV-L-A) (Bruenn, 1993) o como un polipéptido no
fusionado, como ocurre en Hv190SV, SsRvl y SsRV2 (Paul et al., 2001).

En los ORFs solapados la region comin a ambos puede ser variable, desde un
nucleétido (como que se presentan en su mayoria), 16 nucleétidos en TVV, o
hasta los 130 nucledtidos en el caso de ScV-L-A (Bruenn, 1993). En este dltimo
caso, la region solapada contiene estructuras que son necesarias para el
“frameshifting” ribosomal, como son un “slippery site", sefial que impide el
progreso de los ribosomas y que presentan una secuencia consenso X XX Y YYZ,
cuyos espacios marcarian el primer marco de lectura abierto y en algunos casos
X puede ser igual a Y como ocurre en el virus HIV-1 (Jacks et al., 1988) y una
estructura de pseudonudo que incluye un “stem-loop” (Cheng, 2003; Bruenn,
1993). Sin embargo, en los genomas de HV190SV, SsV1y SsRV2 y HmTv1-17, no
existe un silenciador heptamérico, ni un pseudonudo, lo que supone que la
expresion de RdRp podria ocurrir de distinta manera al “frameshifting”
traduccional del caso anterior. Por esta razén se ha sugerido un mecanismo
diferente de traduccién que seria de traduccion interna, porque el coddn de
terminacion del ORF de CP se solapa con el coddn de iniciacion del ORF de RDRP.

Ambos codones quedan solapados dentro del tetranucleétido AUGA (Buck 1986;
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Paul et al., 2001). Si este tetranucledtido estd conservado, puede que desempeiie

un papel importante en la reiniciacién de la traduccién.

Pero no en todos los totivirus sucede esto mismo, es interesante
observar que en CeRV1, unos 40 codones antes del coddn de inicio de ORF2, se
presenta un codon stop en el mismo marco de lectura abierta; algo similar ocurre
en los casos de SsRV1 (donde existe un coddn de finalizacién a 8 nucleétidos) y en
SsRv2 donde el condon de finalizacién se encuentra a una distancia de 12
nucleétidos (Preisig et al., 1998), curiosamente todos estos casos presentan el
tetranucleético AUGA, un frameshift +1 y una region solapada. Tal vez la
presencia del tetranucleotido AUGA, aunque no tiene la misma funcién que en los
casos enumerados anteriormente, si parece conservarse en una regién intermedia
del genoma del virus, esto puede ser por que a pesar de que el virus posee un
sistema de frameshift +1, en el caso de éste no fuera funcional, por un algin
error, podria emplearse el tetranucleétido AUGA que esta en una posicion que
daria lugar al frameshift -1, convirtiéndose asi en la expresion de una nueva
especie diferente de la que se ha partido. Esta hipotesis de una idea de cémo a lo

largo del tiempo pueden ir generdndose las distintas especies.
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Tabla 25. Miembros de la familia Totiviridae en los que se produce frameshift +1 junto
con una regién de solapamiento mayor (de 7nt para SsV2 y SsV1y de 22nt para CeRV1)
sin la presencia del tetranucleétido AUGA. Sin embargo en estos casos existe la
presencia de un tetranucleético AUGA en la regidn central del genoma sin que en él se
produzca el frameshift traduccional. La localizacion del tetranucleétido en cada uno de
ellos permitiria un frameshift -1, en caso de que se produjera el frameshift en ese
punto. En caso de producirse este hecho, existiria mayor semejanza con respecto a

resto de los miembros de la familia.

Especie l Tagt‘:::nje' m Po:iSZnAde l Regidn solapada m Frameshift
Sphaeropsis sapinea RNA virus 2 5261 2661 2658-2665 +1
Sphaeropsis sapinea RNA virus 1 5163 2573 2574-2581 +1
Thielaviopsis basicola RNA virus 1 5310 2618 2619-2641 +1

Segln algunos autores los virus que infectan a hongos filamentosos
parecen representar un grupo distinto de fotivirus que comparten la
caracteristica de traducir RdRp como una proteina no fusionada y una region rica

en prolinas C-terminal ( Dokland, 2000).

3. Estructura secundaria de la zona de solapamiento entre ORFs

En EfV1 la regidn del solapamiento entre ORFs fue dificil de clonar usando
oligonucleétidos al azar, esto pudo ser debido a la presencia de estructuras
secundarias que pueden inhibir el anillamiento de los oligonucleétidos al azar, o la
elongacion de la cadena de cDNA por medio de la transcriptasa inversa. Los
frameshift ribosomales surgen cuando existen estructuras que los favorecen
como un “slippery site” y/o pseudonudos que suelen aparecer en la regién
solapada entre ORFs o en zonas cercanas (Icho y Wickner, 1989 y Wang et al.,

1993).
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Los andlisis con MFold y RNAShapes para determinar la presencia de

algin tipo de estructura secundaria muestran dos estructuras similares con
energia libre minima (Figura 27), sin embargo dichas estructuras no permiten a
priori la formacion de pseudonudos por lo que se decidié hacer una bisqueda de
posibles estructuras secundarias alternativas por medio de programas que

siguen diferentes criterios y permiten la prediccion de pseudonudos.

Figura 27. Representaciones estructurales de una region de 82nt que engloba a la zona
de solapamiento de ambos ORFs en EfV1. Con los programas Mfold y RNAshapes se

obtienen dos estructuras iguales con energia libre minima.
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En EfV1, después se realiza otro estudio de la estructura secundaria de la
region de 82 nucledtidos en torno al tetranucleétido, donde se consiguié obtener
una estructura bastante estable (Figura 28). Informacién obtenida segun el
servidor de prediccion de estructura secundaria y pseudonudos de RNA: vsfold5

www.rna.it-chiba.ac.jp/~vsfold5 (Dawson et al., 2007). En ambos casos se
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obtuvieron unas estructuras que tienen una energia libre mayor que las referidas

anteriormente, lo que implica que su formacion sea menos probable.

Figura 28. A Representacion estructural de una region de 82nt cercana a la zona de
solapamiento de ORFs, en la que se observa una misma estructura secundaria estable de
RNA, con la presencia de diferentes pseudonudos: Ambas estructuras son obtenidas con
modificaciones de distintos pardmetros; asi la figura A es obtenida con los valores
predeterminados por defecto cambiando la minima longitud de las bases apareadas a un
total de 4pb. En el caso de la figura B se obtiene variando la longitud minima de cada
rama a 3pb, la Kuhn lenght se establece en 4 nt y la minima longitud de las bases
apareadas se deja en 4 pb. En rojo se marcan los nucledtidos que se aparean dando lugar
a la formacién de pseudonudos. B. Representacién lineal de las posibles estructuras
presentes en la zona de solapamiento de EfV1 y determinadas con vs-fold5, donde ve
claramente la posicién del tetranucleotido que queda en una zona intermedia sin formar
parte de ninguna estructura. El emparejamiento de bases que formardn los

pseudonudos, estd marcado con paréntesis y con corchetes rojos las bases.

Estructura A Estructura B

dG;otq= -33,59 Keal/mol dGyoia= -42,86 Keal/mol
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B

Conformacion A
GGCUGCCACCGGUGCCGAACCGGUGCCCCAAGCAUGAUUGAGUCCACAGUGGCCGACCGCGC
CAACGCAGCGGGCUCGGUGG

Conformacion B
GGCUGCCACCGGUGCCGAACCGGUGCCCCAAGCRAUGAUUGAGUCCACAGUGGCCGACCGCGC
CAACGCAGCGGGCUCGGUGG

Pueden ser predichos varios stem-loops entorno la region AUGA, y la
secuencia puede formar varios pseudonudos. La secuencia parece tener un
potencial real para formar pseudonudos, ya que si se cambian determinados
pardmetros en la prediccion de estas estructuras, se sigue manteniendo la misma
estructura secundaria. Ya que la formacion de pseudonudos es factible, alguna
de estas opciones estructurales podria representar un elemento determinante
en el funcionamiento del frameshift -1. El hecho de que en EfV-1 se forme este
pseudonudo no parece tener la misma relevancia en el resto de miembros de la

familia Totiviridae (Apéndice IV).

Adscripcion filogenética de EfV1

La evolucion de los virus de RNAbc de la familia Totiviridae es muy
interesante puesto que los miembros de esta familia estdn presentes tanto en
hongos como en protozoos. Todo esto puede ser un indicador de que toda la
familia vendria de un ancestro comun que podria haber infectado una célula tipo

precursora de ambos antes de la divergencia entre hongos y protozoos (Bruenn,
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1993). Anteriormente los virus de la familia Tot/viridae estaban subdivididos en
tres géneros: Totivirus, Giardiavirus'y Leishmaniavirus. El primer género infecta
a hongos filamentosos y levaduras, mientras que los otros dos géneros infectan a
pardsitos de protozoos. Sin embargo, la caracterizacion de EfV1 y otros nuevos
micovirus dentro de esta familia han permitido establecer un nuevo género
denominado Victorivirus en el que solo se incluyen virus de hongos filamentosos
(Ghabrial y Niebert, 2009).

Para estimar la relacion filogenética de EfV1 con el resto de miembros de
la familia Totiviridae fueron alineadas las secuencias de las proteinas derivadas
de los dos ORF, asi como las de los ocho motivos conservados de la RdRp con
otras pertenecientes a otros virus de la familia. Todas las secuencias presentan
una identidad de al menos 50% con EfV1 (Figura 29). Los alineamientos han
permitido generar suficiente informacién para realizar varios drboles
filogenéticos en los que EfV1 aparece agrupado con GaRVL1, CmRV, CeRV1,
CeRV2, SsRV2, SsRV1y Hv190s (figuras 29, 30 y 31), todos estos virus infectan
hongos filamentosos. La topologia de los drboles filogenéticos realizados fue muy
semejante independientemente del algoritmo empleado (UPGMA, Neigbour-
joining, Mdximum likelihood o Mdximum parsimony), mostrdndose en las figuras
30, 31 y 32, los drboles obtenidos por agrupamiento de secuencias segln el
método UPGMA.

La relacién filogenética entre los miembros de la familia, empleando las
secuencias completas de aminodcidos correspondientes a la RdRp es muy similar
a la obtenida dnicamente con los dominios conservados de esta proteina (Figura
32). Esto se debe a que los motivos conservados presentan unas posiciones que
se mantienen porque desempefian funciones importantes, y ofras variables que
conllevan una diversidad suficiente como para establecer las diferencias entre

las distintas especies miembros de la familia.
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En el caso de la proteina de la cdpsida el agrupamiento de las distintas

especies de la familia es bastante similar al observado con la secuencia completa
del virus o al realizado con la proteina RdRp (Figura 31). En el clado de los
Victorivirus aparecen EfV1 y el resto de miembros del género. En todos los
géneros los miembros aparecen agrupados excepto en el género Totivirus, cuyos
miembros parecen estar distantes en cualquiera de los andlisis realizados. Esto
puede indicar que aunque sus miembros de momento estdn clasificados dentro
del mismo género es probable que con la aparicién de nuevos virus en este género
aparezca una nueva subdivision.

En este trabajo los andlisis filogenéticos se han realizado con las secuencias
de aminodcidos obtenidas para las dos proteinas de EfV1, pero si se realiza el
andlisis empleando secuencias nucleotidicas, los agrupamientos obtenidos son

similares (datos no mostrados).
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Figura 30. Arbol filogenético construido con las secuencias completas de las proteinas
de la cdpsida de miembros de la familia Totiviridae que actualmente estdn reconocidos
(ver apéndice I) y la secuencia correspondiente de EfV1. El drbol fue realizado con el
método UPGMA. Los valores de "bootstrap” aparecen marcados en cada rama.
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Figura 31. Arbol filogenético construido con las secuencias completas de las RdRps de

miembros de la familia Totiviridae actualmente reconocidos (ver apéndice I) y la
secuencia correspondiente de EfV1; el drbol fue realizado con el método UPGMA; Los
valores de “bootstrap” son superiores a los que se obtienen Unicamente con las

secuencias de los dominios conservados.
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Figura 32. Arbol filogenético construido con las secuencias correspondientes a las ocho

regiones conservadas de las RDRPs de miembros de la familia Tot/viridae actualmente

reconocidos (ver apéndice I) y la secuencia correspondiente a EfV1; el drbol fue

realizado con el método UPGMA; en éste se puede observar el agrupamiento en totivirus

de protozoos, de levaduras y de hongos filamentosos. Los valores de “"bootstrap” estdn

indicados en cada una de las ramas.
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Para complementar éste andlisis filogenético de EfV1, adicionalmente se han

realizado matrices de comparacién para cada par de secuencias de aminodcidos
de los distintos miembros de la familia Totiviridae, en las que se representa el

porcentaje de similitud existente entre ellas (Figura 33).

Figura 33. Matriz de semejanza de las secuencias de aminodcidos
correspondientes a los dominios conservados de la proteina RdRp en los miembros de la
familia Totiviridae (A). En la segunda matriz son comparadas las secuencias de los
aminodcidos correspondientes a la proteina de la cdpsida (B). En amarillo se marca la
similitud de EfV1 con el resto de miembros de la familia Totiviridae. Se marcan en
naranja los miembros del género Victorivirus incluido EfV1. En morado se marcan los
porcentajes de similitud entre los miembros del género Victorivirus. En la primera de
ellas son representadas dnicamente las regiones correspondientes a los motivos
conservados de la polimerasa, porque como hemos visto son representativos de la
secuencia total de la proteina polimerasa; por tanto la bldsqueda de residuos iguales se
realiza dentro de los 70 aminodcidos conservados. En la segunda de las matrices se
comparan las secuencias completas de aminodcidos correspondientes a la cdpsida de
miembros de la familia. En ambos casos los nimeros representan el porcentaje de
similitud que existe entre cada uno de los miembros comparados, y es evidente que el
grado de similitud sea elevado en la matriz de motivos conservados con respecto a los
resultados que da la proteina entera. Y una vez mds, se observa como los valores
mayores corresponden a los miembros del género Victorivirus, esta elevada similitud

puede ser una muestra de su procedencia de un ancestro comdn.
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En éste nuevo género, todos sus miembros parecen tener un origen comin

que necesariamente implica la existencia de un ancestro comdn para todos ellos;

un ancestro que, gracias a posibles transmisiones

interespecificas, fue

modificandose para adaptarse a las nuevas especies hospedadoras de hongos

filamentosos.
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Por tanto el conocimiento de la estructura del genoma, sus caracteristicas

moleculares, junto con un andlisis filogenético completo permiten confirmar la
clasificacion de EfV1 como un miembro de la familia Totiviridae, género

Victorivirus.
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IV. Conclusiones

El genoma completo de EfV1 consiste de 5109 nucleétidos y contiene dos
ORFs. El ORF1 codifica una posible proteina de la cdpsida y ORF2 una
posible polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdRp). Ambos ORFs estdn

solapados en un tetranucleotido AUGA, lo que implica la existencia de un

cambio de fase de lectura de -1 para la traduccién de ORF2.

En la proteina de la cdpsida se han localizado tres dominios que parecen
estar conservados en miembros de la familia Tot/viridae. En el ORF2 de
EfV1 se han localizado los ocho dominios conservados en RdRp de virus de

dsRNA, pero ademds se han detectado otros dos dominios que parecen

conservados al menos dentro de esta la familia Tot/viridae.

Arboles filogenéticos construidos con secuencias de aminodcidos tanto de la
proteina de cdpsida como de la RdRp incluyen a EfV1 en un clado junto con

otros miembros de la familia Tot/viridae que infectan hongos filamentosos.

Este clado es el del género Victorivirus.

frameshifting -1), como el andlisis filogenético, muestran que EfV1

pertenece a la familia Tot/viridaey al género Victorivirus.

Tanto las caracteristicas del genoma de EfV1 (tamafio, nidmero de ORFs,
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Apéndice II: Evaluacion del proceso de sintesis de cDNA

I. Introduccion

¢Por que es dificil el proceso de obtencion de cDNA?

El proceso de sintesis de cDNA a partir de RNAbc de EfV1 fue eficiente en
aproximadamente la mitad de los casos en los que se intentd. Incluso una vez
encontrado el protocolo adecuado de purificacion y desnaturalizacién de RNAbc,
no siempre se obtenian los mismos resultados en la obtencién de cDNA, lo que
dificulté la obtencion final de la secuencia de este virus. Todo esto propicié que
se incluya este pequefio capitulo, que a simple vista puede no parecer importante,
pero sin ninguna duda tiene mucha transcendencia en la obtencién de la secuencia
completa de cDNA de EfV1.

A pesar de la amplia distribucién de los RNAbc dentro de diversos géneros
de hongos (Ghabrial, 1998; Batten et al.,, 2000) son pocos los que han sido
caracterizados a nivel molecular. Uno de los mayores problemas estd asociado
con el clonaje de dsRNA, en su desnaturalizacion y en la posterior sintesis de
cDNA. La dificultad de la obtencién de cDNA radica en la naturaleza del RNA de
doble cadena y su elevada estabilidad como forma bicatenaria a elevadas
temperaturas, que impedian obtener un molde propicio a partir del cual llevar a
cabo la sintesis del cDNA. Por lo tanto se procedié a una optimizacion del
proceso de purificacion y desnaturalizacion del RNAbc con la finalidad de
reducir las posibilidades de degradacién e inhibidores de la transcriptasa
reversa, asi como evitar la presencia de RNA ribosémico del hongo y obtener un

RNAbc puro de alta calidad.
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De esta forma toda la informacién obtenida de los intentos infructuosos, puede

dilucidar el camino a sequir en la obtencion de futuros cDNA de RNAbc similares
a EfV-1.

II. Materiales y métodos

En el proceso general seguido en la obtencién de la coleccion de cDNA de
EfV1 se realizaron diversos cambios a lo largo de todo el procedimiento; estos
cambios se centran en 4 puntos clave del proceso que se describe en el capitulo
anterior y que se muestra en la siguiente figura con las modificaciones

realizadas sobre las que hablaremos a continuacion.

Figura 34. Proceso general de obtencidn de la genoteca de cDNAs que dan lugar a EfV1.
Son marcados 4 puntos criticos en los que se realizaron modificaciones hasta encontrar

el procedimiento adecuado.

Recogida de
Festuca
RNA
Aislamiento de total
Epichloé festucae

Extremos 3'y 5’

Extraccion de
RNAbc

| Clonacion I—

Transcripcion
inversa

Secuenciacion
automatica

Comprobacion /Limpieza PCR/—>

electroforésis

2
Minipreps PCR

Sintesis f
/ de cDNA / / positivos / / negativos /
3 o\ Z

Comprobacion

Clonacién / electroforésis

Seleccion

de clones 4_|

:I Clones I:

APENDICE ii 174



2010 ViR VS DF RNA DF DOBLE CADENA EN FPiCHLOE FESTVCAF.

e Punto Critico 1

El primero de los puntos criticos es la purificacién, en el cual, después de
haber realizado una extraccién en columna cromatogrdfica CF11 (Morris y
Dodds, 1979), se lleva a cabo una purificacion que permitié eliminar los restos de
dcidos nucléicos del hongo que podian hacer interferencia en la posterior sintesis
de cDNA. La purificacién es llevada a cabo de tres formas diferentes:

A. Purificacion de RNAbc por medio de electroforésis en gel de
agarosa, con posterior corte de banda y didlisis (Sambrook et al.,
2000).

B. Limpieza y filtracidn con cartuchos de limpieza de DNA (Qiagen) y
por medio de columnas del kit RNaid (Invitrogen).

C. Limpieza de RNAbc con DNAsa y precipitacién con LiCl BM. La
naturaleza del RNabc permite realizar tratamientos con RNAsa
bajo condiciones de alta concentracion de sal, esta propiedad
permite eliminar restos de RNA celular. (Morris and Dodds, 1979).

La calidad del RNAbc obtenida después de la purificaciéon ha de ser muy
buena para evitar posibles interferencias en la sintesis de cDNA, porque segtn
veremos mas adelante no es necesario una gran cantidad de RNAbc siempre y

cuando sea de buena calidad.

e Punto Critico 2

El paso dos corresponde al punto en el que se realiza la desnaturalizacién
del RNAbc, y que es uno de los puntos criticos por excelencia. La
desnaturalizacion, que a priori es un paso sencillo en el caso de tratarse de DNA,

para el dsRNA es mds complicada la obtencion de una sola hebra de RNA que
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serd el molde para realizar la sintesis de cDNA. Hemos visto que la naturaleza

estable del RNAbc supuso una ventaja en la purificacion, pero en esta ocasion se
convierte en un inconveniente.
Para la desnaturalizacion se emplearon varios métodos:
I. Desnaturalizacion por calor a diferentes temperaturas ( 90 y 95°C
con tiempos comprendidos entre 10-15 min.).

II. Desnaturalizacién con calor y enfriamiento en nitrdgeno liquido (uso
de las mismas temperaturas y tiempos que empleando Unicamente
calor).

ITI. Empleo de agentes desnaturalizantes:
a. Hidroximetilmercurio.
Se mezclan unos 2 6 3 pg de RNAbc disuelto en H,O tratada con
DEPC con 1 pg de oligos al azar, junto con 1 pl de
hidroximetilmercurio 5O0mM en un volumen final de 11 pl. Se
mantiene la mezcla 15 min. a femperatura ambiente después del
cual se afiaden 62 pl de p-Mercaptoetanol 1.4 M y se pasa a 4°C.
b. DMSO (Dimetil sulfoxido).
Se parte de una cantidad similar al caso anterior de RNAbc
purificado, al que se le va a afiadir 1 ug de oligos al azar y un
volumen de DMSO hasta obtener una concentracién final del 20%.
Se calienta esta mezcla a 70°C durante 10 min, enfridndose
después en nitrogeno liquido y 3 min, en hielo para lo que ya
estaria listo para la sintesis de la primera cadena.
Con todos estos métodos se procedié a realizar una prueba para evaluar la
cantidad que se pierde con cada uno de los métodos durante el proceso de
desnaturalizacion, seleccionando finalmente el método que permita partir de la

mayor cantidad de RNA desnaturalizado para la sintesis de cDNA.
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Si buscamos una referencia en las extracciones de otros miembros de la
familia Totiviridae, vemos que los métodos empleados son la desnaturalizacion
con calor en unos y como alternativa el uso del agente desnaturalizante DMSO y
Hg en otros. Todo esto se tendrd en cuenta a la hora de decantarse por el
método adecuado.

Adicionalmente y previo al proceso de desnaturalizacion se opta por afiadir
los oligonucledtidos al azar en una proporcién 1:2 frente a la cantidad de RNAbc,
de forma parecida al caso de Conyothyrium minitans (Cheng et al., 2003), lo que

contribuye a la eficiencia del proceso de sintesis de cDNA.
e Punto Critico 3

En el proceso de clonacidn, y antes de ser ligado el fragmento de cDNA al
vector P-Gem-T, se realiza una seleccién de los fragmentos de mayor tamafio
(>300pb) empleando dos alternativas con cada una de las tentativas:

e Columnas de Sephacryl

e Columnas de seleccion de tamafio de Invitrogen.

e Punto Critico 4

En este punto se realiza una verificacion para ver si el cDNA obtenido
procede del dsRNA purificado originalmente, para comprobarlo se realiza una
hibridacién Northern para lo que previamente se elabora un molde de RNAbc
obtenido a partir de un clon. Para ello se desnaturaliza el RNAbc y se separa por
electroforesis en un gel de agarosa con 1xMOPS al 2% y formaldehido al 37%,
para ser fransferido a una membrana de nylon Hybond-N+: La membrana fue
hibridada con una sonda elaborada a partir de uno de los primeros clones

obtenidos de cDNA (X1-13) (figura 35), y cuyo marcaje se realiza con
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fluoresceina. De manera complementaria se realiza un dot-plot. Este punto es

critico debido a que la ausencia de hibridacion de una sonda (elaborada a partir
de clones obtenidos) puede ser debida a dos cosas, una a que realmente el clon
de cDNA no proviene del RNAbc de EfVl o bien por que existe algin

contaminante que interfiere en el proceso.

Una vez obtenida una identificacion positiva del cDNA de clones, se
selecciona una mezcla procedente de todos ellos, para ser empleada como sonda,
y después es marcada con fluoresceina, (los clones empleados son, X143, X121,
X124, X128, X120, X130 y X231). De esta forma en las sucesivas clonaciones se
elaboran filtros en los que se realiza una fijacion de colonias (Saambrook et al.,
2000) para seleccionar todas aquellas que pueden contener un inserto

perteneciente a EfV1.

Figura 35. 1) hibridacion con la sonda X1-13 de la banda correspondiente al genoma de

EfV-1. 2) Dot blot realizado con la sonda x1-13 marcada.

1) 2)

e Punto Critico 5

Finalmente este punto, referido a la sintesis de los extremos 3'y 5', surgen
problemas en la obtencion del extremo 5', realizdndose todas las posibles
variaciones indicadas en los anteriores 3 puntos; ante la ausencia de un resultado
vdlido, se opté por un nuevo procedimiento. Para conseguir el extremo 5’

definitivo fue empleado como material de partida RNA total en lugar de emplear
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el RNAbc extraido con cromatografia en CF11. La extraccion de RNA se realiza
con Tri-Reagent para lo que se realizan los siguientes pasos:

e Homogenizacion de 100mg de muestra a la que se le afiade 1ml de Tri-
reagent.

e Separacion: con la adiccién de 0.2 ml de cloroforma por cada ml de
Tri-reagent es llevada a cabo la separacion de la fase acusa en la que
estd todo el RNA.,

e Precipitacion: es llevada a cabo con isopropanol, en proporcion 0.5 ml
por cada uno de Tri-reagent.

e Lavados de RNA: los lavados se realizan con etanol al 75%.

e Solubilizacion del RNA: que se realiza en H>O tratada con DEPC.

Para su posterior uso en la sintesis de cDNA por RT-PCR (en este caso
para realizar RACE 5'), es necesario el tratamiento con DNAsalI.

Después el producto PCR del RACE 5' obtenido es ligado al vector P-GemT
(segln se describe en el capitulo anterior), y después de ser trasformado dara
lugar a multitud de colonias de las que serd obtenido el extremo 5' de EfV1 que

por ahora consideraremos como definitivo.

III. Resultados y discusion

El proceso de obtencion de genoma virico es complejo, pero ademds puede
verse dificultado si durante cualquiera de los pasos mencionados (como son la
obtencion de cDNA, la unién de una adenosina, la seleccién del tamafio de los
cDNAs, e incluso del ligado al vector, asi como de si realmente hemos obtenido
cDNA procedente del RNAds) existe la imposibilidad de realizar un seguimiento
del resultado de cada uno de ellos para comprobar si se realizan
satisfactoriamente todos los pasos. Todo ello sumado a la multitud de opciones

empleadas en la puesta a punto del protocolo de obtencidn, junto con el problema
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que supone el trabajo con RNAbc, hizo demorar mucho en el tiempo la

consecucion del genoma de EfV1.

Si comentamos el proceso punto a punto, en el primero de ellos (la
purificacion) hemos de decir que de los métodos empleados descartamos el corte
de banda ser un proceso que conlleva muchas contaminaciones en su manipulacion.
Se da por vdlido cualquiera de los otros dos métodos planteados, ya que ambos
ofrecen un buen resultado de cara a obtener un RNAbc de buena calidad.

En el punto dos, la comparativa de los distintos métodos desnaturalizantes
ofrecié los siguientes resultados:

El efecto de desnaturalizacién por alta temperatura parece que se puede
mantener empleando el uso adicional de nitrégeno liquido, que permite
mantenerlo desnaturalizado el tiempo suficiente como para iniciar la sintesis de
la primera cadena de cDNA de una manera eficiente. Esta conclusion se deriva
de los resultados prdcticos y no de la prueba de eficiencia realizada en el que
precisamente el empleo de calor y nitrégeno resultaba ser el método en el que
mas RNA se perdia (ver figura 36). El empleo de los agentes desnaturalizantes
como alternativa parecen algo menos eficientes, pero la inocuidad de usar
dnicamente calor y nitrégeno liquido hace a éste método el mds adecuado para

esta fase.
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Figura 36. Comparativa de los distintos métodos empleados en la desnaturalizacion de
RNAbc. Electroforésis realizada en gel de agarosa al 20%. En todos los carriles son
cargadas las mismas cantidades de RNAbc previamente desnaturalizado de distintas
maneras. En el carril 1 la desnaturalizacién es realizada por calor a 95°C, en el carril 2 a
la desnaturalizacién con calor es adicionado el enfriamiento en nitrdgeno liquido; carril 3
desnaturalizacién con hidroximetilmercurio, carril 4 desnaturalizacion con DMSO, y en

el carril 5 marcador AHind-III.

En el punto 3, la seleccion de fragmentos mayores de 300pb resulta ser
igual de eficiente empleando los dos métodos mencionados, en éste caso se opta
por aquel cuyo proceso es mds sencillo, para evitar mds manipulaciones de las
necesarias, en éste caso son las columnas de Sephacril.

Respecto al punto 4, la verificacion con hibridacién Northern es fiable
siempre y cuando se disponga de una sonda fiable, y se realicen controles en
cada proceso de hibridacidn. Este método resulto dtil y rdpido, asi como mas
inocuo que el empleo de radioactividad, cuando se dispone de una sonda que se
sabe que es vdlida. El empleo de este tipo de hibridacion puede tener una
aplicacion muy (til, y es que permita identificar posibles virus de RNAbc y
pertenecientes incluso a esta familia, si se emplea una sonda de una region
conservada especifica de esta familia.

Finalmente el punto 5, que sugiere una forma alternativa de obtencién de
RNAbc, es adecuado y rdpido en el caso de disponer de oligonucleétidos
conocidos, sobre todo en caso de extremos conocidos. Pero se descarta su uso en

el inicio de la obtencion de secuencias, ya que una extraccién de RNAtotal
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conlleva mayor contaminacién y mds incertidumbre a la hora de obtener un

fragmento virico de esta naturaleza.
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e Codones empleados en la traduccion de cada aminodcido de

ORF1
gca 18 gaa 8 Lys(K) Total 14 acg 13
Ala(A Glu(E Thr(T
a(A) gcc 37 u®) gag 23 Met(M) aug 12 (M) acu 10
gcg 20 Total 31 Total 12 Total 54
gcu 30 6ly(G) gga 7 Phe(F) wuc 20 Trp(W) ugg
Total 105 ggc 22 Uuu 3 Total
Arg(R) aga 2 ggg 21 Total 23 Tyr(Y) wuac 13
agg 3 ggu 21 Pro(P) cca 13 uau 5
cga 4 Total 71 ccc 31 Total 18
cgc 18 . cac 15 ccg 13 gua 6
His(H Val(V
cgg 9 is(H) cau 6 ccu 15 alv) 25
cgu 12 Total 21 Total 72 gug 12
Total 48 1Ile(I) aua 3 Ser(S) agc 12 guu 11
Asn(N) aac 13 auc 18 agu 5 Total 54
aau 5 auu 4 uca 5
Total 18 Total 25 ucc 14
20 5 12
Asp(D) 2% Leut) ¢ Hes
gau 18 cuc 24 ucu 10
Total 38 cug 10 Total 58
Cys(C) ugc 3 cuu 8 Ter(.) uaa O Total 766
ugu 7 uua 6 uag
Total 10 ug b5 uga
6In(Q) caa 6 Total 58 Total 1
cag 21 Lys(K) aaa 5 Thr(T) aca 10
Total 27 aag 9 acc 21
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e Hidrofobicidad en la secuencia de aminoacidos del ORF1

La secuencia de aminodcidos de una proteina contiene informacion de la
estructura secundaria y terciaria, asi como de la accesibilidad de los
aminodcidos al solvente (hidrofobicidad). Por tanto con secuencia primaria se
pueden generar representaciones de como varia la hidrofobicidad a lo largo de la
secuencia de la proteina para tener informacién que ayudard a conocer la
disposicion de determinados residuos en la prediccién. Asi Kyte y Doolitle
propusieron el siguiente procedimiento: 1) seleccionar una escala de
hidrofobicidad que describa la tendencia de los aminodcidos a residir en un
medio hidrofébico o polar; 2) realizar un grdfico con los valores de
hidrofobicidad de cada aminodcido y la secuencia de aminodcidos en concreto y
3) matizar los valores indicados en la grdafica por medio de un promedio de las
tendencias, empleando para ello ventanas deslizantes de diferentes ftamafios.
Con esta grdfica de hidrofobicidad o hidropatia se pueden predecir las regiones
de una proteina que se encuentran expuestas al medio (ventana de 7 residuos,
baja hidropatia).

Utilizando el método de Kyte y Doolitle y se incrementa el nivel de
prediccion de las estructuras que forman la proteina, y ademds se afade

informacion acerca de su posible conformacion.
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Figura 37. A) Representacion de perfiles de hidrofobicidad realizados con los

correspondientes indices de hidrofobicidad de cada aminodcido, dependiendo estos

indices del grado de hidrofobicidad que tenga su cadena lateral. Los indices fueron

propuestos por Jack Kyte y Russell Doolittle en 1982. B) representacién de la

flexibilidad de una proteina segln los datos aportados por cada uno de los aminodcidos.

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

eeeeeeee

Position

»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»

eeeeeeeee

Tabla 1. Escala de hidrofobicidad para cada uno de los aminodcidos segtn la escala de

Kyte-Doolitle, los valores por encima de O son hidrofdbicas en cardcter.

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln

1.800
-4.500
-3.500
-3.500

2.500
-3.500

Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys

-3.500
-0.400
-3.200
4.500
3.800
-3.900

Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp

1.900

2.800

-1.600
-0.800
-0.700
-0.900

Tyr -1.300
Val 4,200
Asx -3.500
Glx -3.500
Xaa -0.490
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ViR VS DE RNA DF DOBLF CADENA FN FPiCHLOF FFSTVCAE.

e -Codones empleados en la traduccion de cada aminodcido para
el ORF2

Ala(A) gca 18 6lu(E) gaa 16 Lys(K) Total 23 Thr(T) acg 7
gcc 31 gag 25 Met(M) aug 17 acu 6
gcg 26 Total 41 Total 17 Total 50
gcu 25 6ly(6) gga 10 Phe(F) wuwuc 14 Trp(W) ugg 14

Total 100 ggc 27 Uuu 2 Total 14
Arg(R) aga 1 ggg 13 Total 16 Tyr(Y) wuac 25
agg 6 ggu 12 Pro(P) <cca 5 uau 12
cga 10 Total 62 cce 17 Total 37
cgc 22 cac 13 ceg 7 gua 8
His(H) Val(V)
cgg 14 cau 6 ccu 12 guc 27
cgu 11 Total 19 Total 41 gug 18
Total 64 Ile(I) aua 5 Ser(S) agc 7 guu 17
Asn(N) aac 22 auc 9 agu 6 Total 70
aau 8 auu 3 uca 10
Total 30 Total 17 ucc 15
gac 27 cua 11 ucg 17
Asp(D) Leu(L)
gau 12 cuc 37 ucu 8
Total 39 cug 17 Total 63
ugc 5 cuu 14 uaa O Total 828
Cys(C) Ter(.)
ugu 6 uua 6 uag O
Total 11 uug 10 uga 1
6In(Q) caa 9 Total 95 Total 1

cag 9 Lys(K) aaa 10 Thr(T) aca 18
Total 18 aag 13 acc 19
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e Hidrofobicidad en la secuencia de aminoacidos del ORF2

Al igual que en el caso anterior, con la secuencia primaria se generan
representaciones de la variacién de la hidrofobicidad a lo largo de la secuencia
de la proteina obteniéndose asi informacién para predecir las posiciones de los
aminodcidos dentro de la estructura secundaria definitiva que tenga la proteina.
La escala de hidrofobicidad para cada uno de los aminodcidos segtn la escala de

Kyte-Doolitle estd referenciada en el estudio anterior de ORF1.

Figura 38. A: Representacion de perfiles de hidrofobicidad realizados con los
correspondientes indices de hidrofobicidad de cada aminodcido, dependiendo estos
indices del grado de hidrofobicidad que tenga su cadena lateral. B representacion de la
flexibilidad de una proteina segtn los datos aportados por cada uno de los aminodcidos.

A B
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cDNAs similares a EfV-1

Tabla 37: Lista de secuencias similares a la secuencia completa de cDNA de EfV-1 en la que aparec en la mayoria de miembros de
la familia Totiviridae.

9.5e-15 839 55.066 55.066 5358 Eimeria brunetti RNA virus 1. AF356189
6.00e-20 990 53.131 53.131 1520 Thielaviopsis basicola RNAbc AY556454
3.7e-22 852 51.526 51.526 2336 Thielaviopsis basicola RNAbc AY556461
1.9e-24 886 52.709 52.709 5179 Helminthosporium victoriae virus U41345
4.1e-25 1016 53.937 53.937 5310 Thielaviopsis basicola RNAbc AY561500
5.4e-26 558 56.962 56.962 5261 Botryotinia fuckeliana totivirus AM491608
1.7e-28 706 55.241 55.241 1314 Ophiostoma minus totivirus pa AM111098
5.5e-29 769 55.657 55.657 5207 Helicobasidium mompa No.17 ds AB085814
5.7e-38 1503 53.626 53.626 5163 Sphaeropsis sapinea RNA virus AF038665
1.6e-46 1286 55.132 55.132 5359 Magnaporthe oryzae virus 1 ge AB176964
6.3e-179 2227 59.362 59.362 5129 Gremmeniella abietina RNA vir AY 615210
5.00e-185 2213 60.145 60.145 2389 Coniothyrium minitans mycovir AF521012
4.7e-185 2213 60.145 60.145 4975 Coniothyrium minitans mycovir AF527633
5.3e-189 2313 59.576 59.533 5133 Gremmeniella abietina RNA vir AF337175
3.00e-216 2325 62.022 61.978 5202 Sphaeropsis sapinea RNA virus AF039080
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Cminitansmycovirus
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I Alineamientos realizados con el programa ClustalX con las
secuencias pertenecientes a los motivos conservados de la

polimerasa. de los miembros de la familia Totiviridae
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