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V. Resumen

En este trabajo se estudio el desensamble y reensamble de un virus icosaédrico.
Para llevar a cabo este trabajo de investigacion se usé como modelo de estudio el
virus del moteado clorético del caupi (CCMV). Los viriones fueron purificados de
plantas infectadas, y se desensamblaron usando los protocolos tradicionales,
mediante altas concentraciones de sal y pH mayor al neutro. Después, sin alterar
de ninguna forma los productos del desensamble, considerando todos los
componentes del virus nativo (4 ARNSs), fue reensamblado el virus en dos fases: en
la primera se colocé la muestra a una fuerza idnica baja y pH neutro, en la
segunda fase se acidifico.

Para analizar el desensamble y reensamble del CCMV, se tomaron muestras a
diferentes tiempos y se analizaron por medio de electroforesis en geles de
agarosa, posteriormente se analizaron por medio de microscopia electrénica de
transmision (TEM); también se observaron los complejos nucleoproteicos
separados por medio de electroforesis utilizando la técnica snapshot-blotting, lo
anterior también se hizo para las muestras de las dos fases del reensamble.

Las imagenes de los geles de electroforesis en conjunto con las de TEM nos
ofrecen una vista general de las proteinas y ARN del CCMV desde su
desensamble hasta su reensamble. Estos resultados muestran que la técnica
shapshot-blotting, en conjunto con la microscopia electronica de transmision es
admisible para poder estudiar la dinamica del desensamble y reensamble de un

virus.
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En los andlisis de las imagenes obtenidas por microscopio de transmision
electrénica TEM se encontrd que el desensamble de las capsides se lleva a cabo
por el desprendimiento progresivo de fragmentos de cépside. Estos fragmentos no
se desprenden al azar, sino que el acomodo del ARN dentro de la capside
gobierna la estabilidad local, es decir, algunas regiones de las cdpsides son mas
estables que otras y es por ello que la capside se fragmenta en sitios especificos.
También se encontré que, por el mismo motivo, algunos viriones comienzan el
proceso de desensamble primero que otros, por lo que el proceso no es uniforme
sino que se divide en dos poblaciones que se desensamblan a distintos tiempos.
Ademas, una vez desensambladas las capsides, las proteinas y el ARN se
agregan, formando grandes conglomerados.

En cuanto al reensamble, se ha encontrado que el ARN puede ser encapsidado a
una razon estequiomeétrica de 180:3000 (proteinas:nucledétidos), y esto es posible
al compactar el ARN por medio de cationes divalentes, calcio y magnesio, dando
como resultado mdultiples capsides unidas o multipletes. Estas estructuras son la
solucion al paso irreversible del desensamble, que es el requerimiento de
proteinas en exceso, que segun estudios anteriores es necesario para el correcto
empaguetamiento del genoma; una vez que se ensamblan las capsides en exceso
proteico, desechan a dichas proteinas. También se encontré que aun a pH neutro
es posible formar estructuras bien definidas y bajando el pH (a pH 4.8) se induce
la formacion de capsides individuales, no obstante, una gran parte de las capsides
forman multipletes. Es importante mencionar que estos resultados contribuyen al

entendimiento de los virus y posibles aplicaciones biotecnoldgicas.
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1. Introduccion

Un virus es una estructura nanometrica con un tamafo que oscila entre los 20 -
1000 nandémetros, que esta formada por acidos nucleicos (ADN o ARN) protegidos
por una cubierta proteica llamada capside. Esta estructura puede estar rodeada, a
Su vez, por una capa lipidica con diferentes proteinas denominada envoltura virica.
Un virus puede comportarse como una nanoparticula bioquimicamente inerte, es
decir sin actividad biologica, y lo es, siempre y cuando no infecte a su organismo
hospedero. No obstante, una vez que logran violar los mecanismos de defensa del
ser vivo hospedero e introducirse hasta sus células, quedan muy lejos de estar
inactivos, se despojan de su capside y se vuelven parasitos nanoscopicos
apoderandose de la maquinaria de replicacion celular para replicar su informacion
genética. De esta forma se generan los componentes necesarios para la
reproduccién de nuevos entes virales, y muchas veces ocasionan modificaciones o

dafos considerables, provocando incluso la muerte del organismo infectado [1,2].
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Dependiendo del tipo de material genético que contiene un virus es posible
clasificarlo en dos grandes grupos. Por un lado estan los que contienen ADN,
estos toman como escenario de infeccidn inicial al nacleo de la célula huésped y
en el caso de las procariotas, Unicamente el contenido genético logra atravesar la
membrana citoplasmética, pero esto no significa que el contenido genético este
desnudo sino que en muchos casos permanece decorado con proteinas, las cuales
pueden incluir enzimas necesarias para su replicacion. Por otro lado, estan los
virus que contienen ARN, que en general se replican directamente en el citoplasma
[2].

El material genético de los virus puede ser ADN como ARN en forma
monocatenaria o bicatenaria, esto es de cadena sencilla o doble [1,3]. Los tipos de
estructuras del ARN que se pueden encontrar en los virus son mas complejos que
en los casos del ADN. El ARN se presenta en cuatro categorias: el monocatenario
positivo, el monocatenario negativo, monocatenario retrotranscrito y el bicatenario.
Los virus de ARN de sentido positivo tienen genomas con la misma polaridad que
el ARN mensajero y pueden ser empleados directamente (sin transcripcion previa)
para la sintesis de proteinas usando la maquinaria de traduccién de la célula
huésped. Por el contrario, los virus de sentido negativo son complementarios del
ARN mensajero. Esto significa que se debe invertir el sentido del ARN, de negativo
a positivo, para que pueda actuar como plantilla o patron para la sintesis de
proteinas. Un virus ARN retrotranscrito es un virus que se replica en la célula
huésped mediante transcripcion inversa, es decir, mediante la formacioén de ADN a
partir del molde ARN, un ejemplo de virus retrotranscrito es el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) [1,3].
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Los virus protegen su genoma de factores externos que puedan degradarlo
rodeandolo con envoltorios proteicos denominados capsides. Las capsides deben
ser resistentes pero también adecuadamente labiles para asegurar que el
contenido se libere cuando los virus entren en la célula diana. Las capsides son
ensambles moleculares metaestables, es decir, que dichas estructuras evolucionan
temporalmente con un aporte de energia minimo hacia estados de mayor equilibrio
0 estabilidad inducidos mediante sefales ambientales, moleculares y/o celulares
especificas [4].

La mayoria de los virus tienen capsides con estructura helicoidal o icosaédrica.
Algunos virus, como los bacteri6fagos, pueden tener estructuras mas complicadas
[3]. Las capsides estdn conformadas de subunidades proteicas Ilamadas
capsOmeros. En las estructuras helicoidales los capsdmeros se encuentran
colocados alrededor del 4cido nucleico formando una estructura tipo espiral [3].

Los virus con estructura icosaédrica abarcan a la mayoria de estos. Esta simetria
es sin duda una de las mas interesantes, ya que es de las mas estables que se
encuentran en la naturaleza. Dicha estructura consiste de un poliedro de 20 caras
triangulares; hay 12 angulos o vértices y una simetria de 5 dobleces alrededor de
cada vértice. Los capsOmeros se sitian en cada uno de los doce vértices del
icosaedro. A los elementos que configuran el vértice con cinco dobleces en
conjunto se le conoce como pentamero y se llama asi porque tiene 5 capsdmeros
vecinos. En el caso de capsdémeros con seis particulas vecinas, son llamados
hexameros; entre mas hexameros contenga el virus mayor sera su tamafo

manteniéndose constante el nimero de pentameros [3].

Figura 1. Icosaédro conformado por 20 hexdgonos y 12 pentdgonos. Imagen modificada de: Kyung
et al. (2006), [5].
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El CCMV constituye un modelo para el estudio de los virus, ya que fue el primer
virus esférico en ser re-ensamblado in-vitro [6], se conoce bastante acerca de las
interacciones moleculares que gobiernan la estructura, estabilidad y propiedades
dinamicas de este virion y ademas, es relativamente sencillo de cultivar y aislar [7].
El virus del CCMV pertenece a la familia Bromoviridae del grupo IV (ARN
monocatenarios positivos) el cual incluye otros dos miembros, el BBMV por sus
siglas en inglés Broad bean mottle virus y el BMV por sus siglas en ingles Brome
mosaic virus. EI CCMV infecta especificamente a la planta caupi (Vigna
unguiculata). Los sintomas que presentan las hojas de las plantas infectadas es un

mosaico o manchas amarillas [8].

El interior de la capside del CCMV tiene una carga superficial catidnica, por lo que
de forma natural es posible encapsular especies anionicas, como el ADN o el ARN.
En general los virus se autoensamblan mediante interacciones electrostaticas
proteina-acido nucleico e interacciones proteina-proteina, dando como resultado la
estructural global del virus sin necesidad de agregar energia al sistema de

conformacion [9].

El objetivo de esta tesis es describir el proceso de desensamble y re-ensamble in-
vitro de un virus icosaédrico por medio de microscopia electronica de transmision
(TEM) usando la técnica snapshot-blotting la cual consiste en transferir la muestra
de las bandas de interés en los geles después de haber realizado la electroforesis
de acidos nucleicos y/o complejos de nucleoproteina a las rejillas de microscopia
electronica de transmision. Este método permite el andlisis estructural de las
especies macromoleculares que se han formado [10]. Para lograr el objetivo
propuesto se usara como modelo de estudio el virus CCMV.

La importancia de estudiar como se desensambla y reensambla un virus, nos
permitira comprender este fendmeno y mejorar el disefio de antivirales, o el uso de
las capsides virales como nanoacarreadores de farmacos, proteinas, enzimas o

genes [10].
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2. Antecedentes

2.1.1 Generalidades sobre virus

La virologia es una rama de la microbiologia y de la biofisica, las cuales se
encargan del estudio de los virus. Esta se centra en los siguientes aspectos:
Estructura, clasificacién, evolucion, mecanismos de infeccién e interaccién con la
fisiologia de la célula hospedera, inmunidad, terapia génica, técnicas de
aislamiento, cultivo, y andlisis de su desarrollo en general con la finalidad de
combatir infecciones virales, o bien enfocarlos para alguna otra aplicacion como
utilizar a estos como acarreadores de farmacos o encapsulacion de alguna

sustancia para cumplir cierta funcion [3].

Los virus son entidades biolégicas nanoscopicas infecciosas y que pueden ser
capaces de cambiar genéticamente a los seres vivos. Las modificaciones que
provocan pueden conducir a la muerte, es por ello que su nombre significa veneno,
segun su etimologia latina. A la fecha se sigue sin definir si un virus esta vivo o no,
debido a que estos no se nutren ni se relacionan entre si para cumplir sus demas
funciones de ser vivo. Definido llanamente un virus es ADN o ARN encerrado en
un paquete proteico denominado capside y que puede replicarse Unicamente en su

célula huésped [2,3].

El &cido ribonucleico, o ARN, es una de los tres macromoléculas bioldégicas mas
importantes para todas las formas de vida existentes junto con el &cido
desoxirribonucleico o ADN y las proteinas. EIl ARN es una molécula que consiste
de una ribosa. Los carbonos de la ribosa se numeran de 1' a 5' en sentido de las
manecillas del reloj. Una base nitrogenada se une al carbono 1', esta base es el
bloque basico que permite codificar la informacion genética, esta puede ser
guanina, citosina, adenina y uracilo, en el caso del ADN en lugar de uracilo utiliza
timina; el grupo fosfato se une al carbono 5' y al carbono 3' de la ribosa del
siguiente nucledtido. El grupo fosfato tiene una carga negativa, a pH cercanos al

fisiol6gico, lo que confiere al ARN y ADN carga anionica [3].
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La informacién genética del virus es transportada y protegida por sus capsides
virales. La evolucion ha llevado a los virus a conformar capsides especificadas
para engafar al sistema inmune del ser hospedero, a su vez poseer un sistema

altamente versatil de proteccion y liberacion génica [3,11].

La mayoria de los virus tienen cépsides con estructura helicoidal cilindrica o
icosaédrica. Algunos virus, como los bacteriéfagos, pueden tener estructuras mas
complicadas [3]. Una hélice, en geometria, es el nombre que recibe toda linea
curva cuyas tangentes forman un angulo constante (a), siguiendo una direccion fija
en el espacio la cual puede ser circular, cilindrica o conica. En el caso de los virus

la estructura sigue una direccion cilindrica [3,11].

Las estructuras helicoidales se conforman de una sola unidad proteica, protomero,
los cuales se asocian en espiral para formar cilindros huecos. En su interior se
encuentra el acido nucleico y la longitud de este determina el tamafio de la
capside, la cual generalmente es caracterizada por su diametro, el paso de hélice y

el namero de mondmeros por vuelta [3].

Las céapsides complejas son una combinacion de simetrias helicoidales e
icosaédricas, ademas de otras estructuras como fibras, colas u nanotubos
formados por estructuras hexagonales, por ejemplo en el caso de los bacteriéfagos
este tipo de estructuras en conjunto pueden servir como jeringas que inyectan el

material genético en las bacterias que infectan [11].

Un icosaedro, es un poliedro de 20 caras triangulares equilateras con 12 vértices.
Presenta simetria rotacional 5.3.2, presenta seis ejes de simetria rotacional de
orden 5 que pasan por los vértices, diez ejes de orden 3 en el centro de los

triangulos y quince ejes de orden 2 en el centro de las aristas) [3,11].

Los protébmeros forman grupos idénticos entre si que constituyen los bloques
constructivos de la capside viral, estos bloques se conocen como capsémeros. En
el caso de los virus icosaédricos cinco capsémeros se asocian en circulo para

formar pentameros y seis capsémeros asociados de la misma manera conforman
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los hexameros. Los pentameros se sitdan en los 12 vértices del icosaedro. Entre
los pentdmeros se sitian los hexameros los cuales determinan el tamafio del virus;

entre mas grande sea el virus mas hexameros tendra [11].

Una forma de caracterizar la forma y tamafio de una cépside de virus icosaédrico
puede ser por su numero de triangulacién (abreviado como T). Este numero fue
descrito por Caspar y Klug en 1961, ellos definen un plano en 3D y una ecuacion
para obtener el numero de triangulacion. La definicion del plano es la siguiente:
Comenzando con un plano hexagonal en dos dimensiones y dividendo cada
hexagono en 6 triAngulos equilateros, se obtiene un plano de unidades triangulares
como el que se muestra en la figura 2-a. Si cortamos un lado a uno de los
hexagonos, necesitaremos pasar a tres dimensiones si deseamos unir los dos ejes
libres del hexagono descompuesto, obtendremos entonces un pentagono. Al
repetir doce veces estos cortes y uniones en 12 hexagonos contiguos obtendremos
entonces un icosaedro T=1. Si se hiciesen los cortes mas espaciados, por ejemplo

saltando un hexagono, obtendremos un icosaedro de mayor tamafio [12].

Definiendo en el plano de triangulos dos ejes h y k, con centro en el centro de uno
de los pentagonos podremos determinar la ubicacién del siguiente pentagono mas
cercano, (figuras 2-b y 2-c). De este modo el nimero de triangulacion es el

cuadrado de la distancia entre dos pentagonos y viene dado por la ecuacion:

T=h% + hk + k3 [12]
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Figura 2. Principios geométricos para construir una cdpside icosaédrica de cierto numero de
triangulacion T. Una red 2D hexagonal con los indices h and k indicados. Un icosaedro cerrado
puede ser generado al remplazar el hexdgono en doce posiciones (h, k) apropiadas por un
pentdgono. b) Principios geométricos para la construccion de un icosaedro T =3. c¢) Principios
geomeétricos para la construccion de un icosaedro T =4. Imagen a modificada de Huiskonen J. 2005

[13].

2.1.2 Virus de plantas

En afo de 1935 Wendell M.Stanley identificé y aislo el primer virus de plantas
(Virus del mosaico del tabaco, TMV) [14]. Hasta el momento, se llevan
identificados mas de 700 virus de planta de acuerdo a su género y la estructura de
su capside, la naturaleza de su genoma, su forma de transmision, su hospedero y

sus mecanismos de replicacién e infeccion [15].

Los genomas de los virus de plantas pueden ser ARN o ADN. La gran mayoria
son de ARN y se caracterizan por contener genomas entre los 4 mil y 20 mil
nucleodtidos en longitud. Por lo general, sus genomas codifican pocas proteinas, las
cuales deben cumplir todas las funciones necesarias para completar su ciclo de

replicacion e infeccion [15].

Los virus de planta se pueden clasificar de acuerdo a la estructura de su capside:
algunos tienen una capside que adopta una forma icosaédrica, mientras que otros

poseen una estructura tubular rigida [15].
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Los virus fitopatdgenos se transmiten de muchas formas. Estas son:

» Inoculacion mecénica: Forma mas comun de transmisién. Se presenta por el

roce directo de planta a planta o por el contacto entre savias [15].

= Vectores: Se les llama vectores a los insectos, bacterias o cualquier ser vivo
gue transporte el virus de planta a planta. Entre los vectores mas comunes que
propagan los virus de plantas se encuentran varias especies de acaros,

nematodos, bacterias y ciertos hongos habitantes del suelo [15].

» Propagacion vegetal: al cultivar tubérculos, brotes, etc. de una planta madre
infectada [15].

= Semilla o polen: los virus que se conservan en las semillas o en el polen,
pueden propagarse de generacion en generacion. En general, cuando un virus
es transmitido por granos de polen, infecta tanto a la planta que esta
polinizando, como también a la futura planta que nacera de dicha polinizacion.
Este tipo de transmision es muy comun entre los arboles de frutas. Cabe
sefalar que la diseminacion de los virus por medio de semillas incrementa
significativamente la severidad de la infeccion, ya que el virus ataca a la planta

en sus primeros estadios de desarrollo e impide que crezca normalmente [15].

2.1.3 El virus del moteado clorotico del caupi.

En esta investigacion se trabajotrabajara con el virus CCMV el cual tiene una
capside icosaédrica de un diametro de 28 nm de diametro, compuesta por 180
proteinas idénticas de 20 k Da, los cuales se agrupan en 12 pentadmeros y 20
hexameros. La capside tiene namero de triangulacién T=3; y pertenece a la familia
Bromoviridae del grupo IV (ARN monocatenarios positivos) el cual incluye otros
dos miembros, BBMV (Broad bean mottle virus) y el virus BMV (Brome mosaic
virus). Este virus infecta a la planta caupi o planta del frijolito de vaca. Las plantas

infectadas presentan sintomas en sus hojas desarrollando manchas o moteado
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amarillo [8]. El genoma del virus CCMV es ARN de cadena sencilla (SSARN) y es
tripartita, es decir, se encuentra fraccionado en 3 moléculas de ssARN. En el
CCMV, la encapsidacion del ssARN con la proteina de la cépside se lleva por
medio del autoensamble en tres viriones con longitudes de ARN distintos, en uno
de ellos se empaca el ARN 1 que es de 3171 nt, en el segundo el ARN 2 de 2774
nt, en el tercero se coempacan el ARN 3 de 2173 nty un ARN subgendémico de de
824 nt (RNA 4) [16].

El CCMV ha servido como modelo por excelencia para analisis de las interacciones
proteina-proteina y proteina-ARN ya que estas dictan el ensamblaje del virus
icosaédrico, su estabilidad, asi como también su desensamble. Ademas, es el
primer virus esférico en ser reensamblado in-vitro y por tanto existen mdaltiples
estudios acerca de su autoensamble. Se ha reportado que las proteinas de la
capside (CP) del CCMV son capaces de encapsidar una amplia gama de ARNs
heterdlogos de distintas longitudes siempre y cuando la proporcion de proteinas
por ARN sea de 6:1 en masa [16]. También se ha demostrado que es posible
encapsidar otros polimeros sintéticos anionicos o bien por mutagénesis dirigida
modificar la carga de la parte amino N-terminal de la proteina de la capside del

CCMV para empacar otras especies moleculares [17].

Estudios previos han demostrado que el CCMV es biocompatible en mamiferos,
esta caracteristica es muy importante para las potenciales aplicaciones de este
virus de planta en nanobiotecnologia, por lo que las capsides virales del CCMV
pueden usarse como nanoacarreadores de farmacos, enzimas, proteinas o genes
[19, 20,21]. Ademas, de su posible uso como nanobioreactores o incluso como sitio

huésped para la sintesis de nanomateriales [15,16].

2.1.4 Proteinas de la capside del CCMV y sus interacciones

Experimentos hechos in-vitro han demostrado que existe una relacién 6ptima para

encapsidar el 100% del ssRNA con proteinas de la capside del CCMV. El hecho de
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que se requiera una relacion 6:1 en masa entre la CP del CCMV y ARN es para
conformar un equilibrio electrostatico, por lo que debe estar presente una CP por
cada 10 nt de ARN, debido a que hay 10 residuos catidénicos en la N-terminal de la
proteina [16]. Aunque hay otros residuos catidnicos en la proteina de la capside,
sin embargo los extremos N-terminales son los que interactian directamente con
el ARN [16].

Similar a otros virus icosaédricos, las subunidades proteicas de la capside del virus
CCMV, tienen un acomodo de hoja plegada 3 orientadas verticalmente en
referencia la superficie de la cdpside. Las terminales carboxilo y amino que estan
en los extremos de la hoja juegan un rol importante en la formacién de la estructura
cuaternaria. Los residuos que son predominantemente basicos (9 argininas mas
una lisina) y que se encuentran hacia el ndcleo de la cépside son los que

interactdan con el genoma viral, (figura 3) [22].

Las interacciones entre los residuos de aminoacidos hidrofébicos estabilizan los
capsOmeros. Las subunidades hexaméricas son formadas mayoritariamente por
las interacciones entre las porciones N-terminales, donde seis cadenas 3 se
entrelazan para formar un tdbulo hexamerico llamado hexamero-3; en conjunto
estas estructuras proporcionan una carga superficial negativa en el virus del
CCMV, promoviendo la repulsion electrostatica entre estos evitando la agregacion
y por lo tanto contribuyen a la propagacion del virus en la planta huésped, (figura
3) [22].

Los capsdémeros se unen entre ellos por interacciones entre las C-terminales que
se extienden radiales en la cépside. Estas terminales se ligan con la parte central
de la hoja plegada B y la N-terminal mas cercana a ella, esta interaccion puede ser

la responsable del inicio del autoensamble de la capside del virus [22].
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Figura 3. Vista esquemdtica del hexamero f3. 6 subunidades proteicas se entrelazan tangenciales a
la superficie de la cdpside a) vista directamente hacia abajo, las terminales amino y carboxilo estdn
marcadas para dos de las subunidades. b) Vista lateral del hexdmero f3, esta vista corresponde
también a como se acomoda el hexdmero en la superficie de la cdpside. Imagen modificada de:
(Speir J.A, Munshi S.1995)[22].

Los iones metalicos Mg?2*y Ca?* contribuyen a la unién de los capsémeros. Hay
180 sitios de unién para iones metalicos en la capside. Cada ion metdlico esta

coordinado por 3 aminoacidos de dos capsémeros adyacentes [22, 23].
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2.1.5 Desensamble del CCMV

El virus nativo del CCMV es estable entre un pH 3- 6, y con una energia iénica
baja (I ~ 0.1 M). Los iones en gran concentracibn generan apantallamiento
electrénico entre las terminales catiénicas y los grupos fosfato del ARN, ademas la
unién de los iones a las terminales carboxilo genera un desequilibrio electrostatico;
es por esto que las cépsides pueden ser desensambladas a una concentracion >
1M de sal y a un pH superior a 7.4 [24, 25]. El desensamble comienza con el
incremento del tamafio del virus, es decir, cuando el virion se expande radialmente,
en un 10% aproximadamente. A pH neutro los iones de calcio y magnesio son
removidos a causa de la desprotonacion de residuos acidicos adyacentes a los
sitios de union de los iones, por consiguiente se presenta una expansion radial
debido a la repulsion electrostatica entre los sitios de union, estos sitios se
encuentran a 8 A de los ejes cuasi-triples. Los hexameros y pentameros se
mantiene intactos, excepto que se mueven hacia un radio mayor separandose
entre ellos [22, 25].

Si se disminuye el pH por debajo de 5y a una fuerza idnica de entre 0.1-0.2 M las
proteinas de la capside desensambladas son capaces de re-ensamblarse incluso

sin contenido genético [8,9].
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Figura 4. Esquemas de la cdpside de CCMV. (A) vista esquemdtica de la cdpside proteica. A) En
amarillo se indican las posiciones de los ejes de rotacion icosaédrica (pentdgonos: ejes de rotacion
quintuples; tridngulos: ejes de rotacion triples; évalos: ejes de rotacion dobles). B) Las letras A, By C
en los capsémeros estdn indicados para mostrar los sitios en los que el icosaedro se curva. B, con C
y C con Bs como se indica en los esquemas de la derecha, tienen un dngulo de 180°, lo que indica
que los hexameros son planos. Cy B, es decir el dngulo entre hexdmeros es de 138°, mientras que el
dngulo entre A y C que corresponde al del hexdmero y pentdmero tiene un dngulo de 142°
respectivamente. B) los circulos rojos entre las letras indican los sitios de union y posiblemente de
separacion durante el desensamble. Imagen modificada de: Speir J.A, Munshi S. (1995) [22].

2.1.6 Mecanismos de ensamble del virus CCMV

Las interacciones entre proteina-proteina y proteina-ARN son las que llevan a cabo
el proceso de autoensamble viral, no obstante, el mecanismo in-vivo ain no ha
sido totalmente dilucidado. Se conoce que el ensamble y desensamble del CCMV
in-vitro puede conducir a una amplia gama de formas polimorficas dependientes
de ambientes quimicos variados [22, 26,27]. Esto sugiere que los cambios en la
fuerza i6nica, pH y temperatura pueden afectar las interacciones entre las

moléculas que constituyen el virién [9].
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Las CPs del CCMYV, tienen una terminal negativa y otra positiva, las cargas pH
dependientes de las terminales negativas se localizan en la cara al exterior de las
capsides virales, mientras que las terminales positivas también pH dependientes

se direccionan hacia el interior, estabilizando las cargas negativas del ARN [28].

Para que el ensamble se pueda llevar a cabo las fuerzas de las interacciones
atractivas deben ser mayores que las repulsivas entre las CPs. Las interacciones
repulsivas compiten con el apareamiento de CPs mediado por una combinacion de
fuerzas atractivas que incluyen interacciones hidrofébicas entre las interfaces
CP-CP e interacciones entre los grupos carboxilos de los residuos de CPs
adyacentes que son protonados por la disminucion del pH [28].

De acuerdo con Elrad & Hagan [29] hay dos mecanismos de autoensamble,
obsérvese figura 5, los cuales dependen de que fuerza de interaccion es mayor
entre CP-CP y CP-ARN. Si la fuerza de interaccion entre CP-ARN es mayor en
comparacion con CP-CP se produce el mecanismo denominado “en masse”; en
este proceso las proteinas se unen al mismo tiempo y de forma desordenada al
ARN para proceder a expulsar el exceso de proteinas y reacomodarse en la
forma icosaédrica que caracteriza al CCMV. La interaccion entre proteinas y ARN
es promovida indirectamente cuando la fuerza iénica del buffer donde se mezclan
los componentes es baja y tiene un pH ~7, bajo este pH las fuerzas atractivas entre
proteinas bajan y por lo tanto las fuerzas electrostaticas entre ARN y proteinas son

mayores [29,30].

Un proceso de autoensamble distinto puede llevarse a cabo cuando las fuerzas de
interaccidn entre proteinas son mayores que las que existen entre proteinas y
ARN. Estas fuerzas mayoritariamente son promovidas a pH acidos y bajo fuerzas
iGnicas altas. Cuando se mezclan los componentes bajo las condiciones descritas,
incluso sin necesidad de agregar ARN, se presenta el mecanismo de nucleaciény
crecimiento, en donde el ensamble comienza por la formacién de un pentdmero
seguido de la adicibn de subunidades proteicas hasta conformar la capside
completa [9, 29, 30].
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Figura 5. Dos posibles mecanismos de autoensamble de la cdpside del CCMV. a) Simulacion de la
trayectoria del mecanismo “en masse”. Este mecanismo se presenta a baja fuerza idnica, donde las
interacciones entre genoma-proteina son mds fuertes que las de las subunidades proteicas entre si.
b) Mecanismo de “nucleacién y crecimiento”. Este mecanismo se da bajo condiciones de alta fuerza
idnica donde las interacciones entre subunidades proteicas son mayores que las del ARN y
proteinas. Imagen modificada de: Permutter J.D and Hagan M.F. (2015) [30].

/

2.1.7 Autoensamble en condiciones fisioldgicas de la capside del
CCMV

Los viriones con genoma ssARN+ se autoensamblan en el citoplasma de la célula.
Existen varias investigaciones en donde se ha buscado encontrar cual es el
mecanismo de ensamble in vivo del virus en cuestion; Segun Zlotnik et al (2000) el
mecanismo de autoensamble en condiciones fisiologicas es de nucleacion y
crecimiento: Se inicia con la primera fase que es la nucleaciéon, comenzando con
un pentadmero para posteriormente continuar con la segunda fase que es la adicion
de dimeros hasta formar completamente la cépside. Ellos infieren que se debe
iniciar con la nucleacion pentamerica puesto que esta da lugar a la geometria
esférica de la capside nativa; de ser de otra forma, bajo ciertas condiciones por
ejemplo, con un hexamero como ndcleo inicial, se conformarian formas tubulares
[31]. Ademas de este argumento, en distintos estudios se ha detectado formacion
de pseudo-cépsides T=2 con genoma interno las cuales se forman como resultado
de grandes concentraciones de proteina; estas aberraciones capsidicas se deben

a la formacién de multiples pentameros [31], lo que respalda el argumento sobre el
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inicio de un pentamero en el mecanismo de nucleacién y crecimiento para

condiciones fisiologicas [6,9, 31].

No obstante, en concordancia con los estudios de Elrad & Hagan [29], en
condiciones fisioldgicas el ensamblaje del virus ARN debe ser por mecanismo en
masse (obsérvese de nuevo la figura 5), ya que a un pH 7 las fuerzas de
interaccién proteina-proteina se cancelan, por lo que las proteinas se veran
mayormente atraidas hacia el genoma, sin ninguna fase previa para la formacién
de pentameros. Respaldando este supuesto se han propuesto estudios tedéricos en
los que el ensamblaje de los virus de ARN comienza con la formacion de un
complejo CP-ARN desordenado y que es facilitado a una alta concentracion de CP
[18,22, 29].

En recientes investigaciones sobre el autoensamble in-vitro del CCMV
encontraron que al inicio se tiene una mayor cantidad de proteinas ligadas al ARN
gue las necesarias para formar la capside viral [16]. Estas afirmaciones estan
soportadas en dos argumentos: Es necesario tener un exceso de proteinas, asi se
asegura que las terminales amino en las proteinas se unan a los fosfatos en la
cadena de ARN para formar el complejo ARN-CP. Ademas, la alta densidad
proteica facilita la compactacion del genoma para una eficiente formacion de la
capside. En las fases finales del ensamblaje el exceso de proteinas es liberado del
ARN, por atraccion electrostatica de la carga superficial negativa de la capside
[16,29]. Sin embargo, hasta este momento no se tiene elucidado completamente el
desensamble y ensamble de los componentes nativos del virus, por lo cual en este
trabajo se consideran los 4 ARNs nativos del virus. Una de las técnicas que se han
usado para la caracterizacion de los virus es la electroforesis en geles nativos de

agarosa que se describe en el siguiente subtema.

4.1.8 Electroforésis en gel de agarosa
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El principio que gobierna la electroforesis consiste en la migracion de proteinas y
acidos nucleicos a través de un gel u otro tipo de matriz de naturaleza porosa,
mediados por accién de un campo eléctrico. Las muestras son separadas de

acuerdo a su peso molecular y carga eléctrica [32].

La velocidad de migracién (v) de la particula es directamente proporcional al
producto de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e
inversamente proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo a la talla y forma de

la molécula, o sea, a la resistencia que le ofrece el medio [32].
V=qE/f

La velocidad de migracion electroforética depende de la relacion entre carga y
peso, del voltaje del campo eléctrico aplicado y del tamafio y densidad porosa del
gel de electroforesis. El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente
porque se genera un excesivo calor debido al efecto Joule. En contraste, al aplicar
bajo voltaje puede ocurrir una pobre separacion, por causa de la difusion por

tiempo muy prolongado de la corrida electroforética [32].

La mayoria de las biomoléculas (proteinas y acidos nucleicos) poseen grupos
anionicos y cationicos capaces de disociarse. La carga neta de la particula se ve
influida por el pH del medio y puede ser modificada por la interaccion con otras
moléculas idnicas. De lo anterior se deduce que el pH influye sobre la velocidad de
migracion. En el punto isoeléctrico de la biomolécula, pH al cual su carga neta es
0, esta no migra. Por debajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra
hacia el catodo, y por encima del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y

migra hacia el anodo [32].

Para facilitar la visualizacion de las distintas especies, éstas son tefiidas con
diferentes colorantes. Esta tincion reduce el andlisis la observacion de simples
bandas que de acuerdo a su ubicacion e intensidad de coloracién seran

interpretadas.
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Se sabe que la agarosa raramente interactia con biomoléculas por lo que ha sido
ampliamente usada para la conformacion de los geles de electroforesis. Los poros
de los geles de agarosa oscilan entre los 50 nm y 200 nm de diametro [32]; la
mayoria de los virus tienen tamafios menores a los 200 nm por lo que facilmente
pueden ser analizados por electroforesis en agarosa. Ademas las muestras
después de la electroforesis pueden ser analizadas posteriormente por
microscopia electronica de al recuperar la muestra por medio de snapshot-blotting.

2.1.9 Técnica snapshot-blotting

La técnica snapshot-blotting se aplicé en este estudio para analizar las etapas del
autoensamblamiento y desensamble del virus, y nos permitio la transferencia y
aislamiento de complejos nucleproteicos directamente de gel después de la
electroforesis a rejillas para su analisis por medio de microscopia electronica de

transmision [33].

Esta técnica tiene como paso inicial la electroforesis de las muestras en un gel de
agarosa o poliacrilamida, el cual es un método comunmente utilizado para

investigar proteinas y ADN o ARN, asi como sus interacciones [34,35].

Las rejillas utilizadas estan recubiertas con una pelicula de carbon el cual es
hidrofébico, por lo cual tiene baja afinidad a soluciones acuosas. Por consiguiente,
es necesario tratar a las rejillas de TEM para que puedan adherirse muestras que
estan en soluciones acuosas a la superficie de la rejilla. Uno de los métodos mas
usados para tratar las rejillas consiste en someterlas a una descarga brillante,

plasma, a bajas presiones a un corto tiempo [36].

Una vez preparadas las rejillas, y después de la electroforesis, se seleccionan las
bandas de interés en donde se encuentra la muestra a analizar. Se hacen cortes
transversales sobre las bandas de interés teniendo cuidado de no atravesar al gel
con un bisturi. El paso siguiente es la insercién de la rejilla, este paso es el mas

critico del proceso por lo que debe hacerse con extremo cuidado. Primero se
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reinserta el escalpelo en la incision para abrir ligeramente, se inserta la rejilla

completamente dentro del gel con la pelicula de carb6én hacia el anodo de la

camara de electroforesis y se lleva a cabo la electroforesis nuevamente por 10

minutos, con la finalidad de que los complejos bioldgicos se adhieran a las rejillas.

Después se retirala rejilla del gel y se tifie la muestra con una solucién que le

confiera alta densidad electrénica para permitir su analisis en el microscopio

electronico [36]. En este trabajo las muestras se tifieron con &cido fosfotungstico

(PTA) o acetato de uranilo (UA); aquellas muestras con pH acido se tifieron con UA

y en el caso de las muestras a pH Neutro se utilizé6 PTA, esto para no producir

cambios estructurales no deseados en las muestras y que pueden ser ocasionados

por un cambio en el pH.

Hacer incision
eh la banda de
interés en
angule rectc a
la superiicie.

e
.

oy

INSERCION DE REJILLA

1) Insertar escalpelo y retirarle un poco.
2) Insertar rejilla deslizandola por una de las caras

del escalpele, con la capa de carbdn hacia el pozo.

12

{:

gel debe ser al

T Profundidad del
¥ menos de 3 mm.

Figura 6. Esquema del método snapshot-blotting. Imagen modificada de: S.D Jett, D. G Bear.(1994)

[26].
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4.2.1 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electrénica de transmision (TEM) es una técnica muy poderosa
para la visualizacion y analisis de materiales hasta escalas atémicas El principio de
esta técnica estd basada en la generacion y control de un haz de electrones de alta
energia, el cual debe atravesar la muestra y posteriormente recoger la informacién
proveniente de los electrones transmitidos, es por eso que la muestra a analizar

debe ser lo suficientemente delgada [12].

La interaccion entre los electrones provenientes del haz de electrones y los atomos
de la muestra puede ser usada para determinar caracteristicas como la estructura
cristalina, fronteras de grano, dislocaciones etc. También se pueden hacer analisis
guimicos, como analisis de composicion y fisicos como la calidad, forma, tamafo y

densidad de pozos cuanticos [12].

El microscopio de transmision electrénico opera bajo los mismos principios basicos
del microscopio Optico, pero en vez de usar luz, usa un haz de electrones. Debido
a que la longitud de onda de los electrones es mucho mas pequefia que la luz, la
resolucion optima para las imagenes generadas por medio de TEM es de muchos
ordenes de magnitud mayor que aquellas obtenidas por medio de la microscopia
Optica. Es por ello que el TEM permite analizar los mas minimos detalles de la
estructura interna, a tal grado que en algunos casos se pueden observar hasta los

atomos [12].

El TEM en su forma convencional usa un haz de electrones a alto voltaje producido
por un catodo que puede ser un filamento de tungsteno como fuente de electrones.
El haz de electrones es acelerado por un anodo tipicamente entre los 40 y 400 keV
con respecto del catodo. El rayo es enfocado por el lente condensador, obsérvese

la figura 6; la apertura del condensador excluye a los electrones con angulos
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grandes de modo tal que el resultado es un haz delgado y coherente que incide
sobre la delgada muestra, la parte que atraviesa a esta es transmitida por el lente
objetivo a una pantalla de fosforo o a un sensor CCD. Las aperturas opcionales del
objetivo pueden ser usadas para incrementar el contraste, al bloquear electrones
difractados a angulos grandes. Los electrones transmitidos pasan por los lentes
intermedio y proyector en la columna, y de esta manera la imagen de la muestra

analizada es incrementada [12].

Los electrones transmitidos inciden en la pantalla de fosforo, permitiendo al
observador ver la muestra: Las zonas oscuras de la imagen representan aquellas
areas de la muestra en la que atravesaron pocos electrones, mientras que aquellas
zonas mas iluminadas corresponden a las que atravesaron un mayor numero de

electrones [12].

La resolucion del TEM esta limitada principalmente por la aberracion esférica, pero
una nueva generacion de correctores de aberracion han hecho posible superar en
gran parte esta limitante. Estas correcciones han permitido obtener imagenes con

resoluciones por debajo de los 0.5 angstrom y magnificaciones > 50 x 106X [12].

El microscopio de transmision puede ser usado en modo de difraccion de
electrones para andlisis de estructuras cristalinas. Las ventajas de la difraccion de
electrones sobre la cristalografia de rayos X es que se pueden analizar muestras
compuestas por mdultiples cristales, ademas de que la reconstruccion por
transformada de Fourier del objeto magnificado ocurre fisicamente y es por eso se
evita la necesidad de resolver el problema de fases que enfrenta la cristalografia
de rayos X [12].

Una de las mayores desventajas del TEM es la necesidad de secciones
extremadamente delgadas de muestra, tipicamente menores a 100 nm. La mayoria
de los especimenes bioldgicos deben ser quimicamente tratados, deshidratados y
embebidos en una resina polimérica para poder estabilizarlos lo suficiente para
permitir el traspaso de los electrones a tan grandes aceleraciones. Ademas de

requerir una tincion con atomos pesados para obtener el contraste requerido [12].
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Figura 7. Esquema del microscopio electrdnico de transmision. a) Componentes bdsicos del
microscopio de transmision en su forma original. b) Diagrama que indica la trayectoria que sigue el
haz de electrones por accion de las lentes después de atravesar la muestra o espécimen hasta su

incidencia sobre la pantalla de observacion de fosforo. Imdgenes modificadas de Fultz, B., Howe,
J.M. (2013) [12].
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3. Hipotesis

El desensamble y reensamble de los virus, aun cuando puede ser un proceso
complejo y espontaneo, puede ser analizado de manera préactica y eficiente por
medio de la movilidad electroforética y microscopia electrénica de transmision de
los complejos formados por sus proteinas y acidos nucleicos. La electroforesis al
separar los complejos nucleoproteicos por tamafio y carga eléctrica, nos permitira
obtener imagenes claras y nitidas de las estructuras al ser analizadas en el
microscopio electronico de transmision, al mismo tiempo que nos proporcionara

informacion de la interaccion de las proteinas y genoma viral en cuestion.

4. Objetivo general

Desarrollar un procedimiento rapido y practico para estudiar el proceso de

desensamble y reensamble de un virus.

5. Objetivos especificos

1. Analizar por medio de la movilidad electroforética los complejos
nacleoproteicos resultado del proceso de desensamble y reensamble del virus
CCMV.

2. Analizar por medio de microscopia electronica de transmision los complejos
nacleoproteicos resultado del proceso de desensamble y re-ensamble de las

capsides virales del CCMV.
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6. Materiales y Método
6.1 Amplificacién y purificacion del CCMV

Para poder realizar los experimentos se cultivaron aproximadamente 45 plantas de
frijol cowpea (Vigna unguiculata) en un invernadero y posteriormente se infectaron
con el virus CCMV. Después de dos semanas las plantas de frijol cowpea
germinaron, la parte superior de las hojas fueron previamente dafiadas
mecanicamente con una fibra pelo de angel #00, para posteriormente infectarlas
usando una soluciéon amortiguadora de inoculacién (0.01 M de NaPO, pH 6; 0.01

M de MgCl,) que contenia los virus.

Después de que las hojas presentaron sintomas de infeccion (~ 3 semanas) fueron
colectadas y se molieron usando el buffer de extraccion (0.5 M C,H;NaO,; 0.08 M
Mg(CH3COO),, pH 4.5)). El liquido se mezclé con un volumen igual de cloroformo y
se dej6 agitando a 4°C durante 20 minutos, posteriormente se centrifugo a 10,000
rpm por 15 minutos para eliminar restos y se recupero la fase acuosa en donde se
encuentra el virus. Posteriormente la muestra se purific6 usando un colchén de
sacarosa al 10% y se ultracentrifug6é a 154,300 g en un rotor Beckmann SW 41 Ti
rotor: 30,000 rpm, factor K 230.9 por 2 horas a 4°C con el fin de poder eliminar

material con densidad menor al virus.
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El pellet o boton fue recuperado y resuspendido con un volumen minimo de buffer
de suspension de virus (50 mM acetato de sodio, C,H;NaO,; 8 mM Mg(CH3;COO),,
pH 4.5). Posteriormente, la solucion anterior fue purificada usando un gradiente de
sacarosa y se ultracentrifugé minutos usando la ultracentrifuga Beckman SW 41 Ti
rotor: 30,000 rpm, factor K 230.9 SW 41 Ti rotor: 30,000 rpm, factor K 230.9 a
210,000 xg por 50 min a 4°C y la banda correspondiente al virus fue recuperada.
Finalmente se elimind la sacarosa ultracentrifugando el virus a 163,300 xg por 100
minutos usando la ultracentrifuga Beckmanbeckman SW 41 Ti rotor: 30,000 rpm,
factor K 230.9. El virus fue cuantificado por medio de espectrofotometria Uv-vis y
guardado a -80 °C. La concentracion del virus fue cuantificada de acuerdo a la
siguiente ecuacion:
[C](mg/mL) = Abs2s0 nm (factor de dilucion) /5.8

6.2 Desensamble y re-ensamble del CCMV

Para separar al virus en sus componentes proteinas y ARN, el CCMV se dializé
por 24 hrs en buffer de desensamble (0.5 M CaCl,; 50 mM TRIS-HCI, pH 7.5; 1 mM
EDTA, pH 8; 1mM DTT; 0.5 mM PMSF). Para llevar a cabo el desensamble es
necesario agregar una concentracion alta de sal, es por eso que se agrega cloruro
de calcio, el DTT se afiade para romper y prevenir los enlaces disulfuros, mientras
gue el PMSF inhibe las proteasas, el TRIS-HCI se usa para obtener el pH deseado,
en este caso cercano al neutro para que los residuos en las proteinas de la

capside se desprotonen y los dimeros se repelan entre si.

Se tomaron muestras cada 4 horas durante 24 horas, y se guardaron a -20°C, para

posteriormente analizar el mecanismo de desensamble en funcién del tiempo.
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Para el andlisis del reensamble del virus CCMV, una alicuota de la muestra
desensamblada a 24 horas fue reensamblada in-vitro. Para ello, la muestra fue
dializada en buffer de proteinas (1 M NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH7.2; 1 mM EDTA; 1
mM DTT; 1 mM PMSF) con la finalidad de que las proteinas se mantuvieran como
dimeros. Posteriormente, la muestra se dializ6 en buffer de ensamble de ARN (50
mM NaC; 10 mM KC; 50 mM TRIS-HCI, pH 7.2; 5 mM MgClz; 1 mM DTT) por al
menos 4 horas. Este buffer proporciona la fuerza idnica suficiente para para
promover las interacciones entre las proteinas de la capside y el ARN; durante el
desensamble los iones de calcio y magnesio son expulsados y por eso es
necesario remplazarlos al reensamblar el virus. Por ultimo, la muestra fue
acidificada en buffer de virus, el cual tiene pH 4.8, por al menos 4 horas, debido
gue a pH acido se facilita la formacion de las capsides incluso en ausencia de

genoma viral al promoverse la interaccion proteina-proteina.

6.3 Electroforesis y snapshot-blotting

La electroforesis de las muestras desensambladas a diferentes tiempos se realizo
a 37 volts en un gel nativo de agarosa al 1% en TAE (40 mM Tris, pH 7.6; 20 mM
acido acético; 1mM EDTA). El contenido genético (ARN) fue tefiido con GelRed™
y las proteinas con InstantBlue™. ElI mismo procedimiento se utiliz6 para las
muestras del reensamble. Ademas, se realizaron electroforesis a 50 volts en buffer
de virus (pH 4.8), para evitar cambiar el pH de las muestras reensambladas y

acidificadas.

Después de la electroforesis y tincion de las muestras, se seleccionaron las
bandas de interés que contenian las muestras para analizarlas por medio de TEM,
por lo cual fueron transferidas a rejillas de TEM por medio de la técnica de

snapshot-blotting [33] el cual ya fue descrito en antecedentes.
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Para estudiar especificamente la integridad de las proteinas se analizaron por
medio de electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida. La muestra a
analizar fueron las capsides re-ensambladas en buffer de virus y como control se
agregd6 un carril con CCMV nativo. El gel de poliacrilamida tiene dos fases: una de
concentracion y la otra de separacion. La fase concentradora fue de 5% y la
separadora contiene 15% de poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 por 35

minutos a 200 Volts.

6.4 Anélisis por medio de microscopia electronica de transmisién

Para poder realizar el andlisis de una muestra en TEM es necesario que esta tenga
una alta densidad electronica, por lo cual en nuestro caso fue necesario realizar
una tincion previa de las muestras ya que estan constituidas de proteinas y acidos
nucleicos. Todas las muestras se tifieron con acido fosfotungstico (PTA al 2% (pH
7.5) excepto las muestras reensambladas que se tifieron a pH 4.8. Estas ultimas
fueron tefiidas negativamente con acetato de uranilo (UA) al 2%. Se analizaron
muestras de desensamble a las 24 horas, depositandose directamente sobre la
rejilla de TEM y se guardaron en un disecador para su posterior analisis. Las
muestras fueron examinadas en un microscopio electronico JEOL JEM-2010 a un

voltaje de aceleracion de 200 Kv.
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7. Resultados y discusién

El objetivo principal de esta tesis es describir el proceso de desensamble de un
virus icosaédrico, asi como su reensamble. El proceso de autoensamblado de los
virus es un fenémeno que puede ser muy complicado y que puede tomar algunas
fracciones de milésimas de segundos [14]. Sin embargo, en algunos virus
icosaédricos, como en el caso del CCMV y algunos otros virus, basta con mezclar
a los componentes en las condiciones adecuadas para inducir la formacion de
viriones idénticos al virus nativo [9,16], y asi mismo al modificar o controlar dichas
condiciones es posible producir el desensamble del virién [25]. Para cumplir con lo
planteado en este trabajo de investigacion se partio del virus del CCMV nativo y se
procedio a desensamblarlo a pH alto (7.2) y una fuerza ionica alta por 24 horas.
Para poder dilucidar el proceso del desensamble se tomaron muestras en periodos

de 4 horas aproximadamente.

En la figura 8 se muestra el proceso de desensamble del virus CCMV mediante el
cambio de su movilidad electroforética de sus diferentes componentes en geles
nativos de agarosa en TAE. En la Figura 8-a se muestra el ssRNA del virus. La
tincion del ARN en el gel de agarosa se llevo a cabo con GelRed™; dicha tincién
se hizo posterior a la electroforesis para que no hubiese un cambio debido al
marcador. En la figura 8-b se observan las proteinas de la capside del virus CCMV
al tefiir el mismo gel con InstantBlue™ que exclusivamente marca proteinas. En la
figura 8-c se indica que bandas en el gel fueron transferidas a la rejilla de TEM

mediante la técnica snapshot-blotting.
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Figura 8. Electroforesis nativa del desensamble del virus CCMV en TAE. Se muestra la progresion del
desensamble en funcion del el tiempo. El tiempo de desensamble en horas se indican en la parte
superior de los carriles. a) Gel tefiido con GelRed™ para observar el ssARN durante el desensamble;
b) Proteinas de la cdpside del CCMV tefiidas en InstantBlue™; c) Sitios de insercion de rejillas para
andlisis de la muestra mediante microscopia electrdnica de transmision.

La tincion del ARN y proteinas en el gel del desensamble muestran que los dos
componentes del CCMV se encuentran aun interaccionando entre si, incluso a las
24 horas de haberse mantenido en dialisis en el buffer de desensamble usado
convencionalmente. Ademas, en todos los carriles se observa que parte de la
muestra presenta una movilidad menor en comparacion al virus nativo; lo que
sugiere que el ssRNA y la proteina de la capside del CCMV pueden estar
formando agregados de tamafos regulares, sin importar el tiempo en buffer de
desensamble. Las imagenes en el microscopio electronico de las muestras
depositadas directamente sobre rejilla (sin tratarlas con snapshot-blotting),
confirman la tendencia de las proteinas a formar agregados, (figura 10). Aunque no
se distingue el ARN en las micrografias electrénicas de transmision, los resultados
de la electroforesis en geles nativos de agarosa, que muestran que ARN vy
proteinas estan interaccionando, nos permiten inferir que el genoma no es visible

debido a que esta decorado con proteinas.
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7.1 Desensamble a las 4 horas

Se tomaron 20 pl aprox. de las muestras del desensamble. La primera fue la de
las 4 horas. Dichas muestras se guardaron a -80°C para preservar la estructuras
de los complejos resultantes. Una vez que obtuvimos muestras cada 4 horas
durante 24 horas, procedimos a realizar su electroforesis en gel de agarosa al 1%
a -4°C para su andlisis y observacion en microscopio. Ademas, una alicuota de
cada una de las muestras de cada tiempo se colocoé directo sobre rejilla, se tifieron
con PTA, y se observaron en el microscopio electrénico de transmision. Las
imadgenes que se muestran a continuacidn corresponden a las muestras
depositadas directamente sobre la rejilla de TEM.

En la figura 9 se pueden apreciar particulas esféricas con un diametro de 28 nm
aproximadamente, otras particulas de menor tamafio y particulas de virus
hinchadas en las que resaltan las estructuras proteicas o capsoémeros. Esta figura
permite asociar el estado transitivo al desensamble, es decir, las particulas del
virus aumentan su volumen y después se forman agregados proteicos, en donde la
forma esférica de las capsides ya se han perdido y en conjunto se asocian en una

estructura amorfa.
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Figura 9. Micrografia del desensamble del CCMV a las 4 horas: Algunas cdpsides presentan
expansion radial. Se observan Particulas de virus estables, otras aumentadas en tamafio, donde se
pueden apreciar los capsémeros separados entre si. También hay otras cdpsides que ya han perdido
su forma icosaédrica, aunque aun se observan algunos capsémeros como parte de las estructuras
amorfas.

En algunas zonas de la misma muestra se observaron agregados proteicos de
gran tamafo. En estos se alcanza a apreciar que estan compuestos por capsides

semi-deshechas (figura 10).
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Figura 10. Micrografias del desensamble del CCMV a las 4 horas. Muestra depositada de manera
directa sobre la rejilla y tefida con PTA. Se observaron conglomerados en distintas regiones de la
muestra conformados por cdpsides desensambladas. a) se observan dos conglomerados de
proteinas, alrededor de estos aun se pueden observar cdpsides. b) en esta micrografia se pueden
apreciar que en uno delos conglomerandose alcanza a apreciar la forma semi-esférica de las
cdpsides, que constituyen el conglomerado proteico-ARN.

La técnica EMSA (por sus siglas en inglés, electrophoretic mobility shift assay)
tiene como principio facilitar la caracterizacion de los complejos nucleo-proteicos,
al separar las particulas por tamafio o carga eléctrica. En las imagenes siguientes
se presentan micrografias seleccionadas de la muestra del desensamble a las 4
horas al transferirla mediante snapshot blotting. Estas imagenes corresponden a
los sitios Cl1l, D1 y A2 del gel del desensamble correspondiente al virus
desensamblado durante 4 horas, tal como se indica en la figura 8.

Probablemente existen distintos mecanismos de desensamble; lo cual va en contra
de lo que se esperaba inicialmente, en el que se suponia un desprendimiento
simultaneo de los capsdémeros posterior a la expansion radial de la capside, esta
suposicién se basa en que hemos observado estructuras muy diferentes entre si,

obsérvese figura 11.
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Figura 11. Micrografia del desensamble a las 4 horas del sitio A2 del gel de agarosa. Muestra tefiida
con PTA y transferida por snapshot-blotting del gel a la rejilla de TEM. Se pueden observan
particulas amorfas de distintos tamafios; los grupos y particulas cercanos entre si corresponden a

fragmentos de cdpsides desensambladas.
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El virus aumenta su volumen debido al a la expansion radial producida por el
incremento en pH, lo cual provoca que los iones divalentes se liberen, esto genera
una inestabilidad en la capside que culmina en la separacién de los componentes.
Los resultados muestran que después de la fragmentacion de las capsides las
proteinas se aglomeran. Para poder entender como se inicia la agregacién de
proteinas se ha observado con detalle a cierto tipo de estructuras que podrian ser
los nucleos de formacion de la capside. Las siguientes imagenes se enfocan en
particulas de 8-12 nm que aparentan estar embebidas en una pelicula muy
delgada y que en algunas particulas cubre de manera uniforme el perimetro de
estas.

Figura 12. Micrografias de la muestra del sitio A2 del gel de desensamble: Fragmentacion de
cdpside. Muestra de las 4 horas tefiida con PTA. En estas imdgenes se observan particulas amorfas
cubiertas por peliculas delgadas. A) Muestra tres estructuras embebidas en la pelicula delgada.
También pueden observarse particulas de ~10 nm de didmetro B) Muestra tres estructuras en la
pelicula, totalmente separadas entre ellas. Las imdgenes en conjunto, aunque son dos complejos
con morfologia distinta, muestras la dindmica que siguen los casquetes durante el desensamble.
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El andlisis por medio de TEM muestra que las cpsides estdn en proceso de
disgregacion. En una de ellas se aprecia una masa de baja densidad entre
casquetes de céapside (figura 13). Estas micrografias dan un indicio de la probable
procedencia de la pelicula delgada que rodea a los agregados. Lo cual sugiere
qgue la pelicula delgada esta constituida por complejos de proteinas y ARN tal

como lo confirma la electroforesis en geles nativos de agarosa.

1

Figura 13. Micrografia del gel de desensamble a las 4 horas: Casquetes de cdpside y "nubes’
proteicas con ARN. a) Se observan casquetes de una o varias cdpsides desensambladas y una nube
0 masa de baja densidad entre estos. B) Acercamiento a la figura a). Se hizo zoom a uno de los
casquetes para poder apreciar los capsémeros en este.

En las siguientes imagenes, ademas de pequefias particulas (~10 nm), se
muestran dos tipos de conglomerados de tamafios muy cercanos a los del CCMV
nativo que se encontraron de forma regular en las muestras: El primer tipo engloba
a capsides dividas en tres casquetes y el otro abarca a particulas de entre 6-8 nm;
estos Ultimos conglomerados han perdido totalmente la forma icosaédrica, no
obstante debido a que la agrupacién en conjunto mide ~28 nm se ha asumido que

se trata de capsides individuales parcialmente desensambladas.
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Figura 14. Muestras del gel de desensamble a las 4 horas: las cdpsides se desensamblan de distintas
formas. A) cdpside dividida en 3 casquetes. Se observa también otro probable casquete en la figura.
B) Conglomerado conformado por proteinas de didmetros 6-8 nm, también se observan particulas
individuales de entre 8-12 nm de didmetro. Este conglomerado puede ser una cdpside individual de
la que se han desprendido capsémeros por separado.

También fueron encontradas nanobarras o estructuras nanotubulares de diferentes
tamafos en las muestras analizadas a diferentes tiempos de desensamble. En
algunas estructuras tubulares o en forma de rodillos se observan fibras que
podrian atribuirse al ARN del virus decorado con proteinas. Asi mismo se observan
agregados de particulas agrupadas en linea asemejando tubulos, claramente
distintos de los fibrosos y en algunos casos estructuras tipo ovoides.
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Figura 15. Micrografia del sitio A2 del gel de desensamble, 4 horas: Tubulo proteico fibroso.
Muestra transferida mediante snapshot-blotting y tefiidas con PTA. Se observan estructuras tipo
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ovoides, nanobarras o estructuras fibrosas de distintos tamafios. Estos se atribuyen a fragmentos
cortos del ARN del virus, que se encuentra adornado con proteinas.

En la muestra del gel a las 4 horas aln se observan conglomerados o particulas
gue varian en diametro de 6 a 10 nm. Esto significa que los agregados que se
encontraron en la muestra de desensamble (4 horas) que se depositaron de forma
directa sobre la rejilla de TEM estan constituidos por este tipo de particulas; es
decir, los conglomerados que se observan en la figura 16 corresponden a los
conglomerados de la figura 10 solo que por accién de la electroforesis se
separaron en sus bloques constructivos que son este tipo de particulas. Cabe
mencionar que los tamafios de las particulas corresponden a la de los

capsomeros de las capsides del CCMV.

Figura 16. Micrografias del drea C1 del gel de desensamble, 4 horas. Muestra transferida a rejillas
de TEM mediante snapshot-blotting del gel de agarosa y tefiida con PTA. En ambas imdgenes se
pueden observar agregados particulas de entre 6 a 10 nm de didmetro.
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7.2 Desensamble a las 8 horas

A las 8 horas de dializar el virus CCMV en buffer de desensamble se tomé una
muestra y se depositd directamente sobre la rejilla para ser analizada por medio de
TEM. Las imagenes indican distintas especies en diferentes areas de la misma
muestra. En algunas zonas hay conglomerados similares a los encontrados en la
muestra de las 4 horas en desensamble. En otras se pueden observar particulas
de un didmetro alrededor de los 28 nm, mientras que en ciertas micrografias hay
particulas de 12 nm de diametro.

Figura 17. Muestra depositada sobre rejilla de TEM, desensamble a las 8 horas. Muestra teflida con
PTA. Se observan aglomerados de cdpsides desensambladas, algunas de ellas no estdn totalmente
desensambladas aun.

La agregacion se presenta exclusivamente cuando hay desensamble. Si las
capsides se mantienen estables, como lo muestran las siguientes imagenes, se

mantienen uniformemente distribuidas.
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Figura 18. Muestra depositada directo sobre rejilla del desensamble a las 8 horas: se pueden
observar algunas cdpsides estables sin agregacion. La tincion de la muestra se realizé con PTA. Se
observan particulas virales sin desensamblar lo que muestra que la agregacion proteica se presenta
unicamente en cdpsides desensambladas.

7.3 Desensamble alas 12 horas

El mismo comportamiento se presenta a las 12 horas: conglomerados de particulas
desensambladas junto a algunos virus aunadn completos y otras particulas de
didmetro mucho menor a los 12 nm. Esto muestra que el desensamble no es un

proceso uniforme, ni rapido al menos en condiciones in-vitro.
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Figura 19. Micrografias de la muestra desensamblada a las 12 horas y depositada directamente
sobre rejilla de TEM: Agregados proteicos de cdpsides desensambladas y cdpsides estables.
Muestra tefiida con PTA. Se observa que las cdpsides desensambladas estdn formando agregados,
mientras que aun pueden observarse particulas virales estables.

7.4 Desensamble a las 24 horas

A las 24 horas, la muestra aparentemente esta desensamblada a excepcién de
unas cuantas capsides, de las cuales varias presentan expansion radial. Aunque
claramente desensambladas, las proteinas de la capside del virus estan agregadas
en clusteres de tamafio uniforme tal como se puede observar en la figura 20,

ademas estan distribuidas uniformemente.
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Figura 20. Micrografias de muestras del virus dializado en buffer de desensamble durante 24 horas
y depositada directamente sobre una rejilla de TEM, y tefiidas con PTA. Se observan agregados de
proteinas de cdpsides del CCMV distribuidas uniformemente sobre la superficie. a) algunos virus no
estdn desensamblados y solo sus cdpsides presentan expansion radial. B) En esta imagen se logra
apreciar que las cdpsides han sido reducidas a proteinas, de las que unas se mantiene en su forma
capsomeérica.

En la misma muestra se encontraron estructuras en forma de hebras fibrosas de
mayor longitud a las encontradas en los geles de 4 horas en desensamble. El
grosor de dichas hebras es demasiado grueso para tratarse de ARN
monocatenario, por lo que se induce que el ARN esta decorado con proteinas. El
decorado con proteinas del ARN se debe a las interacciones entre los oxigenos de
los grupos fosfato del ARN, los 2’ hidroxilos y subconjuntos de nucleobases
nitrogenadas con los extremos terminales positivos de arginina y lisina de las

proteinas de la capside [37].
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Figura 21. Micrografia de la muestra de 24 horas en desensamble depositada directo sobre la
rejilla: ARN decorado con proteinas. Muestra tefiida con PTA. En ambas imdgenes se observan
hebras fibrosas de ARN decorado con proteinas.

Las micrografias que se muestran anteriormente (figura 21) fueron tomadas de los
sitios C2 y B2 del gel de desensamble, estos corresponden a las muestras de 24
horas en desensamble. En estas imagenes se observan especimenes similares a
las analizadas en los diferentes tiempos de desensamble, aunque en general a 24
horas de desensamble hay un mayor nimero de particulas mas pequefias de entre
8-12 nm de diametro.

Aln se encontraron nanotubulos y conglomerados rodeados por peliculas de baja
densidad, en ambos casos pueden ser complejos de ARN y proteinas de la
capside del CCMV, es posible que las regiones de mayor densidad estén

constituidas de ARN mayormente condesado por las proteinas.
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Figura 22. Desensamble a 24 horas obtenida del gel de desensamble en los sitios C2 y B2:
particulas, nanotubulares. Muestra tefiida con PTA. a) Conglomerados dentro de peliculas de baja
densidad de proteinas, el ARN estd adornado con proteinas tal como se demuestra por medio de
electroforésis. B) particulas proteicas de 5-12 nm

En la grafica 1 se muestra la poblacién porcentual de particulas separadas segun
su tamafno a diferentes tiempos. Estas graficas otorgan una categorizacion del
desensamble del virus en intervalos de tiempo, y que puede ser en especies 0
estructuras de tamafio caracteristico. Esta clasificacion ayudara a determinar a
gué tiempos se producen cambios considerables durante el desensamble del virus.
Se midieron 200 particulas por cada tiempo analizado y se clasificaron por
diametros; aquellas menores a 12 nm corresponden a capsomeros; aquellas entre
12 y 23 nm se identificaron como fragmentos de capsides; las de entre 23 y 28 nm
son capsides estables. Aunque el diametro de las capsides del CCMV es de 28 nm
se ha escogido un rango amplio debido al error de medida que se debe a la tinciéon
con PTA y efectos de secado de las particulas e interacciones con la rejilla de
TEM. Las particulas con diametros mayores a 28 nm son las capsides que

presentan expansion radial.
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Grafica no. 1 Histograma en porcentajes poblacionales de particulas segun su didmetro. Cada
grdfica corresponde a una poblacion de 200 particulas en promedio observadas con el microscopio
electrdnico de transmision en muestras tomadas en un tiempo dado de desensamble. a) Particulas
de las 4 horas en desensamble. El numero de fragmentos de cdpsides (12-23 nm) y las cdpsides
aumentadas (28 > 40 nm) estdn en equilibrio y representan el 70% de cdpsides desensambladas. El
30% de las cdpsides remanecen estables. Y tan solo el 2% representan capsomeros desligados. b)
Particulas en las muestras de las 8 horas en desensamble. Las cdpsides estables representan el
30% de la poblacion, mientras que los fragmentos de cdpsides (12-23 nm) son el 40% y estdn por
sobre las cdpsides expandidas. El numero de capsémeros es del 12%. c) Poblacion de particulas del
desensamble a las 12 horas. El numero de cdpsides hinchadas representa la mayoria de las
particulas, casi el 60%, después le siguen las cdpsides fragmentadas y en conjunto son el 80% de
cdpsides desensambladas. d) Poblacion de particulas del desensamble a las 24 horas. El numero
de cdpsides estables e hinchadas estdn en equilibrio entre ellas y los capsémeros y fragmentos
representan la gran mayoria de particulas.
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7.5 Discusion del desensamble

Los resultados muestran que el desensamble no es un proceso uniforme; unas
capsides se desensamblan primero que otras. Algunas céapsides estan
desensambladas desde las 4 horas, y el tiempo para que se desintegren
completamente se ha estimado en 24 horas tal como lo muestran diferentes
trabajos desde Bancroft (1960) hasta la fecha [24,25]. A las 4 horas en buffer de
desensamble, segun el histograma poblacién aproximadamente el 70% de las
capsides ya estan desestabilizadas y para las 24 horas la mayoria de las capsides
ya estan totalmente desensambladas. Es interesante observar que a las 12 horas
no hay capsomeros visibles; los conglomerados que se han observado en varias
micrografias explican por qué los capsémeros desaparecieron de las graficas, y es
debido a que estos se agregaron después del desensamble. A este mismo tiempo
hay un dramatico incremento en las capsides expandidas radialmente y una
correspondiente disminucion de las capsides estables. Para las 24 horas menos
del 10% de las capsides se mantienen estables y una gran parte de la poblacién ha
sido reducida a capsOmeros. Es necesario agregar mas tiempo en buffer de
desensamble para poder completar el desensamble de toda la poblacion viral, sin
embargo esto podria comprometer la estabilidad del ARN y con ello la pureza de la

proteina en el caso de que se requiera recuperar.

En otras investigaciones se ha demostrado que las capsides se expanden
radialmente (hasta un 10%) previas al desensamble [22, 25], nuestros resultados
por medio de TEM indican que algunos viriones presentan diametros mayores a 28

nm, lo que confirma que las capsides aumentan su tamafio previa al desensamble.
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La razén por la que algunas capsides se desensamblan primero que otras puede
ser debido a que el genoma del CCMV es tripartita, esto ocurre frecuentemente en
los virus, y quiere decir que esta dividido o segmentado en tres ARNs de diferentes
longitudes. Esto confiere una diferenciacion importante, la carga aniénica puede
variar segun la longitud del genoma. Entre mas larga sea la cadena mayor carga
tendrd y por lo tanto ineractuard con un mayor numero de proteinas [38]. La
longitud Optima de encapsulacion para capsides T=3 es de 3200 nt [38] para el
CCMV. En todo proceso la tendencia a la estabilidad siempre predomina, esta
longitud (3200 nt) ofrece la mayor estabilidad a las capsides [16,38,30]. Lo anterior
significa que existe una correlacién con la longitud del genoma; entre mas larga
sea la cadena mayor equilibrio de cargas entre las fracciones internas de las
proteinas que constituyen la capside y el ARN habréa [30]. Los resultados indican
gue también hay una preferencia de desensamble en ciertas, lo cual se atribuye a
gue unas capsides son mas estables que otras. Una posible razon a la diferencia
en estabilidad puede estar estrechamente relacionada a la secuencia del genoma,
lo cual ademas determina que tan efectivamente se encapsidara el ARN [15,38].
En un estudio in-vitroen el que se analizo la preferencia de ensamble de proteinas
del CCMV por dos genomas distintos y de la misma longitud, el ARN 1 del BMV y
el ARN 1 del CCMV, se encontrO que las proteinas tienden a encapsidar al
genoma del BMV [38]. La explicacion a este fenOmeno se sustenta en la estructura
secundaria y terciaria que adopta el ARN. La estructura del genoma tiene sitios
especificos en los que se forman estructuras ramificadas que pueden actuar como
centros de nucleacion para la formacion de la capside, esto significa que hay una
mayor densidad de cargas negativas en estos sitios y que atraen con mayor fuerza
a las terminales positivas de las proteinas de capside. Resultados teodricos han
mostrado que se puede tener una presion osmotica negativa por accion de una
sobrecarga negativa y que esta se puede incrementar conforme mayor namero de
ramificaciones tenga el ARN de cadena sencilla; al tener mayor numero de
ramificaciones se genera una densidad mayor de cargas negativas, de esta

manera la energia libre de formacion de las capsides virales disminuye, debido a
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que la atraccion de las terminales cationicas de las proteinas seran mayormente

atraidas a la gran carga negativa, lo que resulta en capsides méas estables [13].

La estabilidad de las capsides, ademas de variar de virion a virién, también puede
cambiar localmente en la capside. Se esperaba que los capsémeros que
constituyen las cépsides se desprendieran simultaneamente, sin embargo las
capsides aparentan disgregarse de forma aleatoria, es decir, estas se separan en
tres partes al inicio o simplemente se desprenden capsémeros. Es probable que
los centros de nucleacion del ARN determinen la manera en la que se fragmenta la
capside; aquellos sitios con mayor densidad de carga en el ARN atraen con mayor
fuerza a las proteinas de la capside, ademas de que estructuralmente pueden

otorgar mayor soporte al acomodo proteico.

De acuerdo con lo anterior, la estabilidad local de la capside es proporcional al a la
densidad de ramificaciones en la estructura secundaria del ARN, por lo que
basados en este argumento, se puede determinar qué zonas en las capsides
tienen mayor estabilidad y por donde optaran por fragmentarse, es decir que partes
son las mas inestables. Por lo cual, se han obtenido las estructuras secundarias
con minima energia libre para los 3 genomas, uno de ellos considerando la
hibridacion del ARN 3 y 4, para comparar de manera efectiva la estabilidad de los

tres viriones.

Las estructuras secundarias fueron generadas por dos programas, RNAfold y
RNAcofold, dentro del paquete ViennaRNA 2.3.5 [49]. El programa RNAfold se
utiliza para representar las estructuras secundarias con minima energia de
secuencias individuales de ARN, estas estructuras se construyen en base al
algoritmo Zuker. Ademas, también calcula la probabilidad de apareamiento de
cada base por medio del algoritmo de McCaskill. EI programa RNAcofold funciona
de manera muy similar al RNAfold pero este logra hibridar dos cadenas de ARN y
determinar su estructura secundaria con la menor energia libre. Los detalles de

estos programas se encuentran en el anexo 1.
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Cada nucledtido presenta un color que indica la probabilidad de que este
apareado; azul indica una baja probabilidad, mientras que rojo indica una
probabilidad de 1.

Figura 23. Estructura secundaria del ARN 1 (3171 nt) [39] generada con el programa RNAfold . La
energia minima de formacion para esta secuencia es de -1042.30 kcal/mol. Se observan tres
regiones con alta densidad de ramificaciones.
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Figura 24. Estructura secundaria del ARN2 (2774 nt) [39] del CCMV generada con el programa
RNAfold . La estructura tiene una energia minima de formacion de -872.70 kcal/mol. En esta
estructura también se observan 3 regiones con alta densidad de ramificaciones.
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Figura 25. Estructura secundaria del ARN 3 (2173) [40] acopaldo al ARN 4 (824 nt) [41] (hibridado),
se observan tres regiones con alta densidad de ramificaciones. Estructura generada con el
programa RNAcofold . La energia minima libre de este hibrido es de -1033 Kcal/mol. En verde se
muestra la secuencia del ARN3 y en rojo la del ARNA4.
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Las tres estructuras tienen algo en comun, todas tienen 3 densidades
predominantes de ramificaciones. Esto podria explicar por qué en algunas
imagenes se observaron capsides fraccionadas en tres pedazos, obsérvese figura
12 y 14-a; Cada uno de los ARNs que constituyen el genoma del CCMV tienen 3
secciones con mayor densidad de carga electrostatica y que pueden funcionar
como centros de nucleacién, lo que significa que durante el ensamble de la
capside las proteinas se anclan predominantemente en estas tres regiones. En el
caso de que se presente el mecanismo de nucleacion y crecimiento, los dimeros
se asocian en tres regiones al mismo tiempo, lo que hace el mecanismo de
ensamble un proceso bastante funcional y dinamico. Debe considerarse que
ademas de estas regiones mas susceptibles, también hay diferencias energéticas
entre los pentdmeros y hexameros. Los hexameros son mas inestables que los
pentameros, lo cual implica que la capside tiene distintos sitios susceptibles a
fragmentarse, es por eso que es dificil determinar con exactitud el mecanismo de

desensamble.

Si comparamos las estructuras secundarias del ARN1 y el hibrido de los ARN 3-4
se observa que estos presentan grandes similitudes (figura 26); ambos tienen
preferencialmente tres centros de nucleacion y presentan una forma mas alargada
en comparacion con la estructura del ARN2. Asi mismo, sus energias libres son
muy similares, -1042.30 kcal/mol para el ARN1 y -1033 Kcal/mol para el hibrido
ARN 3-4, y estan por debajo de la energia minima libre de la estructura secundaria
del ARN2 que es de -872.70 Kcal/mol; esto indica que el ARN 2 es
estructuralmente menos estable que el ARN hibridado 3-4 y el ARN 1. Lo anterior
explica por qué una porcion de la poblacién del CCMV se desensambla en menor
tiempo que la poblacion restante. Los resultados del histograma (grafica 1)
muestran que desde las cuatro horas una porcion de las capsides se expande y
desensambla, estas capsides podrian corresponder a la del ARN2, a las 12 horas
se vuelve a observar el mismo comportamiento, en el que se vuelve a notar un
aumento considerable de capsides expandidas, estas capsides podrian

corresponder a las del ARN1 y el co-empacado (ARN3 y ARN4).
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Otro factor que contribuye a la estabilidad de las capside es la sobrecarga negativa
gue presenta el ARN dentro de las cdpside. Conforme mayor sea la sobrecarga
mayor presion osmética negativa otorga al sistema, por que atraer4 con mayor
fuerza hacia si las cargas positivas de las proteinas, lo que se traduce en una
estabilidad mayor [12]. El ARNL1 tiene una sobrecarga negativa de -1371 e, esta es
la carga mayor porgue tiene la cadena mas larga de los 3 ARNS, le sigue el hibrido
de ARN 3-4 con -1199 e y al final el ARN2 con -971 e". De nuevo se encuentra que
los ARN 1y el hibrido de ARN 3-4 tienen capsides mas estables que el ARN2. Otro
posible argumento para explicar por qué el ARN 1 y el hibrido 3-4 son mas
estables radica en la estructura completa de la cadena, en el caso del ARN2 este
se encuentra mas centralizado en comparacion con los otros, lo que genera una
estructura menos flexible, lo que dificulta su compactacion al momento de la

encapsidacion.

a) CCMV ARN1 ‘ﬁ\ g b) CCMV hibrido RNA 3-4
R\ ;

A
g

Figura 26. Se han colocado las estructuras secundarias del ARN1 en a) y el hibrido del ARN 3y 4 en
b) para mostrar las similitudes estructurales entre estos.
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Los conglomerados que se observan en las muestras directas sobre rejillas, segun
los resultados de la electroforesis, estan constituidos por proteinas y ARN
interaccionando electrostaticamente entre ellos. La electroforesis permitié la
separacion de los diferentes complejos de acuerdo a su tamafio, por lo que los
conglomerados muy grandes no lograron emigrar y se quedaron cercanos al pozo
donde se deposité la muestra. No obstante, los iones divalentes de calcio juegan
un rol muy importante en la formacion de estas especies. La cantidad molar de
EDTA que contiene el buffer de desensamble fue muy poca en comparacién con la
sal (1:500), por lo que la actividad quelante del EDTA sobre los iones
Ca*™? y Mg*? fue muy baja. Es conocido que los cationes divalentes precipitan a los
acidos nucleicos al interaccionar con los grupos fosfato [32], esto propicié que se
formaran grandes agregados de ARN que a su vez pueden estar decorados
parcialmente con proteinas, dando como resultado los complejos que observamos
por medio de TEM y electroforesis. Como conclusion, se considera que el método
gue tradicionalmente se ha utilizado en el desensamble de estos virus (u otros
virus) no es el adecuado. Es necesario modificar el procedimiento si se desea
purificar las proteinas de capside de una manera mas eficiente; Un posible método
podria implicar el incremento del pH al mismo tiempo que se agrega el EDTA; esto
para asegurar que el EDTA secuestre los iones de las capsides (y no los iones del
buffer de desensamble); posteriormente agregar las sales para desensamblar el
virus y precipitar el ARN con la finalidad de separarlo eficientemente de las

proteinas por medio de ultracentrifugacion.
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La pelicula de baja densidad que rodea a las capsides fragmentadas que se
observaron en varias imagenes (figura 12) en conjunto con la figura 13 inducen a
pensar que los fragmentos o casquetes de capside mas grandes atraen a las
proteinas de su alrededor. La ley de Coulomb puede justificar este fenémeno;
estos fragmentos tienen ligados a ARN, los cuales estan cargados
electrostaticamente y pueden atraer a las proteinas a su alrededor, dando como
resultado que los casquetes se rodeen de nubes proteicas, y que se observan
como peliculas delgadas en el microscopio electrénico. Esto seria el paso
reversible de lo que se ha considerado en trabajos anteriores [16,29] del ensamble
de virus, en este caso es la decoracién de las cadenas libres de ARN con
proteinas para mantener un sistema en equilibrio por medio de la estabilizacion de
cargas.

En cuanto a las estructuras fibrosas se atribuye a que estan formados por varias
cadenas de ARN cubiertos por proteinas. De acuerdo al tiempo en desensamble y
el analisis de las muestras por medio de sus micrografias, se han ordenado en el
siguiente diagrama imagenes que muestran el proceso que se pudo elucidar en

esta investigacion en el desensamble del virus CCMV.
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Figura 27. Proceso de desensamble del virus CCMV. (A) Las cdpsides comienzan por expandirse
radialmente. (B) el resultado del hinchamiento es que las cdpsides se desfragmentan sin un patron
definido; se separan los capsémeros entre si de forma aleatoria, y al hacerlo se liberan proteinas del
interior. (C) los componentes proteicos se disgregan o difunden (D) Una vez desintegradas los
componentes forman agregados con los de otras cdpsides. (E) Posteriormente las proteinas
comienzan a difundirse, el de ARN continua adornados con proteinas.
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7.6 Reensamble

El estudio del reensamble del virus CCMV se llevé a cabo en dos fases para hacer
mas eficiente el proceso de acuerdo con lo reportado en trabajos previos; primero
se incrementa la interaccion entre proteinas y ARN, y luego se induce el
reacomodo proteico al disminuir el pH en la segunda fase [24,25]. Los complejos
resultantes del desensamble por 24 horas, fueron dializados en buffer de
proteinas, para mantenerlas en forma de dimeros, y posteriormente dializado en
buffer de ensamble de ARN, el cual tiene fuerza id6nica baja y pH 7.2. En esta
primera fase se espera obtener complejos nucleoproteicos amorfos o procapsides,
puesto que la interaccion entre ARN y proteinas es favorecida bajo estas
condiciones. En una segunda dialisis a buffer de virus, el cual tiene pH acido (4.8),
se promueve que la interaccion entre proteinas sea mayor que la de proteinas-
ARN, por accion de la protonacion de los residuos acidicos, de esta forma ya no
hay repulsion electrostatica entre proteinas, y permite que estas se reacomoden
para formar particulas icosaédricas estables e idénticas al virus nativo. Los
resultados concuerdan con lo que se esperaba obtener, no obstante se obtuvieron
algunas estructuras que no han sido reportadas. Los resultados experimentales
muestran la formacién de multipletes (capsides unidas a otras) que van desde dos
capsides unidas hasta conglomerados grandes de capsides con numeros de
triangulacion que van desde T=1 a T=3. En la bibliografia no se han reportado
estructuras constituidas por un sinnUmero de capsides unidas entre si, ni la
formacion de capsides con numero de triangulacion T=1 conteniendo como cargo
acidos nucleicos, a excepcién de polimeros sintéticos como el PSS [42].

De acuerdo con la electroforesis en geles nativos de agarosa al 1%, todas las
proteinas y el ARN estan interaccionando, puesto que las tinciones de ambas
biomoléculas se encuentran en los mismos sitios 0 posiciones en el gel en donde
se analizaron los reensambles. Ademas, fue analizada la integridad de la proteina
en geles desnaturalizantes de proteinas después de haberse reensamblado con la

finalidad de mostrar que la proteina se mantiene integra (imagen 31).
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7.7 Reensamble a pH neutro

El andlisis del reensamble en la primera fase por medio de electroforesis en geles
nativos de agarosa en TAE, el cual tiene un pH 7.2, es mostrado en la figura 24, En
estos se observa la encapsidacién del ARN desde la primera fase, puesto que la
banda que corresponde a la migracién del virus nativo y las de los re-ensambles
coinciden; lo mas probable es que bajo estas condiciones se formen procéapsides,
algunas muy similares a las del virus nativo. EI ARN fue tefiido en el gel con
RedGel™, este se agregé a una concentracion de 0.1 pl/ ml y la proteina con
InstantBlue™. El reensamble en esta etapa fue analizado por medio de
microscopia electronica de transmision a partir de muestras obtenidas mediante

snapshot-blotting en diferentes regiones del gel de reensamble.

Figura 28. Electroforesis en gel del reensamble del CCMV a pH 7.2. a) Andlisis del reensamble del
virus CCMV en electroforesis en geles nativos de agarosa al 1% en Buffer TAE. La electroforesis se
realizé por 3 % horas a 37 volts. En el carril 1 se corri6 muestra de CCMV nativo como control, el
carril 2 corresponde a la muestra de la primera fase del re-ensamble a pH 7 y en el carril 3 es la
muestra del reensamble de la segunda fase que se realizo a pH 4.8 b) el mismo gel que a) con
flechas indicando donde se colocardn las rejillas para el snapshot-blotting para su posterior andlisis
mediante TEM. En la figura c) se muestran las proteinas de la cdpside tefiidas con instantBlue.
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Después de analizar por medio de TEM, la muestra del area C3 del gel de
ensamble se observaron dos clases de conglomerados: Amorfos de distintos
tamafios donde no se ve ninguna capside y otros agregados de capsides con
diametros entre 26-30 nm. Debido a la similitud en tamafio y forma de los
agregados se puede considerar que estas estructuras anteceden a las capsides

unidas o multipletes.

7 a *
iy S B . b

a

a) 0.03um  b) 0.03 ym_

Figura 29. Micrografias del drea C3 del gel de ensamble a pH neutro: agregados y multipletes. La
muestra fue tefiida con PTA y transferida del gel a la rejilla por snapshot-blotting. a) En la figura se
puede observar un conglomerado o procdpsides en forma de estructuras cuasiésféricas. b) uniones
de varias cdpsides o Multipletes.

En las siguientes imagenes, centramos la atencion en estas capsides unidas o
multipletes. Las capsides en los multipletes parecen estar adheridas en forma de
ramificaciones, en conjunto los agregados dan la apariencia de un racimo de uvas.
Esto podria esperarse con moléculas muy largas de ARN, tal como se ha mostrado
en otros estudios [16]. Sin embargo, los ARNs son de 1000 a 3000 nts. Este
comportamiento puede ser explicado por la agregacién entre los ARNs por los
iones de calcio, ademas de su tendencia a formar estructuras de doble hebra.
Durante el proceso de desensamble del virus del CCMV, se adicion6 0.5 M Ca

provocando que los ARNSs se agreguen y compacten.
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Figura 30. Micrografia del gel del reensamble a pH neutro. La muestra fue transferida del gel a
rejillas de TEM por medio de snapshot-blotting y tefiida con PTA. a y b corresponden al sitio C3 del
gel nativo de electroforesis en buffer TAE. En estas imdgenes se muestran cdpsides agregadas en
forma de racimo de uvas. Este tipo de estructuras pueden deberse a la compactacion del ARN por la
presencia de calcio.

Casi todos los complejos se encontraron formando agregados, a excepcion de
unos cuantos como se muestra en la figura 31, en el que se puede observar un
triplete formado por capsides de tamafio de 34 nm de diametro, las cuales podrian
corresponder a un numero de triangulacion T= 4 (diametro 28 nm) [16]. No
obstante, estas capsides estan expandidas; esto era de esperarse debido a que la
electroforesis se hizo en amortiguador TAE, el cual tiene pH cercano al neutro, y
no influye en el cambio estructural de las procapsides.
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Figura 31. Micrografia de un triplete reensamblado a pH neutro. Muestra obtenida por medio de
snapshot-blotting del sitio C3 del gel de electroforesis nativo en TAE y tefiida con PTA.
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La figura siguiente (fig.32) muestra un numero significativo de dulpletes. Esta
imagen se tomd de la muestra obtenida por snapshot-blotting del sitio D3 del gel de
ensamble a pH neutro. Se ha reportado que los dupletes se presentan Unicamente
cuando el genoma es de 6400 nt y los tripletes en el caso de 9000 nts [16] y de
forma natural los geminivirus. Estos resultados podrian considerarse confusos o
qgue no estan de acuerdo con los estudios realizados previamente [16], ya que el
genoma mas largo con el que se trabajé en este experimento no supera los 3200
nt, que corresponden a los propios de capsides nativas. En los resultados se
esperaba reensamblar solo capsides individuales y procépsides debido a que la
razon estequiometria para reensamblar el 100% del ARN debe de ser 6:1 en peso
de proteina a ARN, es decir, se necesita un exceso de proteina en comparaciéon
con la razoén estequiomeétrica del virus nativo [16]. Estos resultados nos sugieren
gue las moléculas de ARN estan agregadas debido al calcio usado en el
desensamble del virus. Por ejemplo, en el caso del triplete posiblemente estén
unidas 3 moléculas de ARN 1 o combinaciones de los diferentes ARNs que
sumados den un tamafio aproximado de 9000 nts [7]. Esto es interesante porque
sugiere la posibilidad de poder autoensamblar estructuras en forma de racimos de
uva cuando se tienen moléculas de ARN de cadena sencilla muy largas, y
posiblemente también pueda aplicarse para moléculas de acidos nucleicos de
doble cadena usando una cantidad menor de proteina, es importante hacer énfasis
gue esto no ha sido reportado previamente y consideramos que es relevante en el
caso de que se deseen encapsular moléculas de acidos nucleicos o polimeros

anionicos de cadenas muy largas.
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Figura 32. Micrografia del reensamble a pH neutro: dupletes. Muestra obtenida del gel de
electroforesis en TAE y tefiida con PTA. procdpsides unidas o dupletes.

En algunas areas de la muestra depositada de forma directa sobre rejilla se
encontraron complejos en los que se nota la tendencia a formar racimos de
capsides. El principio del proceso de la fase inicial del reensamble podria
comenzar con la acumulacién desordenada de proteinas alrededor del genoma.
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Figura 33.Micrografia del ensamble a pH neutro, muestra depositada directamente sobre rejilla:
procdpsides fractales. Muestra tefiida con PTA al 2%. A) aunque no hay cdpsides visibles ya se
observa formacion de racimos por proteinas y ARN en forma de estructura de fractal.

Los multipletes también se observan en las muestras depositadas directo sobre
rejilla. No obstante, de esta manera se ven un tanto diferentes a los de los geles;
Es dificil decir que se trata de multipletes ya que estan rodeados por nubes
proteicas que impiden ver claramente la estructura. Esto comprueba los beneficios
de la técnica snapshot-blotting, la cual “limpia” las especies nucleoproteicas

otorgando una visién mas clara de las estructuras en cuestion.
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a) 0.03um  b) ’ 0.03 um
Figura 34. Micrografias del reensamble a pH neutro, muestras depositadas directo sobre rejilla:
Multipletes. Muestras tefiidas con PTA al 2%. A) multipletes T=3 envueltas en una pelicula de
cardcter proteico. B) cdpsides unidas entre si formando racimos. Las estructuras observadas son
similares a las muestras reensambladas en la primera fase, y obtenidas por snapshot-blotting
después de la electroforesis en geles nativos de agarosa en TAE a pH 7.2, las especies tienen
muchas proteinas ancladas que impiden ver claramente la morfologia de las cdpsides.
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7.8 Reensamble a pH acido

Después de acidificar los productos de la primera fase del reensamble, la muestra
fue analizada en geles nativos de agarosa usando como amortiguador de
electroforesis el buffer de virus (pH 4.8) con el fin de mantener estables los
productos del ensamble en la segunda fase. Los geles dan evidencia de que las
capsides se han reensamblado, tal como se esperaba. En el carril de la primera
fase del reensamble la mayor parte del ARN forma complejos con la proteina o
procapsides unidas como las mostradas anteriormente, en forma de racimos de
uvas, y se mantiene en los pozos del gel debido al tamafo; en la muestra de la
segunda fase se tienen particulas que emigran de manera similar al virus nativo
pero aun se tienen estructuras muy grandes debido a los complejos o agregados
entre las moléculas de ARNs. Esto nos sugiere que la acidificacion es necesaria
para la formacion adecuada de particulas virales estables e idénticas al virus
nativo, y va de acuerdo con estudios previos [26, 29, 24, 25]. Como se habia
planteado, con la proteina de la capside del CCMV se pueden encapsidar
moléculas muy grandes de ARN con poca cantidad de proteina; siempre que el
ARN este compactado o agregado previamente con calcio u otro cation polivalente,

y esto puede ser una estrategia que puede ser usada por algunos virus.

bp

1000
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Figura 35. Electroforesis de las muestras reensambladas y acidificadas en geles nativos de agarosa
al 1% usando como buffer de electroforésis el buffer de virus (pH 4.8). En el carril 1 se muestra el
virus CCMV nativo como control, el carril 2 corresponde al reensamble en pH neutro, primera fase
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del ensamble y en el carril 3 la muestras del reensamble adicionalmente acidificadas a pH 4.8. a)
Genoma tefiido con RedGel™. b) tincién de proteinas con InstantBlue™. c) B3 y C3 son los sitios
donde se insertaron rejillas para hacer snapshot-blotting y posteriormente proceder a observarlas
en el microscopio electrdnico de transmision.

Las micrografias revelan que cerca de los pozos, en el &rea B3 del gel nativo de
agarosa de ensamble en buffer acido, hay grandes cumulos proteicos conformados
por particulas que tienen didmetros entre 10-15 nm. Por la forma esférica de las
particulas y la forma en la que se agregaron, la cual es similar a la de los

multipletes, asumimos que se trata de procapsides de mdltipletes.

Figura 36. Micrografia del ensamble a pH dcido, muestra tomada del sitio B3 del gel de ensamble.
Se pueden observar procdpsides de multipletes. Muestra tefiida con acetato de uranilo al 2%.
Enorme conglomerado de particulas proteicas de diagmetros 10-15 nm.
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También en las muestras del ensamble a pH acido, en el area C3, se encontraron
multipletes dispuestos en forma de racimo de cépsides.

Figura 37.Micrografia del drea C3 del gel de ensamble en buffer de virus, se pueden observar
multipletes. Muestra tefiida con acetato de uranilo. Multipletes dispuestos en forma de racimo o
ramillete, las cdpsides tienen didmetros que oscilan en los 28 nm.

La siguiente figura da una vista global del proceso de ensamble en el area C3 del
gel de ensamble acido. En estas se observan particulas proteicas de las cuales
unas estan agregadas y otras no. Los conglomerados estan en forma de racimos y

parecen ser el paso previo a la formacion de los multipletes.
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Figura 38. Micrografia del drea C3 del gel de reensamble en buffer de virus. Muestra teflida con
acetilo de uranilo. Estos son los productos de la sequnda fase del proceso de reensamble. Se
observan agregados de particulas y otras que estdn distribuidas uniformemente sobre la superficie,
posiblemente sean cdpsides individuales.

Las micrografias de las capsides re-ensambladas en la segunda dialisis en buffer
de virus muestran claramente que las capsides se han logrado reensamblar en

capsides icosaédricas idénticas a las capsides nativas.
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Figura 39. Micrografia del ensamble acidificado en buffer de virus, muestra depositada directo
sobre rejilla: Cdpsides idénticas a las nativas. Muestra tefiida con acetato de uranilo al 2%. Esta
imagen muestra las cdpsides reensambladas correctamente, en esta se puede apreciar
perfectamente la forma icosaédrica y los capsomeros.

En otras areas de la muestra las capsides no estan agregadas, y no se observan
agregados de proteinas. Esto demuestra que la acidificacion (pH 4.8) de las
procapsides es necesario para el reacomodo proteico, y asi poder formar

particulas virales individuales y estables.
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Figura 40. Micrografia del ensamble en buffer de virus, muestra depositada directamente sobre
rejilla. Muestras tefiida con acetato de uranilo. a) Cdpsides reensambladas idénticas a las nativas y
agregados de cdpsides. b) Vista global de la muestra en la que se observan viriones del CCMV
distribuidas uniformemente, y agregados de particulas virales T=3.

En algunas regiones de la rejilla se encontraron agregados de particulas virales
gue, a diferencia de otras zonas, es dificil determinar si las céapsides son
icosaedros individuales o si estan unidas entre si. Probablemente estos agregados
son los mismos que se muestran en los geles de electroforesis. En estas imagenes
se ve que hay proteinas que no forman parte de las capsides, pero si del

conglomerado.
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7.9 Discusion del reensamble

En este experimento el proceso de reensamble duré 8 horas. Hemos obtenido
cuatro especies distintas reensambladas, tres de ellas son cépsides unidas. En
especifico hemos encontrado cépsides individuales idénticas a las del CCMV
nativo, dupletes, tripletes y multipletes.

Desde la primera didlisis a buffer de ensamble, es decir bajo condiciones de baja
concentracion de sal y pH neutro se hallaron maltipletes formados. Este hallazgo
€S sorpresivo pues se piensa que en estas condiciones no se forman capsides aun
cuando se tiene la proporcion idénea de proteinas para encapsidar eficientemente
el ARN [16]. El ensamble correcto de capsides virales no es posible a pH neutro, a
pesar de que las CPs y el ARN si estén interaccionando, el ordenamiento correcto
entre proteinas no se puede llevar a cabo porque no hay los iones hidrégeno
suficientes para protonar los residuos negativos de los sitios de unién de los iones
en las proteinas, por lo que no disminuye la repulsion electrostatica entre las
proteinas y no se pueden reacomodar en la estructura tipica de la capside [28]. Sin
embargo, es posible que el agregado o compactacion de los ARNs favorezcan la
formacion de capsides por la disminucion en la energia libre de formacion de los

ARN unidos como un todo.
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Las figuras 25-a, 29 y 32 muestran que las proteinas comienzan por agregarse en
complejos con el ARN de manera desordenada, formando grandes cumulos, y
después, dichos cumulos siguen dos vias: Una de ellas es el reacomodo proteico
para formar las capsides y su subsecuente disgregacion. La segunda via también
forma céapsides, pero en este caso no se disgregan sino que los cumulos se
transforman en estructuras ramificadas de capsides unidas entre si. Este
comportamiento indica que se estdn ensamblando cadenas muy largas de ARN, no
obstante la cadena mas grande con la que se trabaj6 es de 3200 nts, que es la
longitud maxima que se empaca en una capside T=3 de manera natural. La
explicacion a este fenémeno se debe a los iones Ca*? se afiadieron durante el
proceso de desensamble. Estos iones jugaron el rol de mediadores entre las
cadenas de ARN, al unirse directa e indirectamente con los atomos de oxigeno de
los grupos fosfato y a las bases nitrogenadas (obsérvese figura 41) [43]. De esta
manera se formaron largas de ARN ramificadas, y que las proteinas del CCMV
decoraron completamente. Dependiendo del tamafio del ARN se ha demostrado
gue este se puede encapsidar en dupletes para cadenas de longitud de 6400 nt,
tripletes para aquellas de 9000 nt y multipletes con numero de capsides
dependientes a la longitud del ARN [16]. Ademas, en estudios anteriores se ha
fundamentado la necesidad de un exceso proteico para formar las capsides [16, 7,
9]; en este experimento no se agregaron proteinas extras, y este desbalance entre
ARN vy proteinas pudo verse compensado por los agregados de moléculas de
ARN. Ademas, el area a cubrir por las proteinas de capside se reduce cuando se
empacan cadenas compactadas en comparacién con cadenas lineales, de aqui se
deduce que la encapsidacion del genoma es mas eficiente, o lo que se traduce a
gue se necesitan menos proteinas para encapsidar la misma cantidad de ARN si la

cadena esta mas compactada [13,44].

86



e
ri:-,’::_{' H
e
~gamole
e e
T ()
LU\I (5]
F!—E
@
o .
\lif.‘”-‘ﬁ o

Figura 41. Cadenas de ARN ligadas por iones de calcio. Estos iones estaban presentes en exceso
durante el proceso de desensamble del virus. El aparente alargamiento de las cadenas puede ser la
causa de la formacion de multipletes.

Los geles de ensamble mostraron que practicamente todo el ARN fue empacado
por las proteinas de la capside del CCMV en complejos o capsides unidas e
individuales. Aunque no habia las suficientes subunidades proteicas, la reaccion
siguid por ley de accién de masas, y no impidié que el dltimo paso detuviera la
cascada de reacciones precedentes que inducen al reensamble; por lo que la
reaccion de desensamble de las capsides del CCMV puede ser reversible [45]. A
pesar de la falta de exceso proteico, las estructuras multipletes son la solucion al
paso irreversible de la reaccion del desensamble; para que estas estructuras
multicapsidicas se formen es imprescindible la presencia de iones catidnicos
divalentes que cooperen a la compactacion del ARN, asi como a la neutralizacion
de cargas negativas que sustituyan la necesidad de mas proteinas para el balance

de cargas.
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La agregacion del ARN propici6 que menos proteinas sean necesarias para su
completa encapsidacion. Hemos comprobado experimentalmente que es posible
encapsidar el genoma a una razén estequiométrica 180:1 (CP: RNA1). Esto
sugiere que, puesto que los virus han evolucionado para tener la maxima eficiencia
de reproduccién, in-vivo deba existir algdn mecanismo que se ocupe de mantener
esta proporciéon durante la produccién de capsides individuales nativas. No
obstante, hasta ahora no hay registro de alguna investigacién sobre el mecanismo
exacto de ensamble de las capsides in-vivo.

Como era de esperarse, se presento preferencia de ensamblaje, es decir, algunas
capsides se terminaron de formar desde la primera didlisis y otras permanecieron
como procapsides en la segunda. La preferencia fue mayor por que las diferencias
de longitudes del ARN también lo fueron; en vez de tener ARN de 1000 a 3000 nts,
las longitudes excedieron a tamafios mayores. La formacion de procapsides, aun
en concentraciones menores a lo propuesto en estudios anteriores, puede deberse
a varias razones que se discutiran mas adelante; una de ellas es que algunas
proteinas quedan fuertemente unidas a moléculas de ARN aun después de
haberse desensamblado, favoreciendo la formacion de capsides. Por lo anterior es
gue es posible encapsidar el 100% del ARN, y una estrategia tomada por las
proteinas es no solo formar capsides individuales sino multipletes y estructuras en
forma de racimos o ramilletes de capsides. La hipoétesis de que las proteinas aun
guedan unidas a las cadenas de ARN después de desensamblar el virus, es
soportada por el hecho de que solo es posible purificar aproximadamente el 70%
de la proteina del CCMV.

Parece contradictorio que largas cadenas de ARN se empaquen en multipletes de

capsides T=3; En principio genomas largos se empaquetan en capsides mas
grandes, siempre y cuando no exista un angulo de curvatura preferente, g. En el
caso del CCMV se ha estimado que es de aproximadamente 0.3 radianes. Sin
embargo, también factores estequiométricos estan involucrados [44]. Si no se

obtuvieron capsides mas pequefias o0 mayores fue porque el radio de curvatura de
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la proteina de la capside del CCMV lo impidi6. Por tanto, las capsides del CCMV
pueden (y en este experimento las obtuvimos) adoptar tamafios T=2 (didmetro de
capside: 24 nm) y T=4 (30 nm de diametro), pero siempre preferiran formar

capsides T=3 (26 nm de diametro) [7].

A continuacién se muestra un diagrama que describe en sintesis el mecanismo de

re-ensamble de las cdpsides nativas desensambladas del CCMV (figura 42).

1420 mM , pH 7.2

4120 mM ,

Figura 42. Proceso de re-ensamble de las cdpsides del CCMV. El proceso se llevé a cabo disponiendo
los componentes virales bajo dos condiciones de fuerza idnica y pH. Se comenzd en condiciones de
pH neutro y fuerza idnica baja, después se dializo a buffer de virus con pH 4.8. El mecanismo que se
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presenta corresponde al de en masse: el mecanismo comienza con la agregacion desordenada de
proteinas al genoma; después las proteinas se re-ordenan para ensamblar las cdpsides, ndtese que
la formacion de capsomeros es simultdnea al ensamble de la cdpside; los conglomerados se
disgregan durante la formacion de las cdpsides y multipletes. Obsérvese que desde condiciones de
pH neutro y baja fuerza idnica se forman multipletes de distintos numeros de cdpsides, tripletes y
dupletes y cdpsides idénticas a las nativas. Al bajar la acidez se observa mayor niumero de cdpsides
individuales formadasy conglomerados de particulas.
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8. Conclusioén

La técnica snapshot-blotting permite purificar y facilitar el analisis estructural de los
complejos nucleoproteicos. Por ejemplo, en el caso de los mdltipletes, las
micrografias del gel se observaron libres del exceso proteico, mientras que en las
muestras depositadas directamente sobre rejilla no se delimitaban tan claramente
porque las proteinas rodeaban la superficie de las capsides. No obstante, el
analisis de las imagenes en conjunto nos ha proporcionado una vision general del
proceso de desensamble y re-ensamble.

En concreto el proceso de desensamble que se observo a partir de los geles y las
micrografas indica que las capsides comienzan el proceso aumentando su
volumen, seguido de una desfragmentacion, que en algunas capsides se presenta
por la division en tres casquetes. La fragmentacion en tres casquetes se puede
deber a que las estructuras secundarias de los ARN del CCMV que tienen 3
centros de nucleacion, es decir, hay tres regiones con mayor densidad de
ramificaciones en las cadenas del ARN que otorgan mayor estabilidad local a las
proteinas ancladas en estos sitios. No obstante otros factores estan implicados,
como el hecho de que los hexdmeros son menos estables que los pentameros, de
esta forma los hexameros se desprenderan primero que los pentameros. También
se observo que después de desensamblarse los virus, los componentes tienden a
agregarse formando grandes estructuras amorfas, sin embargo, pasadas las 24

horas en buffer de desensamble el tamafio de los cimulos disminuye.

Aunque la mayoria de la poblacion viral se ha desensamblado a las 24 horas, no

es suficiente para deshacer completamente el 100% de las capsides.
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La estructura secundaria de los distintos ARNs del CCMV genera que las capsides
tengan estabilidades estructurales distintas. EIl ARN1 y el hibrido del ARN 3y 4
presentan estructuras muy similares, tanto en forma como en la energia libre de
sus estructuras, por lo que se asume que estas se desensamblan al mismo tiempo.
La energia libre de formacion del ARN 2 es mas alta que los otros genomas y de
acuerdo a las particulas halladas a distintos tiempos de desensamble, se concluye
gue posiblemente las capsides conteniendo el ARN 2 se desensamblan primero
gue las demas.

Los productos del desensamble se mantuvieron intactos y el proceso de re-
ensamble de las capsides del CCMV se hizo en dos fases. La mayoria de los
productos fueron mdltipletes, estas estructuras no habian sido descritas con
anterioridad. El mecanismo de reensamble que se produjo bajo estas condiciones
corresponde al de en masse, en el que la formacion de los capsOmeros es
simultanea al reordenamiento de las proteinas para conformar las capsides. Se
observaron multipletes desde la primera fase de ensamble, estos resultados son
sorprendentes puesto que se piensa que bajo pH neutro no se forman capsides.
No obstante, en condiciones acidas se detectd mayor numero de capsides
individuales.

Evidentemente no se requiere la proporcion necesaria de 6:1 en masa (proteina:
ARN) que se habia descrito en investigaciones anteriores para la formacion de
capsides. En este trabajo se encontré que la encapsidaciéon completa del ARN
puede ser lograda compactando el genoma con iones divalentes. Por lo que se
puede argumentar que, puesto que los virus evolutivamente se han formado de tal
manera que no desperdician material ni energia, en su replicacion in-vivo deben
mantener una proporcion cercana a 180 CPs por 3000 nts (ARN), sin embargo
mas investigaciones in-vivo deben llevarse a cabo antes de poder dar una
aseveracion concreta. Los resultados obtenidos contribuyen al entendimiento de

los virus y posibles aplicaciones biotecnoldgicas.

92



9. Anexos

9.1 Anexo 1: Algoritmo Zuker y Algoritmo McCasKill

Los programas RNAfold y RNAcofold que forman parte del paquete ViennaRNA
estan basados en dos algoritmos principales: El algoritmo zuker, que determina la
minima energia de formacion de las estructuras secundarias y el algoritmo

Mccaskill para calcular la probabilidad de apareamiento de cada nucleotido [49].

El algoritmo Zuker es un grupo de ecuaciones recursivas que determinan por
medio de matrices las energias minimas de formacion de las subestructuras en las
secuencias de ARN, es decir, se centra en las energias libres de las regiones
(bases no apareadas) entre bases de pares. Ademas, la suma de estas energias
de formacion da la energia minima de la estructura secundaria de la secuencia
[50].

E(P):= Y Ej

(ij)eP

En la siguiente figura se presentan las posibles subestructuras que pueden

adquirir las cadenas de ARN.
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llustracion 1. Subestructuras en una cadena de ARN secundaria. Se muestran las diferentes
maneras en que los nucledtidos pueden acomodarse en una secuencia, cada subestructura otorga
una energia de formacion especifica. Imagen modificada de: Turner D.H, Mathews D.H (2010) [51].
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El algoritmo recursivo funciona afadiendo un nucleétido por cada calculo vy
observando cual es la mejor estructura en cada paso. El dltimo paso da la energia

minima de la secuencia completa y su correspondiente estructura secundaria [50].

La energia minima para cada caso se calcula de la siguiente manera: sean iy jdos
nucleotidos en la secuencia S con N nucleotidos, tales que 1<i<j<N. W(i,j) es la
energia minima de todas las posibles estructuras admisibles que se pueden

forman en S. entonces tenemos que:

W(i+1,5) a)
W(i,j-1) b)
V(i,J) <)
minjer {W (i, &)+ W(k+1,7)}, 9
eh(i, j) a)

I
g
E
s

Wi, J)

S z es(i, 7))+ V(i+1,5-1) b)
V(Lj) = ming ypri i) o)
VAI(i, ), d)

VBI(i,j) = min i<i'<j <j {ebi(i, j, ¥, §') + l’(x’,j')},v

f—idj=j'>2
minierei—1 {W(i + 1,8) + W(k+1,j - 1)} +a.

VAL(i, )

La matriz W(i,j) considera las 4 posibilidades de apareamiento a) en el caso de que
| este apareada, b) si j esta apareada, c) cuando i y j estan apareadas entre ellas y
d) cuando i y j estan apareadas, pero no entre ellas. La matriz V(i,j) es la tercera
posibilidad de W(i,j), es decir cuando i y j estdn apareadas, de modo que considera
4 casos posibles en los que i y j estan unidas. La primera ecuacion de V(i,j) calcula
la energia minima de formacién de un loop en horquilla, la segunda de un par de
bases apiladas, la tercera de un loop interior y la cuarta de un loop multiple. La
matriz VBI considera la formacién de un loop interior o un bulto. El cuarto caso

considera la manera en que se formaria un loop muitiple [46].
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Ademas, el programa también determina la probabilidad de apareamiento de cada
base, este célculo se hace con el algoritmo de McCaskill el cual obtiene la funcién
de particion para cada nucleétido. La funcion de particién es la normalizacién del
factor de Boltzmann, es decir, la probabilidad de que un sistema ocupe un estado

S.
M P :%Ze ﬁ‘*:%Z:I

Donde Z es la funcién de particion, B se define como el inverso del producto de la

temperatura por la constante de Boltzmann [47].

Por medio de la funcion de particion es posible determinar la probabilidad de que
una base se enlace a otra. La suma directa de estas probabilidades da la
probabilidad de que determinada base en la secuencia esté enlazada. La precision
del algoritmo es del 76% [47, 48].

McCaskill desarrollo su algoritmo basado en la idea de que la adicion de las
funciones de energia libre implica la multiplicacion de las funciones de particion. El
algoritmo se desarrolla como sigue: cada par de base en la estructura contribuye a

un término fijo de energia E,,. Dado esto, se pueden generar dos tablas Q 'y Qy.
Qi;, donde i,j es la posicion de cada par de base y i<j, provee la funcion de
particion para una subsecuencia de i a j, mientras que Qy;; es la funcion de

particion para aquellos valores que forman un par de base Unicamente (si no se

forma un par de base toma el valor de cero) [47,48].

Qi,;‘ = Q:‘g‘—l + z Qi Q_‘?,._j

s2ha(i-)

@ = { Qoo (~Bu/RI)
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Una vez obtenidos Q y Q;, es posible calcular las probabilidades de cada par de
base (i,j) en la secuencia, i.e Pl.f’jp. Para su célculo se sigue el algoritmo de
McCaskill, que cubre los casos de pares de base externos (i,j) y los pares de

bases internos (p,q), es decir que estén cubiertos por pares de base mas

externos:

2t
Ql?n P jag QE;H

pe _ Lt Q- Qjin £ B exp(—Epp/RT) - Qp+1,-1-QF ;- Qjr1,4-1
ij

[50]

Con el programa RNAcofold es posible construir la estructura secundaria de dos
secuencias de ARN. El programa calcula la energia de hibridacion y el patron de
apareamiento de bases entre dos secuencias. Explicado de forma breve, esto se
logra concatenando las secuencias y tratando al loop conteniendo la
concatenacion como si fuera un loop exterior, de este modo se procede igual que
con el programa RNAfold. La limitante de ambos programas es que no considera
gue las bases pueden interaccionar con mas de un nucledtido a la vez, dicho de
otro modo no se consideran los casos de pseudoknots o knots (observe de nuevo
la figura 23) [49].
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9.2 Anexo 2: secuencias de los genomas del CCMV

ARN 1: 3171 nt [40]

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

GUAAUCCACG
AUUUUAUUUA
CAGCCGAGGC
UGACUACUCG
GAAUGCUUUC
UGCUCCCCAU
cuuccccccu
GAAGGACACA
UGAAGAACGA
ACCAGAUUUC
UAUUCAUGGU
GGUGCGUAUU
CGUUUUACCU
UAAAUUUGAU
UUCAUUUUUG
GCUCUUAAAA
GGAAACGUUG
UCCUGAAGAC
AGAGGUUGAA
GAAAGCGAUA
UAUCAUGGCC
UAUGAAUUUG
GGGCUGGGUC
CACUGGUAAG
CAAAGACAGU
UGUUCCCAUC
AUUAGAGCUU
AAUCGAUGAG
CGCUAAACCU
CGAAGAGGCA
CUGUAACGCU
UGCGAGAAAU
CUAUCCUGGG
CUCGGGCUUA
UGCGAAUUAU
CUCGUUGUGU
CAUAGCUGAG
UCUAUUCCCU
UGCUUUAAUG
ACACUAUGGU
CGGAGACACG
UGAUUUGCAG
UAUUUCCGCA
GAAAUCCCAU
GGUGACGCUU
UGUUUCCAGG
AACCGUUCAU
UACCAAGUGU
GAUUACCUUU

AGAACGAGGU
AUGGCAAGUU
GCUUCGGACA
AAAAGGUCCA
CGGGCGCGCU
AGUUUGGCUG
CUUGAUCCCA
CGUAUUCACA
CUAUGUAGAA
UGUAUUGAUA
GGUUAUGACA
UUGCGGGGUA
UUGUUGAAGU
UUCAUGAAUG
ACUGAGUCUG
UGCAAUAUUA
CGACAUUGUG
UGGAAUCUGA
GAGAUUGCUU
GCAUCUAUUC
GGAGAGAGGC
UAUCAGAAAU
AACCACUUUA
AUUCGAGAGU
UuuGuuuuucC
UCCAGACUGA
GAAUCUGCGC
GAGGAAUUUC
GAAAAGGAGC
UCGAGACACU
GUGUCAAAUC
AAGUCGAUCC
GGUCAAUGGU
GGUCCGAAGU
CAGGUGCUGA
GACGGAGUUG
CACCUAGUGG
CAUAAUCCAU
CAUGGUUUAC
CAGCUGCUCG
GAGCAAAUUU
UUUGACAGUC
GUUCAGACUC
UCUAAAGUAU
UCAAGGGAAA
GCUAAGGAUU
GAGGCUCAAG
GAUCUAUUUA
GAGUAUCUUU

UCAAUCCCUU
CUUUAGAUCU
UAGUUGAACA
AGAAAAUCAA
AUGGAGGAGC
GAGCUCUGCG
UCAUUGAUUU
GUUGUUGUCC
UGCGUAAGUU
GAGCUGAAUC
UGGGUUACAC
CUAUUAUGUU
GCCGUUGGAU
AGAGCACACU
UGCAUGUGAU
UGACCUAUAA
UUUGGUUUGA
CUCAUUGGAA
UUCGAUGUUU
UGUCCGCUAA
UGAACAUUGA
AUGAAAAUAU
AAACUAGAUU
UUCUGGCUGG
UGUCGAAGAU
GGAGUUUCUU
AAAAGCGUCG
AAGAUGCCAU
CUAAACCGGA
UUGCCAUCAA
UuCGUCGUUU
UUGAAACUUA
UGUACCCCAA
UUGAUGAUGA
GCAAAAAUAC
CUGGAUGCGG
UAACUGCUAA
CGUCUGAGAU
CGCGAUGUAA
CUGUGGCUGC
CUUUUAAAUC
GCGAUAUUGU
UGAAAAGAGG
CCAGGAGCAU
AAUUCUAUUU
UCCCAGAGCU
GUGUGUCAGU
AAACUGAAGA
AUGUUGGUAU

GUCGACUCAC
UUUGAAAUUG
ACAAGCUGUA
UAUUAGAAAU
UUUUGAUUUG
AAUAGCGGAG
UGGUGGUUCU
CGUGUUGGGC
GUUACAAGAG
CUGCAGUGUC
AGGUCUAUGU
CGACGGUGCU
GAAGUCUGGG
UUCUUAUAUU
AGGAGGUACU
AAUCGUUGCC
GAAUAUUUCC
ACCCGUACGU
UAAGGAGAAU
AUCUUCUACA
UGAGUAUCAU
UCGGAAUUUU
UUGGUGGGGA
UAAAUUCCCU
CUCUGAUGUC
CAGCAGUGAG
UCGGGAAAAG
CGAUAUCCCG
AGUGACCGUU
GGAAUUCUCU
AUGGGCCAUU
UCAUAGGGUU
GAAAUACGAC
GCUUUAUGUC
AGAUAGCUUA
GAAGACCACA
CAAGAAGUCC
AGCGUUCAAG
GCGCUUAUUG
UCUCUGUAAG
GCGAGAUGCA
UACGGAGACA
CGGGAACAGG
UAGUCAUAAA
GACAAUGACU
UGAUAAGGCC
AGAUCACGCU
AUAUUGCUUG
GCUAUCAGGU

GGAGUAUCGA
AUUUCUGAGA
AAGCAAUUGC
AAACUCACGC
AACUUAACUC
CAUUAUGACU
UGGUGGCAUC
GUCAGAGAUG
UGUGACGACA
CAGGCUGAUU
GAAGCUAUGC
AUGUUGUUUG
AAAGGUAAAU
CAUUCUUGGA
ACUUAUCUCC
ACAAAUCUGA
CAAUAUGUCG
GUGGCAAAAA
AAAGAGUGGA
GUCAUUAUCA
CUCGUCGCCU
UAUAGUGAGA
GGAAGUACGG
UGGCUGAGGU
AAAGAGUUUG
GACCUCAUGG
AAAAAGAAAG
AAUGAUGCCG
GGAGCUGAAC
GAUUAUUGUC
GCUGGCUGCG
GACGAUAUGA
UAUGAAGUGG
GUUGACAAAU
AAAGCACCUU
GCAAUUAAAU
GCUGAAGACG
GUUAUAAGGA
GUCGAUGAAG
UGUCAGUCUG
ACUUUCCGCC
UGGAGAUGUC
ACCUCCAAAU
GAAAUAGCAU
CAGGCUGAUA
UGGAUUGAGA
GUAUUGGUAA
GUGGCUUUGA
GAUUUAAUAU

ACUUUUCUUA
GAGGCGCUGA
UUGAGCAAGU
CCGAUGAAGA
AACAAUAUAA
GUCUUUCAAG
AUUAUUCCAG
CUGCUCGACA
GAGAAGAUCU
GGGCCAUAUG
AUUCCCACGG
ACAACGAAGG
CUGAGGUCAU
CCAAUCUUGG
UAGAACGUGA
AGUGUCCUAA
CCGUUAACAU
CCACCGUAAG
CGGAGAAUAU
ACGGUCAAGC
UUGCUCUCAC
UGGAAUGGAA
CUACCUCAAG
UAGAUUCGUA
AGAACGAUUC
AGCGCAUUGA
AGGUCGAAAA
UCAGAGAUGA
CAACAGGCCC
GUCGCCUUGA
AUGGGAGGAC
UCAAUUUGCA
GUUUCAAUGA
CAUGUAUAUG
CUUGCAAAAU
CCGCGUCCAA
UCAGGGAGGC
CGGCAGACUC
CUGGGCUACU
UUCUUGCAUU
UGAAAUAUGG
CGCAAGAUGU
AUUUGGGUUG
CACCUUUACA
AAGCCGCCCU
AACAUAUAAA
GACUUAAAUC
CUCGACAUAA
UUAGAAGUAU
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2941 AUCUUGAUCC UGAGUGUGAU
3001 UCGUCGUUGC GACGCCGACC
3061 UGAACCCUUC AGAAGAAUUC
3121 GACUGGUGGG CAGUGCCUAG

ARN 2: 2774 nt [39]

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

GUAAUCCACG
CAGUUUAUAC
CAUUCCAGAA
CGAAUCUGAC
AGUUGAUACU
AAAGCCCCUA
UUGCUGCAAG
GGCUGAAGCC
GUGUGACGAU
GAUGAAUGAG
AUCAAGGCAA
GUACGUUACC
CCUGGUGAGC
AGCUGAUGAU
GGCUGGCCAU
GGAAGAGCUA
UGAUUGGUAU
ACGUAGAAUA
GCCUGAGUUA
UAAACGGGCU
GUCCAGAGGA
AGUUUUGUCU
AGUUGUCUCG
UAAAGGAGUU
AGCUUUAAAA
ucuuccccuc
GGGUGAGCUU
UUUGACUAAU
AGUUAACAUG
UACUUUGGUG
UAUCUUUUCC
UGUUUUUCAA
UUGUAGUAAG
GAGAGAGAUA
CCACUUUGAG
AAAUUUAUUA
CAGAGUAGCC
UUAUGCGACU
CGAGGCCUCU
CACUGCCUUA
GCACAUAGAA
ACUUGCCUAU
GACCCUUUCU
UCUAACAGUU
AGCUGCCUUU
UAUCUCACAU
CUCUAAGGAG

AGAGCGAGGU
AUUUUCUUCU
GGUGAGACUU
UCACACCAUG
UCUGUUGAAA
GUGGAGGAUG
AACGUCGUUG
GCUAGAAUGU
UGGCGGCCGG
AUUCCUGGCG
GCUCCAGAAA
ACCAGAGAGG
CCUGUGGAGU
CCUACGAUGC
CACAUGUUAC
GGCGAUUAUA
CGUGACCCUG
GGUACGCAAA
GCAGAUUCUG
UAUCUUAAUC
CUUGAGUACC
GAGAUUAAUU
GAUACGUUAC
ACUAGCUGCU
UCAAGGUUUG
UCGAAUAAAU
CAUCUUGAGU
UGGUGGUGUG
CCAGUUUCCU
ACUAUGGCCA
GGUGAUGAUU
UCUCUGUUUA
UUUCUUUUAG
CAGAGACUGG
UCCUUUUGUG
UGCAAGUUUG
AUUGCUGCUU
GAAGGGGUCA
AGGGAUCGAG
GAUAAGGUUU
GAGAGAGAUA
GAUCGUAGGA
AAAUAAUGUU
UCUUUAAACU
GAGUUUUACU
AGUGAGGUAA
ACCA

UCACUUACGA
GUCUUACAAG
UUCGGAGUUC
UCGAAAGACU

UCAAUCCCUU
UGAUAUUUUU
ACCACGUUCC
AUGAGGCGAU
UAACCGCAGA
GUCUUCUGAA
ACGUUUAUGA
UGUACUUGGA
UAGAUACCUC
AGGAAACAAA
CUUCCGAUAU
AGUUCGCGUC
UCAGGGUGGG
CUCAAUAUCA
CGACUCAUGC
AUGUCGAUAU
AAAAGUACUA
AGACGGUCCU
UUGAUAUUAA
AUUCCGGUAU
AUAAGAAAUG
UGCAGAGGUA
ACCUCGAACG
UCUCACCAUA
UGGUCCCCAU
GGUUUCUUGA
UCCAAAGAGA
AUUUCCAUAG
UUCAGCGUCG
UGAUGGCCUA
CUCUGUUAAU
AUAUGGAAAU
AAACUGAAAU
CUAAGCGAAA
AUAGGAUGAA
UGGCUCUCAA
UCGGCUACUA
AUAUAUAUAA
ACGGUGACUG
GGAGAUUCUU
GGAGACAUAG
GUCUUAGUAA
GGUCACAUUU
GUAAUCGUCG
CCUUGAACUC
UAAGACUGGU

AUCAGUUCUA
ACGUUCGAGC
GUACCAGUAU
AGGUGAUCUC

GUCGACUCAC
CUUCUUUACU
CUCAUUCCAA
AUUCGUAACC
UGGCACGCUA
ucccccuuuu
CGGGCUGCUC
AAUCGACGGU
UGAUGGUUUC
AAAUACAUGC
GGUGCCGUCU
UGUUGACUCG
AGUGUGUGAA
CGAUAGGAUC
CUAUUUUGAC
UAGUAAGUUG
UGAGCCUGAG
UACCGCGUUA
AAGAGUAGCC
AGGGCUGUUA
GAAAGACCAC
UCAGCACAUG
AGCUGUUGCU
UUUUACGGCU
AGGGAAGAUC
GGCGGAUUUG
GAUAUUGUUG
GGAAUCUAUG
UACUGGUGAU
UUGUUGCGAU
UUGUAAAAGU
UAAAGUUAUG
GAAUAACUUG
GAUCAUCAAA
AUUCCUAAAC
GUAUAAAAAA
CUCAGAAAAU
GGUAAAACAU
GUUCCAUGAC
UGGAAAAUAC
GCUUAAUCGA
GGAUAAAGAA
AAGACUUGUU
UUGCGACGUU
UUCAGAAGAA
GGGCAGCGCC

ACGGUUUCUA
UGCCUUUGGG
CUCACAUAGU
UAAGGAGACC

GGGUCUCCAU
UCCAUUAAUA
UGGAUGUUUG
GAAUCGAUUA
GCAAGUUAUA
GAUCAAGCUA
GGUUAUAGAC
UCAUUCGUUG
ACCGAAGCAA
GCUUUAAGUC
GAAUAUACGU
GAUUAUGACA
GACACAUACC
AGUUUAAAAU
GACACUUACU
UCUGUCCGGC
UUAAGUAUAG
AAGAAACGGA
UGUGAAGUAG
GGGCAAAGUA
AAAGACCUGA
AUAAAGUCUG
GCAACAAUAA
UGUUUCGAGA
UCCUCCCUGG
AGUAAGUUUG
UCAUUGGGUU
CUAUCGGAUC
GCUUUUACUU
AUGAACACCG
AAACCACAUC
GACCCAAGUU
GUGUCUGUGC
UCGCCUGAGU
AAAUUGGAUG
CCUGACGUUG
UUCUUGAGAU
CCCAUCACCC
UGGCGUAAUC
GCGAGAGAUG
GCCAUGAAUU
ACCGUUGCGU
UAGUCCACAU
GGUUUGCUUA
UUCUUCGGAA
UAGUCGAAAG

UAAACCGUAG
UUUUACUCCU
GAGGUGAUAA
A

CAGUUGAAAA
UGUCUAAGUU
AUCAGACUCU
AUGAAAGUGG
UGCAUGCCGU
GAUGGGGUCU
UCAUACCAAU
AUGAAUCUGA
UGUUUGAUGU
UUGAAGCUGA
UGGCAGAUAG
UAUCCUUAAA
GUCAUUCGGA
CGCUGGAGGC
ACCAGGCUUU
AGAGUGAUGU
GGUCAUUCCA
ACGCUGACGU
CUGAAAAAUU
UGGAUGUCAU
CUGGUGUGAC
AUAUUAAACC
CAUUUCAUGG
AGUUUUCAAA
AACUGAAAAA
AUAAAUCUCA
UUCCAGCCCC
CUCAUGCUGG
AUUUUGGGAA
UGGACUGUGC
UGGAUGCUAA
UGCCAUACGU
CUGAUCCUAU
UGUUAAGAGC
AAAAAAUGAU
AAAACGAUGU
UUUGCGAAUG
AGGAGUGGUU
CGAAGUUUCC
AUCCUAUGAA
CUUCCUUGAA
GGGUGCGUAA
UAGGACUGGU
CAAGCAAUCA
UUCGUACCAG
ACUAGGUGAU

99



ARN 3: 2173 [40]

1 GUAAUCUUUA

61 AGCAGCGUUU
121 UAACGCUAAA
181 GACAUUCACG
241 GUCUAACACU
301 AGCCGGCGCC
361 GGAGUUUGCU
421 UAAUUAUAUA
481 AGAGUAUGAA
541 UUUUCUUGUG
601 CUUGAUAAGC
661 UAUUCCUAUU
721 GCAGAUGAUA
781 AUCCUCAGGG
841 ACCUAAUAAC
901 GAAACGUUUG
961 AAAUCAUGGU
1021 GAUUGUGUUA
1081 AAUCGCCGUA
1141 UAGAUAGCUA
1201 CAGUGAAACA
1261 AUUCAUGUGU
1321 AAAAAAAAAA
1381 AAGUUAACUC
1441 GUCCAACCUG
1501 ACCGGUUACA
1561 UCGGCUAUAA
1621 GUAGGUAGAG
1681 UGUGUUACAG
1741 GACAACUCGA
1801 GAACAACUCA
1861 GACGUCAUCG
1921 CCGGUGUAUU
1981 AUAACCGUUU
2041 GCUGCCCUUG
2101 ACCUCACAUA
2161 UCUAAGGAGA

CCAAACAACU
AGAUUACUGA
CCGUACCAUA
GAAUAGUUCG
ACUUUUAGAC
CAGGAUGAUA
AAGGAGUGUA
GAUCUAGUCC
AAAGGUCACA
AGGACGACAA
GCUUCGUCGG
UCUAGUCUUC
GGGAAUAGAC
UCUACCGUCG
UACAAGCAGU
AGCCGUAAAC
UAUCUAUUGG
GAGGAGGAAU
ACCGCUAAAU
GAUCUAUUGC
UGAAUUGGGA
AGCUGGCUGG
AUCUAUGUUU
GUGCACAACG
UUAUUGUAGA
GCGUAUCGAA
CUAUCUCUCU
UUUUAUUAUG
AGACGCAGAC
AAGAUGUUGU
CCGCGGAUUU
UGCAUUUGGA
AGUGCCCGCU
CUUUAAACGG
GGUUUUACUC
GUGAGGUAAU
CCA

ARN 4: 824 nt [41]

1 GUAAUUUAUC
61 GGCCCGUAAG
121 UUCAGGCCAA
181 CUCUUGUGCG
241 GCUAUCGUCC
301 GCUUCCCAGU

AUGUCUACAG
AACAAGCGGA
GGCAAGGCUA
GCUGCCGAAG
GAAAGGAACA
GUUAGUGGCA

UUCAAACUUU
CUUGGACACA
GUAGGCUGUU
AUAUCAUAAU
CUUUUACUGG
UGUCGUUGUU
AGUUGGGUAU
CCAAGAACAC
UUCCCUCCAG
CAGUGACUGA
UUGAGAUUUU
CGGCUAUCGU
ACAGAUGUUU
UUAUGAGUCA
ACGCACCUAU
AAUUGAAAAA
GUAAACCACU
CACUAACCCC
CCGUUGCGGG
UAACAGACUU
AGAAUCAGAA
GUGUGAGACA
AAUUUGAUAG
AAGGGCUGCG
ACCCAUCGCU
GUGGACCGCC
CCCUAAUGAG
GCUUGGGUUG
UACUGCUGCU
CGCUGCUAUG
AACGAUCUAC
GGUUGAGCAU
GAAGAGCGUU
UAAUCGUUGU
CUUGAACCCU
AAGACUGGUG

UCGGAACAGG
ACACUCGUGU
UUAAAGCAUG
CUAAAGUAAC
AGCAGCUCAA
CAGUGAAAUC

AUAGUUUAUG
UCGGUUUUUG
ACCUGACUCG
UCcucGuucu
UUCCUCCAGG
ACAGUCACUU
GUAUACCAAU
UGGUAGUAGA
CGGUGUGCUU
AUCUGGGAGU
AGAACCUGUG
UuGuuuuuCcuyU
CGGUUUGGUA
UGCGUAUUGG
GUAUAAGUAU
UUAUGUUAGG
ACUGAAGACU
UACCGACAGC
GCUUCCGACG
AGUGUCAUGG
CCCGCCGAAA
CAAAAAAARA
UAAUUUAUCA
GCCCGUAAGA
UCAGGCCAAG
UCUUGUGCGG
CUAUCGUCCG
CUUCCCAGUG
GCcuccuuuc
UACCCCGAGG
UUGUACAGCA
GUCAGACCUA
ACACUAGUGU
UGAAACGUCU
UCGGAAGAAC
GGCAGCGCCU

GAAGUUAACU
GGUCCAACCU
GACCGGUUAC
CUCGGCUAUA
GGUAGGUAGA
CUGUGUUACA

UAGUUGCUGU
AAGCAUCGGA
AACUCAGGCG
UUGCUGUUAU
ACCGUGGUCG
UUUUCCGACA
UUAUCCUCUA
GCUCUGAACU
AGUAUACCUA
GUCACCAUUA
GAUGGUACGC
CCUAGUUAUG
ACUCAACUGG
UCUGCGAACU
GUGGAACCCU
GGCAUAACGA
GACGAGCAAG
AACGGAGUCG
GCCUCGUUGU
GAGCAAAACU
GGACAGGCUG
AAAAAAAAAA
UGUCUACAGU
ACAAGCGGAA
GCAAGGCUAU
CUGCCGAAGC
AAAGGAACAA
UUAGUGGCAC
AGGUGGCAUU
CGUUUAAGGG
GUGCGGCUCU
CGUUUGACGA
GGCCUACUUG
UCCUUUUACA
UCUUUGGAGU
AGUCGAAAGA

CGUGCACAAC
GUUAUUGUAG
AGCGUAUCGA
ACUAUCUCUC
GUUUUAUUAU
GAGACGCAGA

GAUUCCCGUG
UAGAGGUGAU
GACGUCAGCU
AGCUCCCGAU
AGGGAGAACA
AAUCCAGGGA
AUAACCGGCU
UAUUUAAGUC
GAGUGCUGGU
GAUUGGUUGA
AAGAGGCUAC
ACUGUCCCAU
AUGGUGUCAU
UUCGUAGUAA
UUGACAGGUU
AUCAAUCUGU
AUCCAGAGAU
GCAAGGAUAA
CUAUCAAUCG
CAUAUGAGGU
AGGGCGUACG
AAAAAAAAAA
CGGAACAGGG
CACUCGUGUG
UAAAGCAUGG
UAAAGUAACC
GCAGCUCAAG
AGUGAAAUCC
AGCUGUGGCC
UAUAACCCUU
CACUGAGGGC
CUCUUUCACU
AAGGCUAGUU
AGAGGAUUGA
UCGUACCAGU
CUAGGUGAUC

GAAGGGCUGC
AACCCAUCGC
AGUGGACCGC
UCCCUAAUGA
GGCUUGGGUU
CUACUGCUGC
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361 UGCCUCCUUU
421 GUACCCCGAG
481 CUUGUACAGC
541 UGUCAGACCU
601 UACACUAGUG
661 UUGAAACGUC
721 UUCGGAAGAA
781 GGGCAGCGCC

CAGGUGGCAU
GCGUUUAAGG
AGUGCGGCUC
ACGUUUGACG
UGGCCUACUU
UUCCUUUUAC
CUCUUUGGAG
UAGUCGAAAG

UAGCUGUGGC
GUAUAACCCU
UCACUGAGGG
ACUCUUUCAC
GAAGGCUAGU
AAGAGGAUUG
UUCGUACCAG
ACUAGGUGAU

CGACAACUCG
UGAACAACUC
CGACGUCAUC
UCCGGUGUAU
UAUAACCGUU
AGCUGCCCUU
UACCUCACAU
CUCUAAGGAG

AAAGAUGUUG
GCCGCGGAUU
GUGCAUUUGG
UAGUGCCCGC
UCUUUAAACG
GGGUUUUACU
AGUGAGGUAA
ACCA

UCGCUGCUAU
UAACGAUCUA
AGGUUGAGCA
UGAAGAGCGU
GUAAUCGUUG
CCUUGAACCC
UAAGACUGGU
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