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RESUMEN

La familia Geminiviridae representa un grupo de virus muy diverso que causa graves trastomos
a la produccion agricota. Esta familia integrada por el Gnico grupo de virus de plantas superiores
que tiene dos particulas que semejan dos poliedros reguiares idénticos unidos por uno de sus
lados, s una de |as dos familias que presenta un genoma circular de ADN de cadena sencilla,
en relacion con su genoma los geminivirus se divigen en monopartitas (MPs) y bipartitas (BPs)
dependiend¢ si su genoma o compone uno ¢ dos moléculas de ADN, Estos virus ademas
estén conformados por una sola proteina estructural (proteina de la cépside PC) y todos
replican su genoma en asociacién a una proteina (proteina de replicacién Rep) mediante un
mecanismo de circulo rodante (MCR) (Saunders, 1991).

Debido a los serios problemas contraidos por una enfermedad conocida como el “rizado
amarillo” se aisld y clond un geminivirus BP nombrade virus huasteco del chile PHV.

El presente trabajo forma parte de un proyecto que tiene como objeto |a caracterizacion
molecular de lineas fransposantes de Arabidopsis thaliana ecotipo Lansbery erecta; dichas
lineas tienen insertados un transposon, un gen freportero widA y un gen de resistencia a
kanamicina {(NFTH). Con ¢ilo se pretende conocer aquelios genes endbégenos que son
expresados 0 en st chso reprimidos por algun gen viral. Los genes virales subclonados en el
presente trabajo estdn involucrados en la replicacion viral de PHV. Sin duda alguma e
conocimiento y la experiencia abordados aqui sentaran tas bases para los suceslvos estudios
de expresion.
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1 INTRODLICCION

Los virus que infectan plantas presentan en su mayoria un genoma compuesto de ARN sin
embargo existen grupos como los geminivirus, caulimovirus y los nanovirus cuyo genoma esta
compuesto por molécuias de ADN.

El primer grupo representa una familia muy diversa de virus patégenos de plantas y
congtituyen ia segunda familia mas grande de virus de plantas. Capaces de infectar una amplia
variedad de plantas de interés agro-econdmico {maiz, tabaco, tomate, frijol, yuca, chile, papa,
papaya), causando graves pérdidas en cultivos de zonas tropicales y subtropicales del mundo.

Los geminivirus se caracterizan por presentar una morfologia vista al microscopio
electronico de dos poliedros regulares idénticos unidos por uno de sus lados y por presentar un
genoma compuesto de ADN de cadena sencilla que depende de la maquinaria biosintética de
su hospedante por lo tanto estos patdgencs son aitamente dependientes de su haspedante
para poder repticar y expresar sus genes mediante una cadena doble de ADN, por un
mecanismo de circulo rodante (MCR). Las moléculas de doble cadena son consideradas
intermedias para la replicacién viral llamadas formas replicativas {FRs), esto sugiere que la
replicacion sigue un mecanismo de circulo rodante (Fontes ef al, 1894, Orozeo et al, 2000)
similar a |a del fago & x 174, estudios de microscopia asf lo confirman (Jeske et af, 2001),

Los geminivirus requieren de pocos factores para su replicacion y encapsidacion, estos
virus son dependientes del ADN nuclear y de ias ARN polimerasas de la planta hospedante
(Hanley-Bowdoin, ef af,, 1999).

En este sentido el presente trabajo consistié en el aislamiento de genes de expresion
temprana; involucrados en 1a replicacion y acumulacion de ADN viral ast como ta expresién
génica de plantas de Arabidopsis.



It ANTECEDENTES

11.1.-PROBLEMATICA, IMPACTO ECONOMICO Y PRINCIPALES HOSPEDANTES

Las plantas en su entomo natural se ven influenciadas por factores abidticos como las
sequias, inundationes y heladas asl como factores bidticos tales como plagas y enfermedades
provocadas por diversos patdgenos pertenecientes a distintos reinos, tanto bacterias, hongos e
insectos han propiciade pérdidas parciales o totales en los cultivos. Sin embargo las
enfermedades que son ocasionadas por virus han despertado un mayor interés en las distintas
dreas de investligacion debide a que en términos précticos las enfermedades provocadas por
virus no son reversibles.

Los geminivirus pertenecen a un grupo de virus que ocasionan enfermedades severas
particularmente en yuca, maiz y otros cereales. Son fitopatdgenos versatiles que infectan
monocotileddneas como ef malz hasta dicotiledéneas como el tomate. Aproximadamente son al
menos 38 naciones fas que se ven afectadas por serias enfermedades en cultivos de tomate,
algodon y yuca. Tan solo a principios de los 90's las pérdidas en cultivos de tomate eran det
95% en la Republica Dominicana (Simdn, 1999). En Florida ascendieron a 140 millones de
dblares las pérdidas en cultivos de tomate ocasicnadas por €l virus moteado del tormate ToMoV.
La industria del tomate se vio seriamente afectada desde la década de los 80's en Florida, el
Caribe, México, América Central, Venezueila y Brasil. El virus del enrollamiento amariffo def
fomate TYLCV ha provocado pérdidas de hasta el 100% en cultivos de tomate en regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Polston y Anderson, 1997) (mapa il).

Desde 1970 han sido reportadas enfermedades producidas por el virus chino def fomate
CdTV en el Noroeste de México (mapa 1), tanto en cultivos de tomate como de chile. En afios
siguientes se han detectado y caracterizado otros virus como PHV y PepGMV lo que ha
complicado no solo {a deteccidn y diagnostice sino también el manejo de las enfermedades. En
los ditimos afios la deteccidon de CATV ha disminuido 1o que sugiere un desplazamiento por
otros geminivirus {Polston y Anderson, 1997).

México es considerado uno de los tres productores de chile més importantes en el
mundo, sin embargo sufre pérdidas entre el 20 % y 100 % debido a varias enfermedades que
son provocadas principalmente por geminivirus (Garzdn-Tiznado ef al,, 1989 citados por Anaya-
Lopez ef af, 2003; Godinez-Hernandez ef af, 2001). En nuestro pais los geminivirus afectan
cultives de importancia econémica como frijot (Phaseolus wulgaris L.}, tomate (Lycopersicum
escufenfum M.), chile (Capsicum annuum L) y calabaza (Cuctirbita pepo) (Torres et af,, 1996



citade por De la Tore-Almaraz 2002). Los virus identificados en cultivos de tomate son: virus
chino del tomate CATV, virus de la hoja enrollada del tomate Sinaloa STLCV, vy el virus de /a
hoja arrugada def fomate TLCV, en chile et virus del mosaico dorado del chile PepGMV antes
nombrado TPV y el virus huasteco del chife PHV (Garzén-Tiznado ef al., 1993 citados por De ia
Torme Almaraz 2002). Las regiones productoras de chile y tomate en México presentan
frecuentemente  infecciones individuales de estos virus asi como la mezcla natural de PHV-
PepGMYV siendo esta fa productora de sintomas més severos.

En Jalisco, Guanajuato y San Luis Potosi se han detectado la presencia de estos
geminivirus bipartitas (PHV y PepGMV) siendo Sofanum rostratum el hospedante mas
importante en términos epidemioldgicos (Garzén-Tiznado, 2002).

- Virus del chipe de tomate
cd7Y

m Virus def mosaico amariiio de
tomate
TYMy
S0 Paok

- Virus del mosaico dorads de tonate
TGMY

Mapa |.- Distribucion en el confinente americano de geminivirus en cuttivos de tomate en los afios 1970s



Et virus huasteco del chile (PHV) ha sido también detectado en fos EU al igual que el
virus dol mosaico dorado de chile (PepGMV). En el hemisferio occidental los geminivirus
significaron el principal problema en la produccién de leguminosas (Polston y Anderson, 1997).

PepGMV provoco una severa malformacion de hoja y un mosaico amariilo en chile
tabasco (Capsicum frutescens) y chile habanero (C. chinense) en 1997 al occidente de Costa
Rica (Pongtharin et af, 2000)

El virus del enrollamiento de hoja de tomate TYLCV fue primero descrito en 1964 en
una region de lsrael y después introducido accidentalmente a Ia Republica Dominicana
subsecuentemente reconocido en Cuba y Jamaica (Nakhla ef af, 1994 citado por Polston y
Anderson, 1997); este es un ejemplo de un virus del viejo mundo introducide al nuevo mundo

{mapa If).

L

B CdTV, PHY, TPV SGMV, STICY

B o r e
| -
e M o
B o MR =rou. Pas/
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Mapa |1.-Distribucién de geminlvirus en cultivos de tomate en el continente amesicano en los afios 1990s.
Designaciones temporales identificadas en Guatemala (TomGV1, TomGV2), Honduras (TomGv1) y
Nicaragua (TemGV1). Datos tomados de Polston y Anderson, 1997,



Et virus def mosaico amarilio de ia papa PYMV fue descrito por primera vez en 1986 en
cultivos de papa en Venezueia. Este virus al igual que ef TPV, PHV, CdTV han side detectados
en cultivos de chile en México (cuadro §)

Cuadro |

Caracteristicas sintomatolégicas de virus que Infectan cultlvos de tomate en el hemisforic

oeste (Datos tomados de Polston y Anderson, 1997). ‘

VIRUS DISTRIBUCION CONOCIDA SINTOMAS EN TOMATE
México (Sinaloa) ' Mosaico amarillo, enchinamiento severo
CdTv de Ia hoja y reduccion en el fruto
México (Guanéjuato Quintana Roo, | Aclaracién de venas, ligera distorsion
PHY Sinaloa, Tamaulipas), U.S. (Texas) de hojas, clorosis.

Practicamente en todo &l pais

Venezuela, Puertc Rico, Trinidad| Moteado clorético, enrollamiento de la
PYMV | Tobage. hoja.

México (Sinaloa) Clorosis foliar, encurvamiento de Ia
STLCV hoja, acortamiento de los internodos

Cuba Rugosidad, deformacién y
TTMoV enrollamiento de la hoja.

México (Coahuila, Sinaloa, Tamaulipas), | Mosaico, enrolamiento de 1a hoja.
TPV, PJV| Guatemala, U.S. (Arizona, Texas)
Practicamente en todo el pals.

Se han reportado diecisiete geminivirus en el hemisferio occidental y cinco de elfos se
han detectado en México (Polston y Anderson 1997).

La severidad de sintomas varia de acuerdo a la cepa viral que se trate, a la genética del
hospedante, a la época de infeccidn, a la fisiologia de 1a planta y al estado de desarrollo debido
que plantas infectadas en etapas tempranas frecuentemente son infrutecentes por o que ia
reduccitn en la produccion y calidad de frutos es muy comin, Las pérdidas son parficularmente
mas severas cuando la infeccidn se da antes de ia floracion {Pico ef al, 1996). Ademas la
incidencia, severidad y propagacién de la enfermedad tiene varaciones estacionales
significativamente comrelacionadas con fluctuaciones en la poblacién del insecto vecter (Cohen,
1968).

En regiones del Mediterranec la incidencia de virosis es particularmente importante sn
verano y otofio después de periodos de temperatura aita y baja humedad favorables para el
desarrcllo del vector. Bajo adecuadas condiciones de propagacion de la enfermedad, las
proparcianes epidémicas contlevan al abandono de cultivos en muchas regiones (Pico ef al.,
1995).



Los principales factores de propagacitn de nuevos geminivirus son las varlantes
evolutivas de los virus ademas de la aparicion del biotipo B de mosquita blanca asi como ¢
incremento en las poblaciones del vector. La recombinacion gendmica no salo entre variantes
del mismo virus sino también entre especies y géneros ha propiciado una rapida diversificacion
{(Varma, 2003).

Las especies a las que estos fitopatdgenos producen senias enfemedades pertenecen
a distintas familias como son Solanaceze, Leguminosae, Cucurbitaceae, Caprifolaceae y
Compositag principaimente. Particutarmente los Begomovirus son el subgrupo que posee un
amplio espectro de hospedantes, pues infectan cultivos agricolas como: el maiz, cafia de
azucar, tabaco, remolacha, tomate, frijol, yuca, algoddn, meidn, chile, papa, sandia, calabaza,
papaya, camote y soya. Hoy dia se continua investigando fa posible infeccién en nuevos

hospedantes.

H.2.-GENERAL IDADES SOBRE VIRUS

Los virus {considerados como ei paquete de una o mas meléculas de ARN (acido
ribondcieico) o ADN (4cido desoxiribonticieico) de cadena sencilla ¢ doble que nommalmente se
encuenira encapsidada por cubiertas de protelnas o lipoprotefnas) son endoparésitos
intracelulares obligados, pues requieren de una célula hospedante susceptible para poder Hevar
a cabo su clele de vida (Vega y Rivera 2001), Existe una gran diversidad de virus vegetales, de
los cuales han sido reconocidas aproximadamente 45 familias entre |as cuales el 85% contiene
ARN en su genoma mientras que el 15% restante contiene ADN.

Desde un enfoque econémico el grupo de los gemitivirus y los polyvirus se han
convertido en los dos grupos mas importantes debido a las pérdidas ocasionadas en los
cuitivos. Estos dos grupos presentan una diferente composicidn gendmica, mienfras que los
potyvirus presentan un genoma constituido por ARN, los geminivirus estan constituidos per una
© dos moléculas de ADN de cadena sencilla.

1L.3.-IMPORTANCIA

Ei andlisis de virus de ADN en animales ha contribuido significafivamente para entender
ta replicacion de ADN, transcripcion y regulacion del ciclo celular en mamiferes. Los geminivirus
por ofra parte, han resultado ser excelentes modelos de estudio para comprender los procesos
cefulares en plantas. La importancia del estudio de los geminivirus en et ambito bioldgico radica
en que ha permitido profundizar en los estudios de la interaccidn planta-patdégeno, en eventos
bioguimices de la célula vegetal asi como en procesos involucrados en el ciclo celular e inciuso
han aportado informacion en procesos de apoptésis (Hanley-Bowdoln et al., 1999). Reportes
recientes proveen importantes conocimientos acerca de la estructura y funcién del origen de
replicacion de estos virus.



Las pocas proteinas necesarias para su replicacion y encapsidacion, su pequefio
tamafio v su relativa sencillez en la organizacion de su genoma convierten a lo geminivirus en el
marco conceptual para estudios de biclogia molecular de plantas y en excelentes modelos de
estudio de procescs hioquimicos.

H.4.-TAXONOMIA

La clasificacion en un inicio fue de acuerdo a fa sintomatologia desarrollada pers debido
a las variantes en la sinfomatologia retacionada con distintos factores resulto ser muy imprecisa
y poco confiable razén por la cual se opto por clasificarlos sobre la base de ofras
caracteristicas; la familia Geminiviridae esta conformada hasta el momento por cuatro géneros:
Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus y Topocuvirus (cuadro 1)

Cuadro I,
Clasificacion de la familia Geminiviridae, los virus tipo son reconocidos por sus iniciales on ingles.
GENEROS  ORGANIZACION RANGO DE INSECTCO VIRUS TIPO

GENQMICA HOSPEDANTES VECTOR

Vitus del estriado
Mastrevirus Mornopartita Monocotileddneas  Chicharritas del maiz (MSV)

Virus del

Curtovirus Monopartita Dicotitedéneas Chicharritas encrespado de
betabet (BTCV)
Virus del mosaico

Begomavirus Monopartita o Dicotiledéneas Mosca blanca de frijot (BGMV)
_bipartita |

‘ Virus del pseudo
Topocuvirus Monopartita Dicotiledéneas Saltamontes  enmollamiento del
’ tomate (TPCTV)

Son de particular intarés para los Taxénomos la regidn comun, la regitn intergénica, la
regién que codifica para ta proteina de la capside y ia proteina ascciada a fa replicacion.

1.5 -GEMINIVIRUS

El nombre deriva de la morfologia de su particula, pues vista al microscopio
electrdnico se aprecia una particula asemejando dos poliedros gemelos © geminados unidos por
uno de sus lados (Rivera et af,, 1997). Los geminivirus se caracterizan también por presentar un
pequefio genoma de aproximadamente 2.5 a 3 kiloparesbases (kpb).




Fig. 1 = Fig. 2
Figura 1.-Dibujo esquemdtico de los geminivirus, ta estructura de la particula consiste de dos
pofiedros geminados unidos por uno de sus lados. Figura 2.- Microgrifica electrénica de un
Mastrevirus, Virus del mosaico estriado de chioris (CSMV) infectando una graminea (tomada de
Franck! RIB, Milne RG, Hatta T. 1985, Atfas of Plant Viruses. CRC Press).

Respecto a su diversidad la familia Geminiviridae esta conformada hasta el momento por cuatro
géneros que difieren en el insecto vector, 1a clase a la que pertenece la planta hospedante y a la
estructura genémica del virus (Fauquet, 2003; Rybicki, 1994 citado por Hanley-Bowdoin ef af.,
1999).

Mastrevirus
El primer género llamado Mastrevirus to integran virus transmitidos por chicharritas, los cuales
infectan principalmente a miembros de la clase Liffopsida o plantas monocotiledoneas, con
excepcion de virus del enanismo amaerilio de fomate (TYDV)} y el virus def enanismo amarifio de
frijol {(BeYDV) que infecta especies de la clase Magnoliopsida o plantas dicotileddneas; su
genoma lo compone un solo elemento que lo caracteriza como monopartita (MP). La especie
tipo es el virus del estriado de malz (MSV), este virus de 2687 nucledtidos presenta cuatro
regiones codificantes y dos regiones Inter-génicas, una regidn intergénica larga y otra region
Intergénica pequedia (RIL y RIP} (Cuadro 1),

Curtovirus
Los Curlovirus integran el segundo género y es también transmitido por chicharritas y su
genoma es MP, perc la clase a la que pertenece la planta hospedante es Magnoficpsida o
plantas dicotiledtneas. El virus tipo es el virus def enroflamiento apical de fa remolacha (BCTV)
con 2993 nucledtidos; este virus presenta tres marcos de lectura abierta (MLA) en sentido del
virion, V1 que codifica para [a protelna de la capside, V2 que regula los niveles de la doble y {a
cadena sencilla de ADN y V3 que facilita el movimiento viral de célula a célula. BCTV presenta
otros cuatro MLAs en sentido complementario, C1 que codifica para la proteina de replicacion
Rep, C3 que aumenta la fasa de replicacién, C4 que puede iniciar Ia divisién celular. De C2 se
desconoce ta funcién de su producto.



Begomovirus
Los Begomovirus, son el tercer género y es el mas grande de la familia, incluye virus
transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci), los cuales infectan dicotiledéneas cuyo
genoma es generaimente bipartita (BP} aunque también existen monopartitas come el virus def
enroliamiento amarillo de tomate (TYLCV). La secuencia nucleotidica de ios dos componentes
es diferente con excepcidn de una regién no codificante llamada regién coman, la cual es
idéntica para los dos componentes pero difiere entre especias. La especie tipo es el virus de/
mosaico dorado del frijol (BGMV).

Topocuvirus
Existe muy poca informacion referente al cuarto género conocido como Topocuvirus, £n cuanto
a la organizacién de su genoma se refiere este subgrupo presenta una gran similitud a los
Curtovirus por lo que se cree que surgieron de estos. Los Topocuvirus Infectan dicotiledéneas y
presentan un genoma MP pero a diferencia de los Curfovirus el agente transmisor es un
ontdptero Micrutalis malleifera, La especie tipo es virus del pseudo-enrollamiento de tomate
(TRPCTV) (Mattew's y Hull, 2000).

Los geminivirus en general contienen marcos de lectura abierta (MLA) dispuestos y
transcritos de manera divergente con respeto a una regién intergénica no codificante (Hanley-
Bowcin et al, 1989). La organizaciéon gentmica de los geminivirus BPs es muy similar. Los
genes son denotados segln la posicion que ocupan en ef genoma A o B, adefnas de una V si
esta en sentido del virion ¢ C si esta en sentido de la cadena complementaria y finalmente se
numeran en forma secuencial. Los componentes genémicos son transeritos bidireccionalmente,
uno o dos en sentido de la cadena positiva o del virién {v), y tres o cuatro en sentido de la
cadena negativa o compleénen:aria (). Ambos componentes son requeridos para una infeccion
sistémica (Rogers ef al, 1986) vy se encuentran encapsidados por separade en particulas
icosaedras incompletas conformadas con un total de 22 capsdmeros pentaméricos (Hamilton ef
al., 1883); en el componente A se encuentran las secuencias codificantes para proteinas
involucradas en la replicacion y encapsidacion del ADN viral y en et componente B estan las
secuencias necesarias para el movimiento de particulas virales intra y extracelutar (Rogers et
al., 1986).

Los geminivirus consisten en un 80% de proteina de un solo tipo de
aproximadamente 30 KD. La doble estructura icosaedra esta compuesta de subunidades con un
total de 22 capsdmeros por particula (Pico et al, 1996). Estos patégenos son capaces de
inducir la maquinaria de replicacién de ADN en células de plantas maduras {(Hanley-Bowdoin et
al, 1999). Una vez dentro de la célula hospedante el ADN viral se desencapsida y entra al
niicleo celular e inicia la sintesis de la cadena complementaria por lo que se genera la forma
replicativa (FR) (fig. 3).
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Primero [a cadena sencilla de ADN es
convertida a doble cadena con participacién
de los factores celulares. Luego la cadena
doble sirve de templade para la expresion
de genes virales o puede iniciar la fase de
circulo rodante con participacion de factores
cetulares y preductos de la nueva cadena
de ADNcs, ello dependera de la célula
huésped.

La cadena sencilla de ADN se asocia con la
proteina de la capside para salir fuera del
ndcleo y después fuera de la célula a través
de plasmodesmos (Gutiémrez, 2000).

Fig. 3.- Dibujo esquemdtico de la replicacién
de geminivirus en la célula vegetat.

Los Mastrevirus son los dnicos que contiene dos regiones feconocidas por su tamafio, una
regidn intergénica larga y otra pequena {RIL ¥ RIP) (cuadro iI).

Cuadro Il
Organizacién genémica de geminivirus. Los genes orientados de forma divergente con respecto a
un regién intergenica que incluye un nonédmero conservado donde existe un sitio de corte para

iniciar fa replicacién. (Tomado de Gutiérrez, 2000)

Mastrevirus Curtovirus Bagomovirus Topocuvirus
~TAATATT M.‘—
TAATATT a¢ wu. Arr ac f TAATATT AG
7 vo ADNA
Rep < \m \
RL
'\};‘é
irde Fowd ?\T.a..a.mn AC
N /w
Miembros MSV, WDV M BG
iembros BGMV, i
S8V, Miembros BCTV Miembros TECTY
TGMV, ACMV,

BeYDV, TobYDV
SgLCV, TYLCV
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Los Mastrevirus a través de la remocion de intrones def ARN mensajero, transcrito a
partir de C1 y C2 que se encuentran traslapados, generan una protelna Rep que es homologz a
{a sintetizada por virus biparitas. Otra protelna también detecta es RepA la cual posiblemente
esta involucrada en la regulacion de Rep. Los Masfrevirus ademas tienen una molécuia
iniciadora {cebador) de ia sintesis de 1a cadena complementaria, dicha molécula esta asociada a
la regidn intergénica pequefiz (SIR). Los MLAs Rep y RepA se encuentran en sentido
complementario denotados respectivamente como C1y C2. En sentido del viridn se encuentran
Vi y V2, el primero es necesario para producir la proteina de la capside y el segundo para et
movimiento y desarrolio de sintomas. tos MLAs de Curfovirus y Begomovirus monopartitas
guardan una estrecha homologia en cuanto a la disposicion de los genes C1, C2y C3 y en
cuante a los productos proteicos que generan Rep, TrAP y REn con respecto a la de virus
bipartitas. En sentido del virién los genes de Curfovirus y Begomovirus son muy similar a la de
Mastrevirus puesto que V1 ¥y V2 tienen la misma funcitn,

116 -SINTOMATOLOGIA

Los efectos visibles de la infeccién viral son considerados como la sintomatologia que
desarrelia la planta a partir de introduccidn del patégeno, pudiendo ser estos a nivel de
crecimiento ¢ metabdlico del hospedante. Los sintomas en un principio eran la base para la
clasificacion y diagnostico de la virologia y precisamente debido a que los sintomas varlan de
acuerdo a |a cepa o mezcla de cepas virales, al estado de desarrolic de la planta y de acuerdo a
las condiciones ambientales fue que resultaba impreciso y poco confiable por lo que se opto por
clasificarios de acuerdo a las caracteristicas mencionadas antes.

Los cambios provocados por estos fitopatdgenos comienzan con I replicacion lo cual
altera el metabolismo celular de fa planta denotdndose en cambios fisioldgicos y bioquimicos.
La denotacion puede ser macroscopica cuando son claramente visibles © microgscopica cuando
los cambios intemos solo son visibles por técnicas de microscopia.

El moteado clondtico, mosaico amarilio, clorosis foliar, enrollamiento foliar,
abultamientos, reduccion de area foliar, enanismios y reduccion de los frutos son algunos de fos
sintomas macroscopicos provocados por geminivirus (Polston y Anderson, 1897).

Un ejemplo de geminivirus bipartita es el virus def mosaico dorado de fomate (TGMV)
descritc por primera vez en 1975 por Matyis et al., este fue aislado inicialmente en plantas de
fomate y posteriormente de varias especies de Nicofiana incluyendo N. bentharmiana, BGMV es
un virus genéticamente cercano a TGMV y ambos infectan N. benthamiana sin embargo solo
TGMV esta bien adaptado a este hospedante puesto que BGMV invade solo floema de hojas
infectadas sin embargo TGMV invade el tejido mesdfito (Morra y Petty 2000). Estudios previos
sefialan que existe un proceso de adaptacion de las proteinas de movimientos en BGMV y
TGMV 2 su hospedante (Gillette of af, 1988) sin embargo no son €l anico factor determinante
de los fenotipos desarrollados en el hospedante. Los sintomas provocados por TGMV son el
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enchinamiento extremo de sus hojas, actaracién de venas y un patrén caracteristico de mosaico
dorado que aigunas veces inicia en la base de hojas maduras. Otro geminivirus bipartita es el
virus huasteco del chife PHV que ocasiona amarillamientos que inician & partir del peciolo y se
extiende por el area foliar, produciendo enchinamientos visibles, Ademas el PHV mantiene
sinergisme con ofro virus bipartita conocido como el virus del mosaico dorade dé! chile PepGMV
el cual produce un sindrome llamado “rizado amarillo”. Esta mezcla suele ser cominmente
encontrada de forma natural y produce sintomas mas severos gque la ocasionada de manera
individual.

1.7 -GENOMA BIPARTITA

Dentro del género Begomovirus se encuentran todos los virus que presentan un
genoma bipartita es decir siz genoma lo integran dos moléculas de ADN que son denominados
ADN-A y ADN-B cabe seflalar que se requiere de ambos componentes (Rogers et al, 1986),
para generar un infeccién sistémica aun cuando ambos componentes son encapsidados por
separado (Hamilton et af, 1983). El género Begomovirus es el mas grande de la familia
Geminiviridae y dentro de este género se encuentran virus con un genoma por lo general BP y
algunos con genoma MP.

Los virus con genoma BP presentan dos componentes que difieren en su secuencia
nuclectidica excepto por una regién comun (RC) de aproximadamente 200 nucledtidos, donde
se epcuentran secuencias requeridas para la replicacion de ADN viral. El ADN gendmico
contiene secuencias codificantes divergentes separadas por una regidn intergénica, la regién
intergénica es de aproximadamente 80 b y se encuentra dentro de [a RC.

Los analisis y comparaciones de secuencias de varios geminivirus han revelado que la
organizacién de sus genes es conservada {Hamilton ef af, 1984). Los genes se encuentran
dispuestos de manera divergente con respecto a un region intergénica no codificante, estos
genes se denominan de acuerdo al componente que pertenecen, al sentido en que se orienta la
cadena y a ta secuencia con respecto a la Rt (cuadro V).

TAATATT AC
Rep ~ TAATATT AC
RC
£4 BC1
ADNA 14 PC ADH B
BVt
\b "

TrAP RE

Fig. 4.- Organizacién genémica de virus bipartitas (TGMV) mostrando los MLAs traslapados con
dos tipos de nomenclaturas.
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Sin embargo recientemente se ha pretendido nombrarlos de acuerdo a la funcién del
producto proteico, hecho que causa confusiones e imprecisiones puesto que aunque existen
horneologias algunas proteinas tienen mas de una funcién.

Cuadro IV
Nomenclatura estindar para geneg y proteinas de geminivirus con su cormespondiente
nomenciatura alternativa. La nomenclatura utifizada en el presente trabajo es |2 sugerida por Van
Regenmontel, 1997,

GEN FUNCION NOMENCLATURA ALTERNA
Rep Involucrada en la replicacion. C1. AC1, AL1.
TrAP Transactiva los genes AV1 y BV1. C2, AC2 6 AL2 y BR1
RER Potenciadora de la replicacion. C3, AC3, AL3
AC4 Funcion desconocida C4, AC4, AL4
PC Proteina de la ¢épside V1, AV1, AR1
BC1 Proteina de movimiento y sintomas BC1, BL1
BV1 Proteina de movimiento BV1, BR1

Estudics en TGMV han demostrado que toda la informacion necesaria para la
replicacion y encapsidacién se encuentran en el componente A, El compenente B no puede
replicarse en ausencia del componente A pero este componente es requerido para ef
movimiento sistémico v la produccion de sintomas (Rogers ef af., 1986; Sunter ef af, 1987).

Una proteina requerida para la expresion de los genes que estan orientados en sentido
del virién del componente A y B; es decir PC y BV1, es 1a proteina TrAP dicha expresion ocurre
primero en el ambito de trascripcion esto explica la carencia de infectividad en mutantes de
TrAP (Sunter, y Bisaro, 1991, 1992, 1997).

La proteina implicada en la encapsidacién viral no es necesaria para una infeccion
sistémica, entendiendo por infeccion sistémica aquella en la que el vinus es capaz de moverse
dentro y a través dal sistema vascular de su hospedante {Pascal, 1993 citado por Noueiry et al.,
1994},

La proteina de ia céapside PC esta codificada por un marce de lectura abierto que vaen
el sentido de! V. Durante la infeccibn es |a proteina mas gbundante. Esta proteina ademas de
resguardar el genoma viral juega un papel importante en la especificidad con e insecte vector,
trabajos de homologia entre las secuencias de las proteinas de la capside de virus trasmitidos
por Bemisia tabaci ast 1o confirman, ademds la baja homologia entre tos MLAS de fa PC de los
BCTV, MSV y WDV que tienen diferemte vector reafirman esta idea (Stanley, 1986). Trabajos
reportados en Nicotiana benthamiana revelan que la proteina de la cépside no es requeriga
para la replicacion viral 0 desarroflo de sintomas con TGMV (Gardiner ef al., 1988), sin embargo
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juega un papel esencial en la infeccion y propagacién del virus en CaMV (Daubert et a/, 1983
citado por Gardiner et al., 1988); algo similar pasa con el virus del mosaico de tabaco (TMV) en
donde Iz proteina de la capside es importante para infectar plantas de tabaco. En Begomovirus
no es indispensable para desarrollar sintomas pero cuando esta proteina esta ausente los
sintornas se retardan y se atenan (Gardiner et al, 1588) al iguat que mutaciones en REn, los
Curtovirus, por ofro lado si requieren de esta protelna para la produccion de sintomas.

La PC también esta involucrada en el movimiento de! virus dentro de la planta, puede
inferactuar con la proteina del movimiento para llevar a cabo maovirnientos intra o extracefulares,

En el componente B se encuentran las secuencias que codifican para proteinas de
movimiento. Ademas estudios de mutaciones en BC1 y BV1 han demostrado la perdida de
infectividad (Lazarowits, 1992). Existen dos tipos de movimiento, el movimiento de célula a
célula y el movimiento a larga distancia a través del fioema. La proteina BC1 esta involucrada
en el movimiento extensivo y ayuda al movimiento del ADNcd de célula a célula a traveés de
plasmodesmos y su tamafo no es un factor fimitante.

Por otro lado la proteina BV1 esta involucrada en el movimiento del ADNcs y ADNed
fuera del nucleo (Noueiry et al., 1994); BV1 transporta el genoma viral de nicleo a citoplasma,
sin embargo existen tres distintos efementos genéticos en TGMVY implicados en la invasidn a
mesofilo (Morra y Petty, 2000; Qin y Peity, 2001).

1.8.-TRANSMISION Y CICLO DE INFECCION

Las interacciones planta-patégenc son altamente especificas lo que sugiere que dichas
interacciones son dirigidas por mecanismos especificos de reconocimiento, tos mecanismos
especificos ocurren a través de sedflales moleculares entre patdgeno y hospedante que
determinan si el resuitado es el desarrollo de ia enfermedad o el desamolio da mecanismos de
resistencia, por lo tanto [a capacidad del patdgeno de reconocer, invadir y dividirse en fa planta
hospedante depende de la interaccion patogénica.

Existen varios eventos bioquimicas y fisiolégicos que ocurren en la céiula de la planta
hospedante, una de ellas es la respuesta de hipersensibilidad la cual involucra una répida
muerte celular localizada que conlleva a una necrosis de tejido en el sitio de infeccién, otra
respuesta es la que incluye el engrosamiento de fa pared celutar alrededor de la regitn
infectada por la deposicién de lignina y otros elementos. La acumulacién en plantas de acido
salicilico después de una infeccion actia como una sefial enddgena necesaria para fa induccion
de genes de defensa. Los genes de resistencia confieren al hospedante a capacidad de
reconocer un patdgeno y producir con ello sefiales moleculares especificas. Se han
desarrollado en el 4rea de la biologfa de plantas, andlisis genéticos de resistencia a
enfermedades en Arabidopsis para comprender los mencionados eventos (Kunke! 1896).

Cuando los genes de defensa no son inducidos, es decir cuando no hay sefiales de
reconocimiento, los patdgenos son capaces de dividirse en su hospedante; 2 este respecto los
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geminivirus para poder liegar a su hospedante, se valen primero de un insecto vecior que
inocula particulas virales. La transmision ocume mediante dos procesos, uno en €l que el
insecto vector adquiere el virus y ofro en el que el virus es adquirico por 1a plarda hospedante.
En todos los casos son vectores pertenecientes al orden homdptera con excepcién del género
recientemente descubierto Topocuwirs. Los Topoounirus son transmitidos por saltamontes
pertenecientes al orden ortdptera. Las principales familias a las que pertenecen los miembres
del orden homoptera son la Cicadelidae o Aleyrodidae, dentro de la primera familia se
encuentran distintas especies de chicharritas y en la segunda se encuentra fa mosquita blanca,
(Bemisia fabaci y Bemisia argentifolf). Este es precisamente uno de los criterios de
clasificacién.

L9 -MOVIMIENTO VIRAL

La transmigi6n de los geminivirus a través de la mosquita blanca es de tipo circuative,
12 transmision requiere del paso del virus a través del cuerpe del insecto, pasando primero por
la hemolinfa y después hacia las glanduias salivares vy es mediante las secreciones salivares
como se Heva a cabo la inoculacién del virus en la planta (Hunter ef al, 1998), aungue existen
trabajos que demuestran la transmision transdvarica de un cierto tipo de virus.

a (2
. Q&

Hemolinfa

Fig. 5.- Transmisién de geminivirus {tomado de Hunter ef al., 1998).
El virus es ingerido a parttir de tejido de plantas infectadas y pasa al esdfago a través de los
estiletes dentro de una camara filiro donde pasa directo a estas membranas dentro de la
hemotinfa. El virus se mueve por la hemolinfa hasta las membranas de las glandulas safivares.
Aqui el virus afraviesa ta membrana de la glandula salivar y se desplaza por los conductos
salivares infectando nuevas plantas.
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11.1.1,-REPLICACION

Los geminivirus en general usan el mismo MCR para duplicar y expresar su genoma,
este mecanismo tiene dos fases principales; en [a fase uno la cadena plus o cadena sencilla
sirve como templado para la sintesis de la doble cadena o FR. Durante la segunda fase 1a FR
sirve como templado para Ia replicacion o para la transcripcion esto dependera de la maquinaria
biesintética de 1a célula tal como se describe en la Fig. 3 (Haniey-Bowdoin et af, 1990).

Existe ura regidn comun para los geminivirus bipartitas que es idéntica para los dos
componentes pero difiere entre geminivirus, esta regidn coman contiene ios elementos que
controtan el proceso de replicacién y transcripcién ademds de contener una zona intergénica
esencial para la replicacion viral con un repetido invertido rico en GC que tlene el potencial de
formar una estructura de tallo y asa, donde se incluye un nondmero conservada entre todos los
geminivirus (Rochester, 1994). En este mativo nonamérico conservado es donde la proteina
que inicia la replicacidn hace un ¢orte para iniciar dicho proceso, el sitio exacto donde hace el
corte es TAATATT ,L AC (Fig. 6).

Estudios bioquimicos demuestran que la sintesis de la cadena plus de ADN inicia
dentro de este motivo conservado de la horquilla {Laufs, 1995 citado por Hanley-Bowdoin ef af,
1999).

En el componente A, se encuentra la secuencia que codifica para la proteina de
replicacién de ADN viral. A este respecto el presente trabajo consistio en aislar y clonar ia
secuencia que codifica para fa proteina implicada en fa replicacion viral la cual resulta ser
esencial y suficiente para iniciar fa sintesis de 1a doble cadena de ADN. Esta proteina también
es suficiente para dirigir Ia replicacién del componente B (Hayes y Buck, 1988, Hanley-Bowdein
ot al, 1990) ademas es requerida para la infectidn viral. Otra secuencia de interés también
aislada fue la secuencia que codifica para la proteina REn, esta juega un papel importante en la
acumulacion de ADN {(Sunter, ef al,, 1950) a través de un mecanismo aun descorocide (Sunter
et al, 1990) y aunque esta no es esencial como Rep (Hanley-Bowdoin of af, 1989) existen
estudios de mutacion que sefialan que cuando la proteina REn es mutada existe una
atenuacion y retraso en los sintomas (Elmer et al,, 1988). Ademas Reportes recientes sefialan
que la proteina REn de TGMV ineractia con Rep y forma oligémeros del mismo modo
interactia con un factor regulador del ciclo celular del hospedante (pRb) {Settiage et af, 2001).
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Fig. 6.- Esquema del sitio de corte en l2 horquilla del componente A y del componente B de TGMV
{datos tomados de Hamilton et al, 1984}

La proteina Rep ademds de estar involucrada en ja replicacion viral también participa en
{a transcripcién debido a que reprime su propia expresién y puede incrementar la transcripcion
de genes tardios en algunos geminivirus, sin embarge, para Mastrevirus la proteina C1 es
multifuncional puesto que achia iniciande la replicacion y la actividad del promotor de la proteina
de la capside (Hofer, 1292)

Por tanto, el origen de replicacién tiene una arquitectura modular que forma dos
distintas categorias. Los Mastrevirus por su parte, contienren una larga region en ¢is donde la
proteina C1 o Rep forma complejos mditiples y los Begomavirus por ofro lado contienen un sitio
de unién a Rep,

Estudios de expresion funcional de Rep en plantas de tabaco con el TGMV demuestran
que aunque Rep es suficiente para inducir la replicacion de [a doble cadena de ADN, no es
determinante para la patogénesis {Hanley-Bowdaoin, et af, 1990). Sin embargo estudios previos
en TGMV demuestran que los productos de Rep, TrAP y REn son requeridos para la
infectividad (Elmer &t af, 1988).

En los Begomovirus y Curfovirus, Rep es codificada por un solo marco de lectura
abierto en e sentido de la cadena complementaria. Para Masfrevirus, Rep es codifica por dos
marcos de iectura que son franscritos en un mismo ARN mensajero (Ascencio ef al.,1999).

La proteina Rep inicia la replicacion introduciendo un corte en la horquifla antes del sitio
de corte de Ssp 1 (TF¥ AC), para dicho corte se requiere un ataque nucieofilico desde e grupo
hidroxilo de tirosina 103 de Rep al enlace fosfodiester entre las 7 y 8 bases de 1a secuencia
nonanucleotidica conservada (secuencia de nueve nucleétidos). Rep debe reconocer una
regién especifica en la regidnh comin, esta region es especifica para cada geminivirus.

Existen dos modelos que explican la replicacion; uno que sefiala que debe haber dos
molécutas de Rep una unida a ia cadena y otra que realice el corte final para liberar el
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monoémero viral. Otro modelo seffala que la replicacion es discontinua y asume que una sola
tirosina de Rep realiza la unidn inicial y corte final,

Rep ademas presenta cuatro secuencias aminoacidicas altamente consefvadas el
motivo Il parece estar relacionada con 1a unidn a lones metilicos, el motivo ] contiene tirosina
conservada implicada en el corte de ADN, el motivo IV sitio de unidn a nuciedsidos trifosfatos, et
motivo | parece ser parte del dominio que interactia con ADN, el que presumiblemente posee
una estructura de tipo B-a-a (Ascencio, ef al, 1999)

£l motivo | se encuentra adyacente a un dominio de 10 amincacidos que ha sido
identificado como el determinante de especificidad de unién al ADN {Ascencio, ef af., 1999).

La proteina que es potenciadora de la replicacion (REn) pero no indispensable para la
replicacion, no se encuentra en Masirevirus, se desconoce como actia esta proteina pero
podria estar actuando como estabilizador al ADN de cadena sencilia en la interconversién de
ADNcs a ADNcd o controlando el ensamble de la particula viral (Hormuzdi y Bisarc 1993,
Lazarowits 1892)

Recientemente se ha propuesto que ayuda come multimero ayudandoe a la accidn de
Rep (Hanley-Bowdoin et ai,, 1989}

Por lo anterior se concluye que para la replicacion viral se pueden limitar las fases del
ciclo cetular en ef momento de la replicacion cromosomal,

i1.1.2 -TRANSCRIPCION

Existen genes que son requeridos al inicio del ciclo de infeccidn por [0 que se expresan
antes y durante ¢l ciclo de infeccidn, genes camo Rep y TrAP son ejemplos claros de genes
tempranos. La PC es un ejemnplo de genes tardios pues esta es reguerida en los Ultimos
estadios del ciclo infectivo, asi mismo estos genes requieren de la expresion de otros genes
para poder ser axpresados.

TrAP codifica para una proteina que transactiva la expresion del gen de la PC y de una
de las proteinas del movimiento BV1, esta proteina activa ia expresion de estos genes a nivel de
transcripcién € independiente del proceso de replicacion. En el ¢aso de virus bipartitas, esta
transactivacién parece ser mediada por elementos de secuencia discretos que acthan en cis y
especificos para la accion de TrAP, Esta proteina transactivadora presenta tres dominios: el
basico, el atipico dedo de zinc y el dominio acldico {Sunter y Bisaro 1992).

En Begomovirus muy cerca de g horquilia de replicacién se encuentra un segmento de
aproximadamente 60 b que contiene una caja TATA v una caja G, este segmento potencia la
transcripcion y funciona como elemento regulatorio de Rep. La proteina Rep por su parte tiene
la facutad de automregular su expresién de forma negativa. Aparentemente en todos los
geminivirus existe una localizacion limitada al floema del promotor de Rep. La PC también se
expresa en meristernc y tejido vascular, los elementos involucrados en la expresion de la PC en
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meristemo se encuentran rio arriba det sitio de inicio de la transcripcion y entre 115-235 nts los
elementos de expresion en tejido vascular (Ruiz, ef al, 1999).

It.1.3.-CLONAS VIRALES USADAS

Existen antecedentes muy antiguos de la presencia de geminivirus que afectaron la
economia en Africa desde 1894 causada por el virus africano def mosaico de la yuca ACMV:
pere hasta la década de los 70's se logro caracterizar algunos de estos virus lo que permitié que
se reconociera oficiaimente como grupo independiente en 1978. El primer reporte sobre
geminivirus en México produjo una enfermedad en jitomate con un severe enchinamiento de
hojas conocido como virus del chino del tomate CdTV. Sin embargo, el primer geminivirus
aislado y caracterizado moleculammente en México fue el virus huastoco del chile PHV (Idris et
al, 1999). PHV fue primero detectado en Tamaulipas en cuitivos de chile, mientras que en
Sinaioa los cuitivos de jitomate eran afectados par otres virus (CdTV). Ha resultado PHV ser un
modelo interesante de estudio tanto a nive! fitopatologico como a nivel molecular debido que al
parecer este virus forma interacciones compiejas con otros virus detectados antes. Una mezcla
cominmente encontrada en muchos cultivos horticolas de México es la mezcla PepGMV-PHY
{Méndez-lozano, et al, 2003), la cual establece una interesante interaccidn virus-virus.
Recientes estudios sobre dicha interaccion sugieren que estos virus pueden interactuar a nivel
de replicacidn y movimiento, asi mismo pueden interactuar de diferente manera, sinérgica o
antagdnica (Méndez-Lozano, et af, 2003). Esta combinacién de virus ha sido utilizada en el
presente frabajo para estudios de expresién génica en plantas transposantes de Arabidopsis.

Estudios de filogenia demussiran que PHV presenta hasta un 80% de homologia con
virus como BGMV, BDMV, SqLCV y TGMV, en cuanto a la proteina de la capside se refiere.
Ademéas estudios basados en la organizacién de los sitios de unién de Rep sefialan que PHV
puede considerarse un virus hibrido entre geminivirus de viejo y nuevo mundo (Ruiz-Medranc ef
al., 1996).

PHV es un virus bipartita perteneciente a los Begomovirus y presenta en ef componente
A, tres MLAs crientados en sentido complementario y uno en sentido del virion, para el
componente B son dos MLA, uno en sentido complementario y otro en santido det virion {Fig.
7.
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Fig. 7.- Dibujo esquemético de los MLA’s del virus huasteco def chife (PHV). Rep codifica para la
proteina Involucrada en la replicacion viral, TrAP el gen que transactiva los genes en sentido del
virién de ambos componentes, REn involucrada en I2 acumulacion de ADN. BCl y BVI proteinas del
mevimiento, CR o RC regién comin donde se encuentra [a regién intergénica R (Ruiz-Medrano, et
al., 1996),

Para poder definir los elementos de secuencia involucrados en la regulacion por TrAP
de PHV se examiné los promotores del gen PC y BV1 los resultados sugieren que aun
truncando el promotor de ta PC este es aun transactivador viral {Ruiz Medrano et /., 1999)

Un geminivirus que tiene un amplic range de hospedantes dentro de la familia
Brassicaceae que incluye la col y Arabidopsis thaliana es el virus del enrolfamiento de hoja de
cof (CabLCV). Este virus también invade eficientemente mesofilo de Nicotiana benthamiana (Hitl
et al., 1998) aunque este un hospedante comiln de todos los geminivirus bipartitas. Estudios
recientes sobre pseudorecombinantes de virus def enroflamientc de hoja de calabaza (SqLCV )
y virus del enrollamisnto de hoja de col (CabLCV), proveen indicios sobre & posible origen de
nuevos geminivirus bipartitas a través de mezclas infecciosas, este estudio sefiala que virus con
diferente rango de hospedantes, pueden tener origenes de replicacion y proteinas de
replicacion  suficientemente simifares para permitir que dichos pseudorecombinantes sean
infecciosos, aun cuanda no pueden desarrollar una enfermedad sistémica (Hill et al., 1998).

I1.1.4.-Arabidopsis thafiana COMO MODELO DE ESTUDIO

Arabidopsis thaliana es una planta herbécea periengciente a la clase Magnoliopsida o
plantas dicotileddneas. En la familia Brasicaceae a la que pertenece esta dicotiledonea se
encuentran plantas de interés agro-econdmico como ia col y el brdcoli y aunque Arabidopsis
carece de valor econdmico estd se ha consolidado comeo un excelente modelo biologico para
estudiar diferentes procesos bioldgicos, en particutar la interaccion planta-patégeno por poseer
un gran ntimero de propiedades y facilitar el trabajo experimental (Meyerowitz ef al,, 1987).

Arabidopsis consiste basicamente de una roseta basal de hojas {cortos internodes) ¥
tallos (largos internodos) teminados en flores, es una planta de pequeiio tamafio (20-30 cm de
aftura), que tiene un ciclo corto de generacién (5-6 semanas), con un alte numero de semitlas,
(10,000 por planta), es autopolinizable v tiene una alta eficiencia de transformacion genética
(Seki et al, 2002); pero sobre todo Arabidopsis es una excelente herramienta experimental
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debido a que posee el genoma vegetal mas pequefio conocide hasta 2hora, ademas contiene
en su mayoria secuencias unicas de ADN; su genoma es de un tamafio de 7xi0° phen 5
cromosomas, el cual ha sido secuenciado en su totalidad, motivo por el cual se ha convertido en
objeto de estudios de genética en plantas con un enfoque sobre |a biologia del desarrolio.

Recientemente esta pequefia herbacea ha sido establecida como un sisterna modelo
para estudios de interaccién con diversos patdgenos entre los que se encuentran virus,
bacterias, hongos y nematodos (Kunkel, 1998).

Agrobacterium T-ADN ha sido utilizado para estudios de mutagénesis insercional o que
ha permitido usar y clonar un cierto nimero de genes (Feldmann et al, 1989) a este respecto,
Arabidopsis podria ampliar el uso de ia mutagénesis insercional. Recientemente se han
identificado elementos transponibles en esta herbacea (Tsay et al, 1983) aungue no han side
bien identificados. E! uso de transposones heterdlogos en Arabidopsis especificamente Acy Ds

~ de malz, han sido analizados con respecto al efecto de posicion de diferentes transformantes,
(Bancroft v Dean, 1993); también este sistema ha sido utilizado para etiquetar genes requeridos
para un desarrollo normal de Arabidopsis {Bancroft, Janes y Dean 1993). Alrededor de 150
ecotipos o aislados silvestres se encuentran en esta herbacea, por lo que también ofrece un
abundante materiat para analisis genéticos de variacion en cuanto a resistencia a enfermedades
y fenotipos se refiere (Kunkel 1996).

En estudios de maiz y tabaco el patrdn de transposicidn de Ac varia de un locus a otro,
{Greenbiatt 1984) para Arabidopsis existe trabajos que demuestran que elementos Ds tienen
una diferente distribucion en términos de cantidad de recombinacion entre sitios aceptor y
donante (Bancroft y Dean 1993).

I.1.5.-TRANSPOSONES

Los genes se encuentran en una posicién especifica en el cromosoma. Algunos genes
pueden intervenir en su propio movimiento de un lugar a otro y pueden existir copias dispersas
por todo el genoma. Estos elementos genéticos transponibles son conocidos como
“transposones”

Hace varics afos se descubrié que existen elementos transponibles en organismos
procariotas fuego se descubrid que existen también en fagos, bacterias, hongos, insecios y
virus. Este importante fenémeno fue detectado en estudios genétices de maiz por McClintock.

Béarbara McClintock pudo concluir que los genes Ac (activador) y Ds (disociador) en
plantas de maiz eran elementos controladores transponibles donde Ds no se transpone en
ausencia def elemento Ac (Fig. 8).

Los elementos genéticos fransponibles fueron detectados debido a que su movimiento
por el genoma, interrumpe funciones genéticas, que conllevan a variaciones en las actividades y
estructuras de 0s genes cercanos a los sitios donde se mueven. '
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Elementos genéticaes transponibles

Ds Gh
[ 2 I — W]
Ds no ge transpone en ausencés de Ac
Ac D= Gh
I B 5F W]
Ds puede transponerse cuando Ac esta presente
Ac Gh
[ - 1 i T T
No hay expresion del gen hipotético y produce un
etecto mutante.

Fig. 8.- Influencia del gen Activador de ia transposasa (Ac) sobre el gen Disociador (Ds).

La secuencia en la que se inserta el elemento transponible se ltama secuencia blanco.
Durante ia insercién de un fransposon la secuencia blanco se duplica y asi aparece como
repeticion directa flanqueando al elemento transponibie insertado. Los elementos genéticos
transponibles son una conveniente herramienta que permite interrumpir genes de plantas e
imponer su propia funcion. La expresion de secuencias blanco puede ser monitoreada y
manipulada por medio de transposcnes con genes reporteros vy sefiales regulatorias
(Martienssen, 1988).

.1.5.-MUTAGENENSIS EN Arabidopsis: ENHANCER TRAP Y GENE TRAP

Enhancer traps son genes reporieros que cuentan con un promotor minimo que puede
responder a enhancers cercanos, los gene traps cuentan con un splice aceptor. En ambos
casos la expresion del gen reportero simula la del gen cromosomal.

En este trabajo sobre interaccion pianta-patdgeno hemos, utilizado aigunas lineas de
Arabidopsis que llevan el gen de disociacion {Ds) de maiz que lleva ademas un gen reportero
uidA y un gen de resistencia kanamicina NPTH. El enhacer trap (DsE) ademés fleva un promaotor
35S de CaMV. Otras lineas mutagénicas de Arabidopsis fueron con ef gene trap el cual es
precedido por un triplete de splice aceptor y por un corto intrén que pernite la insercion dentro
de intrones cromosomales y dirige a expresion génica via splicing, Los elementos transponibles
son movilizados a través de un gen activador de 12 transposasa dirigido por un promotor 355.

Las lineas de Arabidopsis tienen insertado un transposon que tiene e locus wid A en
sitios diferentes. Estudios sucesives con los genes de PHV aislados y clonadoes, permitiran
conocer el patrén de expresién del gen S-glucoronidasa al momento de ser infectada y asi esta
linea estaria sujeta a una caracterizacion molecular para conocer el sitio donde esta insertado el

transposon vy saber que gen esta afectando.
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Hl JUSTIFICACION

Los geminivirus han proporcionado informacion acerca de procesos celulares vy
complejas interacciones entre planta y patdgeno. En este sentido Arabidopsis thaliana es un
excelenta modelo de trabajo para los estudios de dichas interacciones; ademas los
transposones han demostrado ser una importante herramienta para aislar y estudiar ia funcién
de nuevos genes mediante la técnica de PCR. La combinacion de estas dos herramientas
permitid identificar lineas transposantes de Arabidospis thaliana que son susceptibles a la
infeccidn con geminivirus; Io'cual permitira mediante pruebas sucesivas y especificas de PCR
{TAIL-PCRY), identificar aquellos genes endbgenos que son expresados por la presencia de
geminivirus y que quizas estén involucrados en la reconocimiento del patégenc v la expresion
de resistencia a enfermedades lo que podria conducir a 1a creacion de plantas transgénicas

resistentes a ciertas virosis.

W.-HIPOTESIS
La infeccion con geminivirus puede influenciar la expresidn de genes en plantas; por lo c}ue as
posible identificar algunos de estos genes con el uso de lineas transposantes.
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V.-OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

identificar lineas transposantes que expresen GUS con [a inoculacién de Begomovirus.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Seleccionar lineas que muestren tincion de GUS en presencia de geminivirus
{(PHV-PeGMV y CabLCV).

¥ Aislar y clonar el gen que expresa la proteina involucrada en la replicacion viral.

¥ Aislar y clonar el gen que expresa la protelna potenciadora de [a replicacion.
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VI-MATERIALES Y METODOS

V1.1.- Seleccidn de lineas transposantes de Arabidopsis.

Las semillas de las lineas transposantes de Arabidopsis thaliana fueron proporcionadas
por el Laboratorio de Apomixis del Dr. Jean Philipe Vielle Calzada del CINVESTAV. Irapuato,
Gto.

Vi.1.1.-Desinfeccitn y germinacion de semillas de Arabidopsis.

La germinacion de las semillas de Arabidopsis thallana ecotipo Lansberg erecta, se realizd
in vitro, en un medio de cultivo nutritive de Murashige y Skoog (MS) con 5mg/m! de kanamicina
para seleccionar las transformadas. Las semillas fueron previamente desinfectadas (Ver anexo,
protocolo 1) y posterior a ello colocadas en cajas petrl conteniendo medio MS sélido vy se
mantuvieron durante tres dias a 4 °C para romper dormancia, después se pasaron a una
camara de crecimiento con un fotoperiodoe y temperatura controado.

Vi.1.2.-Condiciones de crecimiento de Arabidopsis.

Las plantas de Arabidopsis fueron pasadas a una mezcla especial de sustrato para
Arabidopsis (3:1:1 mezcla sunshine (no. 3)., zonolite vermiculita., agrolita hortiperd} cuando
presentaban de 2 a 3 hojas verdaderas. Se mantuvieren tapadas con una charola transparente
para evitar |la deshidratacion y permitir su adaptacién durante aproximadamente 4 dias en ung
camara de crecimiento Persivall con 16 horas {uz y 8 de oscuridad y temperatura de 25 °C, con
un riego perddico cada tercer dia. Después de una semana de haber retirado {a charola se
procedio a realizar los ensayos de biobalistica.

V1 1.3.-Preparacion de particulas de tungsteno
Las particulas de tungsteno antes de ser utilizadas en los ensayos de biobalistica
fueron limpiadas con etanol absoluto y resuspendidas en 250 pl de agua desionizada estédl (ver

anexo, protocolo 2),
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V1.1.4.Ensayos de biobalistica

Se inocularon 27 lineas transposantes de Arabidodsis con
los componentes A y B de PHV y PepGMV (la mezcla) ambos de
forma dimérica clonados en el vector bluescript (pBS) en una
proporcion 1.1 por el método de biobalistico (ver anexo, protocolo
3) (Garzén-Tiznado, 1993). Se selecciond ademas 10 lineas de las
27 iniciales para ser inoculadas con CablLCV, utilizando en ambos

casos a pBS como control por dafio mecanico.

Fig. 9. Dibujo esquemitico de una pistola de baja presién
diseilada en et CINVESTAV, lrapuato para inoculacién con
virus mediante la técnica de biobalistica.

Las plantas transposantes de Arabidopsis fueron inoculadas con ambos componente clonados
por separado en pBS. Se tuvieron dos repeticiones por tratamiento y dos controles por dafio
mecénico inoculando con pBS y dos contrales sin inocular.

Los ensayos de biobalistica se realizaron a 130 libras de presion con helio y |& distancia
fue de 4 cm (entre Ia superficie del sustrato y la puntitla). El didmetro de aspersion fue de 2.5-3
em.

VI.1.5.-Analisis de [a B-glucoronidasa

Para los andlisis de expresion, 1as plantas inoculadas fueron colectadas al tercer y
quinto dia post-inocuiaciin. Las hojas o en su caso toda fa planta fueron colocadas
directamente con el sustrato (solucién X-GLUC, anexo, cuadro 1) en caigs de titulacion y
mantenidas durante toda la noche a 37° C con agitacion constante para luego desteliir el tejido
con metanol-acetona 31 y hacer mas evidente la expresién o la no expresién de GUS, por
ultimo se mantuvieron almacenadas en glicerol 50%. E! material fue visualizado con
estereoscopio {Nikon).
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V1.2.-Alslamiento y clonacién de Rep y REn de PHV.

DIAGRAMA DE FLILO
Secuencia de PHY
v
Disefio de pkoonucienidas .
Reoy REn de FiTY Clonas dimericas PHY
L I

(’PCR‘S\\,‘
Angificaciinde la secuencia  Amylificacidn e fa secuencia
Repcoonlos stiosSacty Xbal  REn con los siios Sac fy Xba!

~ K

Ligacion de productos de PCR a pCRBA-TOROE

Transtormacion directa de £, ol

v

Exiraccion de ADN plasmichco (minipreps)
PCR y digestion con Eco R!

Digestion con las erczimas Xba |y Sac! (nsertos clonados en pCRE4-TOP08)
Recuperacion de insertos (Rep ¥y REn) megkante el kit Gene clean

Ligacion de Repa PRI121 Ligaciin PMON 963

V1.2 1.-Disefio de Oligonucieotidos

Se analizo la secuencia del componente A de PHV y se ubico el sitio de inicio de los
MLAs de Rep y REn para disefiar oligonucleotides compiementarios al MLA y mediante 1a
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR} amplificaran fa secuencia que codifica para la
proteina de replicacion Rep y Iz secuencia que codifica para la protelna involucrada en
aumentar Ia tasa de replicacion REn de PHV, por o tarto se diseﬁo un oligonucledtido sentido y
un antisentide para cada uno de los MLAs y ademas a ambos oligonucleotidos se les dio un
sitio Saci al sentido y un sitio Xbal al antisentide (cuadro V),
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Cuadro V
Secuencias de los oligonucleotides para amplificar Rep y REn de PHV
Qligonucleotidos Rep de PHV REn de PHV
Sentido con sitio Sacl 5 TGT FEENBIRY GCA AAT CTA 5 CiC GOSEPHE GAA TTA
TGGC T ATAAAG 3
Antisentido con sitio 5" CTC TTIKGEREBAATATGC C 3 5 ATT AAC [l
Xbal AAT GGA T

WV1.2.2 - Condiciones de PCR para ampiificar Rep y REn de PHV.
Mediante un PCR {cuadro Vi) se comprobé que los oligos amplificaran un fragmento de
aproximadamente 1049 pb que es lo que mide Rep y otro de 398 pb correspondiente a REn.
Cuadro Vi
Condiciones de PCR.

Mezcla para PCR (vol. Final) TEMPERATURAS

DNTP 200 puM Desnaturalizacion inicial 94° C 1.30 min.
Buffer PCR 1x Desnaturalizacion 84°C 40 seq.
Tap. Polimerasa 0.8 U Alineacién 55°C 40 seq.
MgCla 2.0mM Sintesis 722C 1.0 min.
72°C 3.0 min.

Para una reaccién de PCR se afadid 5 pl de ta mezcla para PCR, 0.5 pl de oligonucleotidos
{concentracion 100 ngful) sentido y antisentido, 1 pl de ADN de PHV A dimérico (concentracion
1.7 ng/yl) diluido 1:10 y 20 1 de agua desionizada. Una vez que amplifico ja secuencia se
realizo una electroforesis para corroborar el tamafio y pesteriormente se subclond en pCR°4-
ToPQ®
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Ligacién de productos de PCR a pCR®4-TOPQ®
Se tomo 1.5 pi del producto de PCR de Rep;

ngk Zs

oEg 62 0.5 pl de solucidn satina (sistema de pCR®4-
Insert ducto de PCR

(I o (producta b1 TOPO®; 0.5 pl de vector pCR®4-TOPO® y

0.5 pl de agua desionizada, se incubo
durante 10 minutos a temperatura ambiente

Jac 2 ccdB

para después transformar con células calcio-
competentes de E.coli. Se ligo REn a pCR-
TOPO® de igual procedimiento, Pama

pCR®-TOPO®
40 kb

cormoborar que los insertos se subclonaron en
kapamisina g itio, Eco R1 de pCR®%-TOPO® se corto
con la enzima Eco R1, las positivas se

cortaron con Xba | y Sac | asi como el vector

para ligarios en este sitio.

Ampliciling

Fig. 10. Vector pCR®4-TOPO®

V1.2.3.-Biotransformacitn con Escherichia coli (E. Colf)

Este procedimiento se fundamenta en ia obtencién de células competentes, las cuales
poseen una mayor capacidad de incorporar moléculas de ADN exdgeno y ser fransformadas
por ellas. Las técnicas de biclogia molecular se fealizaron de acuerdo a Sambrook ef al,, 1989.
La cepa utilizada para transformacion bacteriana fue a partir de una cepa de células DH5 a.

Las células hospedantes de E. Cofi en activo crecimiento, se hicieron permeables al
ADN plasmidico por incubacion en buffer de CaCl: y almacenamiento en frio {ver anexo,
protocolo 4). El plasmido fue espontaneamente transportado, al interior de una pequefia
fraccion de céluias hospedantes, este proceso se facilito por un corto periodo de choque con
calor (ver anexo, protocolo 5). £l cultivo con &l antibidtico dentro de un medio sdlido Luria Broth
(LB) (ver anexo, cuadro 2}, permitid el crecimiento selectivo, de células portadoras del plasmido.
Las colonias de estas células, se hacen evidentes, luego de 12 a 16 horas de incubacién a
37°C.

Dentro de los mecanismos de transformacion, este es uno de los mas utilizados, con
una eficiencia de transformacion de alrededor de 10° colonias/ug de ADN stper-enroilado, la
cual es adecuada para la mayoria de procedimientos de ests tipo (Davis y Stanley 1989).
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V1.2.4. -Vectores de clonacién.

En un intento por encontrar vectores que contuvieran un promator constitutivo (359) y
un ferminador encontramos que el plasmido pBi121 (fig 11) es un excelente candidato para
realizar nuestras construcciones con Rep y REn de PHV excepto porque es un vector de
tamaiio considerable. Otro plasmido que nos ofrece estas cualidades es el plasmido pMONSGS
¥ es de mucho menor tamafio por |0 que se intento subclonar nuestras secuencias de interés
primero en pMONS69.

.—l nos-P nptll nos-T 353-P gus nos-T "

Figurz 11. Diagrama def plasmido pBl 121, plasmido derivado de pBIN 19, Producido por
CLONTECH Laboratory. Su tamafio es de 13 Kb 355-P promotor 358, nptll neomicina
fosfotransferasa, nos-T sitio de terminacién nopalina sintasa, gus p-glucoronidasa, nos-
P promotor nopalina sintasa, 355-T sitio de terminacién 353, M Hindlll, X Xbal, $ Sacl, E
EcoRl.

V1.2 5 -Extraccion de ADN plasmidico

Las técnicas en biologia molecular se realizaron de acuerdo a los procedimientos por
Sambrook et &, 1989. Las enzimas de restriccién se utilizaron bajo las recomendaciones de
cada uno de los fabricantes. El objetivo de las extracciones de ADN plasmidico por medio de
minipreps (ver anexo, protocolo 6, cuadro 4) fue para realizar restriccién enzimética para
corraborar los tamafios de las construcclohes y clonas virales conocidas asi como las nuevas
construcciones generadas. Las extractiones (maxiprep) por columna {marca Quiagen) {ver
anexo protocolo 7, cuadro 3) se realizaron con el objeto de obtener suficiente ADN para los
ensayos de biobalistica y en algunos casos para purnificar y mandar secuenciar 1as posibles
construcciones, Posterior a la extraccidn se cuantifico el ADN plasmidico por medio de un
espectrofotometro (marca Beckman Mod. DU 650 ESPECTROPHOTOMETER) {ver anexo).

V1.2.6.-Ligacién de Rep en PBI-121

Las secuencias una vez subclonadas por separado en pCR°4—TOPO° y transformadas en E.coli
fueron digeridas con las enzimas Sac | y Xba | para tiberar el inserto (Rep y REn) y ligarias en
los plasmidos pBI 121 y pMCN 969 respactivamente (ver anexo, protocolo 9 y 10}, primero se
intento ligar ambos insertos por separado en PMONSES debido al menor tamafic de este vector.
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V1.2.7 - Restriccidn enzimatica

Se corto pBI 121 con fas enzimas de restriccién Xba ! y Sac | para eliminar GUS e
insertar Rep o REn de PHV asi mismo también se corto con las mismas enzimas las secuencias
de interés subclonados en pCR™4-TOPO® y pMON 969 para posteriormente ligar ios insertos
por separado (ver anexo, protocolo 9 y 10) en pBl 121 y pMON 968, Las bandas de dichas
digestiones fueron recuperadas con ef sistema Gene Clean (ver anexo, protocolo 8).

V1.2.8.- Secuenciacién de construcciones

El metedo utilizado para determinar la secuencias nucleotidicas de las construcciones
de este trabajo fue desarmroliado en el laboratorio de secuenciacion de CINVESTAV, Irapuato
mediante el métode enzimatico del dideoxiternimal de Sanger, el sistema utilizado BigDye
Terminator Cycle Sequencing v2.0 Ready reaction sistema {(nim. de parte. 4336917) marca
Applied Biosystems y el equipo utilizado es ABI Prisma 377 DNA Sequencer. marca Applied
Biosystems. Las muestras se commieron en un gel de poliacrilamida al 4 %.

V1.2.9.- Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis thaliana ecotipo lansberg

La extraccidn de ADN genomico (ver anexo, protocolo 11} se realizo con la finalidad de
amplificario en pruebas posteriores a este trabajo mediante un PCR altamente especifico (TAIL-
PCR). Este PCR usa iniciadores semianidados dentro del transposon e iniciadores degenerados
para ampiificar las secuencias cercanas al sitic de insercion.

Vi.3.-Pruebas de infectividad

Se realizaron pruebas de infectividad con el objeto de comprobar que las clonas virales
fuesen inpfectivas, para elio se realizo ensayos de biobalistica, inoculando plentas de tabaco
Nicotiana tabacum var. xanthi con microparticulas de tungsteno, ias particulas llevan adheridas
ef ADN viral. Las particulas son de esta manera introducidas a células vegetales sin causar

daflos.

W1.3.1.-Condiciones de bombardec

Se inoculo plantas de tabaco con 2 disparos por planta y seis repeticiones por
tratamiento, utilizando la mezcla PHV-PepGMY y otras plantas fueron inoculadas con un solo
virus. La inoculacion fue realizada con § ng de ADN por compenente. Plantas de Nicoliana
benthamiana v Arabidopsis silvestres ecotipo lansberg fueron iguaimente inoculadas con
CabLCV para observar la posible produccién de sintomas.

Las plantas de tabaco (N. tabacum y N. benthamiana) inoculadas se mantuvieron en un

invernadero con un riege periddico.



32

Vii.-RESULTADOS
Vil.1.- Seleccién de lineas transposantes susceptibles a {a infeccidn con Begomovirus.

A partir de un previo escrutinio de lineas transposantes de Arabidopsis thaliana ecctipo
fansberg se seleccionaron 10 lineas para ser inoculadas con ta mezcla PHV-PepGMV. Las
lineas que expresarcn GUS después de ser inoculadas con la mezcla y que son susceptibles a
la infeccidn viral son las iineas MGT 580 y la MGT 361.

Foto 1.- Andlisis histoquimicos de plantas inoculadas con
geminivirus, mostrando la expresion de GUS {puntos azules en tejido

destefido con metanol acetona).

En un experimento ufilizando las mismas {ineas pero con inoculacion in vitro y a una
presién de 400 psi y 80O psi nuevamente 1a linea MGT 580 y ta MGT 361 mostrd expresion de
GUS. Sin embargo la linea MGT 327 mostrd expresién en todos los controles. Ademas de las
diez primeras lineas se analizo 17 lineas mas de las cuales 5 expresatan GUS después de ser
inoculadas con (& mezcla, dichas lineas son ta MGT 221, MGT 613, MGT 24, MGT 699 y MET
348.

Arabidopsis es hospedero de CabLCV por lo que se inoculo plantas silvestres de
Arabidopsis thaliana ecotipo fansberg con este virus y no mostraron sintomas aparentes aun
cuando se realizo a 4 diferentes concentraciones, 2 distancias y 3 diferentes presiones.

Foto 2.-Plantas silvestres de Arabidopsis thaliana
ecotipo Lansbery erecta fueron inoculadas con CabLCV y
no desarrollaron sintomas aparentes
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Las lineas transposantes que expresaron GUS con la mezcla PHV-PepGMV fueron
inoculadas con el componente A y B de CabLCV y en los andlisis histoquimicos realizadoes en
estas plantas se pudo establecer que las tineas MGT24, MGT221 y MGTE99 expresaron GUS
después de ser infectadas con Cabl.CV teniendo como control por dafio mecanico a pBS ¥
controles negativos de plantas sin inocular.

Seleccion de lineas transposantes

'4" A

*

we

-
-

"
A
-~
-
&
.

"
1
.
<
A
)

af b Aae

-
-

./

Folo 3.- Seleccién de transposantes en medio MS con Smg/mi de Kanamicina
Las plantas antes de ser inoculadas con los virus fueron seleccionadas en medio MS

kanamicina {5mg/ml) observando gque existe segregacion.

Vil.2.- Aislamiento y clonacién de Rep y REn de PHV

A partir de PCRs se logrd aislar 1a secuencia que codifica para 1a protelna Rep v la
secuencia que codifica para la proteina REn, ambas de PHV, estas se sub-clonaron en pCR®4-
TOPQ® y transformaron en E Coli  Para confirmar que las colonias de £. Coli hubiesen sido
transformadas con el inserto se procedid a picar varias colonias y realizar una minipred para
después cortar con la enzirma para liberar el inserto y por ultimo un PCR para que amplificara
dicho Inserto. E! siguiente gei {gel 1) muastra en los tres carriles subsecuentes al marcador 1
K8, la minipred de una colenia transformada de E. cofi con RER clonada en el sitic Eco R de
pCR®4-TOPC® ia digestién con la enzima Fco R/ para liberar inserto y ta PCR de ia minipred,
en el mismo orden los siguientes tres carmriles de otra colonia. Los carriles inferiores muestran
otras dos colonias en tos mismos féminos. Cabe resaltar que la primera y ultima colonia si
liperan y amplifican el inserto del tamafio de REn (388 ph) por o que fueron secuenciadas para
confirmar dichos resultados.

El gel 2 muestra en el primer carrii después del marcador 1 KB 1a minipred y ensequida
& corte con Eco Rl liberanda un inserto de menos de 500 pbf el cuarto carril otra extraccién con
su correspondiente digestion con Eco Ri
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Gel 1.- Miniprep, digestion y PCR de REn Gel 2.- restriccion enzimatica con Eco RI

Los insertos subclonados en pCR°4—TOPO° fueron recuperados por restriccidn enzimatica con
Sac | y Xba | (ge! 3) para liberar y ligarlos al vector pBl 121 y pMON 968.

Rep

Gel 3.-Digestién con las enzimas Xba | y Sac | a la subclonacién pCR®4-TOPO® -Rep (Rep ride 1049 phb)

Asi misma se cortaron los plasmidos con las mismas enzimas para ligarlos en este sitio {gel 4).
En el caso de pBl 121 se escindid con estas enzimas el gen reportero GUS e insertado en su
siio Rep de PHV,
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/,pE!121 Con los sitios Xbal ¥ Sact
P Wikl St ot

—Gus

Gel 4.- Restriccidn enzimatica con Sacl y Xbal a pBl 121 para eliminar GUS (GUS mide 1811
pb) e insertar Rep de PHV.

Las bandas fueron recuperadas con €l sistema GENE CLEAN para hacer las correspondientas
ligaciones (gel. 5).

En el carrl 1y 2 se corri6 1 pl de pMON 969 purificado con el
sistema GENE CLEAN con ios sitios Xbal y Sac | y muestra 1
yl de Rep recuperado de una digestion con las mismas
enzimas de pCR®4-TOPO®.

pMON 969 Rep

Gel.- 5 purificacién de bandas con el sistema GENE CLEAN.

Vi1.3.-Pruebas de infectividad
Las plantas de Nicotiana tabacum var, xanfti inocutadas con la mezcla PHV-PepGMY

desarrollaron sintomas severos y sintomas muy ligeros en plantas inocutadas con un solo virus.
Las plantas de N. benthamiana inoculadas con Cabl.CV no desarroflaron sintomas

aparentes.
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Foto 1.- muestra a Ia izquierda una planta sana de Nicotiana tabacum var. xantti y
a la derecha una planta inoculada con la mezcla (PHV-PepGMV). La foto 2 muestra un
acercamiento de la planta infectada mostrando clorosis follar,
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VIlL-DISCUSION

La idea principal del presente trabajo consistic en identificar aguellas lineas de
Arabidopsis que expresaran GUS después de ser inoculadas con las clonas diméricas de la
mezcla (PHV-PepGMV) 1o que nos estarla indicando la posible activacion de genes enddgenos
debida a la influencia de proteinas virales. Este estudio ha permitido identificar dichas lineas las
cuajes estardn sujetas a futuros sislamientos y mapeos de Arabidposis mediante un PCR
altamente especifico (Termal asymmetric interlaced TAIL-PCR) mismeo que utiliza iniciadores
semianidados en el transposon e iniciadores degenerados que pemmitiran amplificar las
secuencias adyacentes al sitio de insercidon. Sin embargo los anélisis histoquimicos realizados a
las lfneas transposantes de Arabidopsis no fueron tan evidentes cuando fueron visualizados al
estereoscopio quizas debido a la degradacion del X-GLUC por bacterias y otros contaminantes
por o que podria haber falsos positivos en ios andlisis. En este sentido una de las fineas
especificamente la linea MGT 327 presento expresién de GUS en todos los controles lo cual
podria estamos indicando que dicha linea posee genes que se expresan de manera constitutiva
y no debido a la presencia de geminivirus o una posible degradacién del X-GLUC, para
descartar la posible degradacién del X-GLUC por contaminacion se procedi6 a realizar ensayos
de biobaligtica in vitro y nuevamente hubo expresion en todos los controles de 1a linea MGT
327,

En un experimento con semillas de lineas transposantes se probd diferentes
concentraciones de kanamicing para corroborar que hubiese seleccion de transformantes
confirmando que efectivamente 1a hay y a todas las concentraciones probadas, el problema con
algunas lineas que no expresaron GUS en repeticiones inoculando con la mezcla PHV-
PepGMV podria deberse a su heterozigocis. Sin embargo 1a linea MGT 24 presento en todas
las repeticiones un crecimiento imegular con respecto a las demdés lineas pues su tamaiio era
siempre menor.

Una infeccion exitosa esta supeditada a las numerosas interacciones moleculares que
ocurren durante 1a replicacion viral, 1a activacién de la transcripclén y movimiento de virus por lo
que un efror en alguno de estos procesos puede resultar en [a carencia de infectividad (Hill ef
al, 1998). Existen repores que indican que Arabidopsis es hospedante de CabLCV sin
embargo en plantas silvestres del ecotipo fansberg inoculadas con este virus no hubo desarrolio
de sintomas lo cual podria deberse a una posible falta de infectividad en la doble cadena de
CablLCV, uno o los dos componentes podrian ser defectives, o bien el ecotipo fansherg es
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resistante a este virus. Otro suceso que podria estamos confimande lo anterior son las
inoculacicnes realizadas en plantas de Nicotiana berthamiana la cual es un hospedante comun
de geminivirus bipartitas (Hilf ef a/, 1888) y sin embargo las plantas no desamollaron sintomas
aparentes después de ser inoculadas con CabLCV.

Las clonas diméricas usadas en el presente trabajo de PHV y PepGMV fueron
analizadas por patrén de bandeo mediante restriccién enzimética y aunque algunas no dieron
los patrones esperados, si produjeron los sintomas conocidos en ptantas de tabaco cuando se
realizo pruebas para saber si dichas clonas eran infactivas. Et diferente patrén de bandeo
podrfa deberse a los rearreglos en la estructura genomica de los vinis y a pesar de estos
rearreglos conservan su capacidad de infeccion como ocurme en algunos estudios con
psedorrecombiantes. Las plantas de Nicotiana tabacum var. xantti no desarrallaron sintomas
cuando fueron mantenidas en una camara de crecimiento Persivall sin embargo las plantas
mantenidas en condiciones de invernadero a una temperatura por amba de 25 °C si
desarmoliaron los sintomas conocidos siendo mas severos con |la mezcla que individual.

Otra parte importante en el presente trabajo fue el aistamiento y clonacién de genes
virales de expresién temprana es decir aquellos genes requeridos al inicio def ciclo infectivo. La
idea es conocer cual es la proteina viral que es capaz de inducir la activacion de genes
endbgenos en Arabidopsis para lo cual aislamos y clonamos las secuencias que codifican para
las protelnas Rep y REn de PHV en vectores de clonacién con un promotor constitutivo y un
terminador. Ambos elementos los encontramos en los vectores pMON 969 y pBl 121 debido a
que pMON 969 es de menor tamafio intentamos ligar kas dos secuencias por separado en este
vector sin embargo solo se lige REn y fue necesario ligar Rep en el ofro vector.  Aunque las
construcciones no fueron probadas logramos clonar la secuencias que codifican para las
proteinas Rep ¥ REn en los vectores pBl 121 y pMON 968 respectivamente. Sin' embargo
tuvimos muchos problemas para poder ligar Rep quizas debido a que es una secuencia de
mayor tamafio. En tanto que la ligacién de REn en pMON 969 no hubo problemas ademaés en
ias digestiones realizadas para comroborar e tamafio del insero hubo mas de tres colonias
positivas.

La extraccion de ADN gendmico de lineas transposantes de Arabidopsis se realizo
utilizando el método de extraccién “Plant DNAzo!” modificado esto con el fin de utilizar este
material para amplificar las secuencias adyacentes al transposon mediante TAIL-PCR aungue
esta parte del trabajo se realizara en futuras pruebas logramos reconocer que este método
extraceion de ADN es eficiente para la obtencién de ADN de buena calidad para ser amplificado
por PCR puesto que lagramos amplificar por PCR el gen de ARN ribosomai 165 de cloroplanto

(el cual es altamente conservado en plantas).
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IX.-CONCLUSIONES

Se logro identificar lineas transposantes de Arabidopsis que son susceptibles a
ia infeccion con geminivirus.

Las lineas que expresan GUS después de ser inoculadas con la mezcla PHV-
PepGMV son MGT 221, MGT 613, MGT 24, MGT 699 y MET 348,

Las lineas que expresan GUS después de ser inoculadas con CablLCV son
MGT 24, MGT 221, MGT 699,

Los oligonuclectidos y las temperaturas para ampiificar las secuencias que
codifican para las proteinas involucradas en la replicacion de PHV son los
adecuados.

Se logro aislar y clonar ta secuencia que codifica para ia protelna involucrada
en [a replicacion Rep de PHV en pBI 121.

Se logro aislar y clonar la secuencia que codifica para la proteina involucrada
en aumentar Ia tasa de replicaciéon REn en pMON 969.

El método de extraccién con ef sisterna comercial DNAzol modificado resulto
ser el rmas adecuado para la extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis
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ANEXO
Protocolo 1
Desinfeccion de semillas de Arabidopsis

PROCEDIMIENTO:

Colocar las semillas en fubos eppendorf.

Agregar 200 pf de etanol 7G%.

Mezclar durante dos minutos.

Retirar spbrenadante.

Agregar 500 1! de cloro at 10%.

Mezclar durante 10 Min.

Enjuagar con agua desionizada esténl 3 veces.

Nota: El proceso de desinfeccién se realizo bajo condiciones asépticas y en campana de flujo

faminar.

1
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Protocolo 2
Preparacién de pariculas de Tungsteno
PROCEDIMIENTO:
Pesar 60 mg de particulas de tungsteno M10 (BioRAP).
Agregar las particulas en un tubo cotex de cristal de 15 mi.
Agregar 2 ml de HNO; '
Resuspender.
Centrifugar por 30 seg. a 12 K.
Eliminar con micro pipeta el HNO,
Agregar 1 ml de agua desionizada estéril y transferir a un tubo eppendorf de 2 ml.
Centrifugar de 10 a 30 segundos a 10 K
Efiminar el agua con micropipeta y agregar 1 ml de etanol absolute.

10} Resuspender brevemente.

11} Centrifugar de 10 a 30 segundos a 10 K.

12) Eliminar el etanol con pipeta y agregar 1 ml de agua desionizada estérit.

13) Resuspender brevemente.

14) Colocar 250 pl de la suspension en cuatro tubos eppendorf y agregar 750 pl de agua

desionizada estéril a cada tubo.

Nota: Resuspender con un sonicador de particulas.



Preparacion de particulas de tungsteno con el ADN viral para ensayos de bicbalistica,
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Protocolo 3

PROCEDIMIENTO:
Colocar 50 pl de particutas de tungsteno suspendidas en agua desionizada.
Adicionar lentamente 10 ng de ADN (5 ng de ADN por componente)
Adicionar 50 pt de CaCl; 2.5M
Adicionar 20 yl de espermidina 0. 1M
Agitar por 5 minutos.
Centrifugar 5-10 segundos.
Eliminar el sobrenadante.
Adicionar 140 pl de etanol al 70 %
Resuspender

. Centrifugar 5-10 segundos.

. Eliminar sobrenadante

. Lavar con 140 u! de etanol absoluto.
. Resuspender en 70 pl de etanol absoluto, Esta preparacién es para seis disparos

tomando 10 pi por disparo.
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a) Las particulas no pueden ser utilizadas cuando haya transcurmido mas de 3

horas después de su preparacidn con el ADN.

b) Los componentes deben adicionarse en estrictc orden y con agitacion

constante para evitar su aglutinacion.
¢) En cada paso resuspender usando un sonicador.

Protocalo 4
Establecimiento de células calcio competertes de Escherichia coli
PROCEDIMIENTO:
Inocwlar 5 mi de medio LB sin antibiético con 5 pl de células,
£l cultivo se diluye en proporcidn 1:1000 con LB sin antibidtico,
Incubar a 37°C en agitacién constante durante tres horas,
Transferir {as células a tubos de centrifugacion de 250 mi,
Mantenerios en hielo durante 10 minutos,
Centrifugar por 7 minutos a 3,500 1pm, a 4°C,
Eliminar el sobrenadante y resuspender 1a pastilla en 5 mi de MgCiz 10 mM, frio,
Adicionar 126 mi de MgClz 10 mM, '

Centrifugar por 7 minutos a 3,500 rpm, a 4°Cminar el sobrenadante y resuspender la

pastilla en 5 ml de CaCl. 50 mM / Glicerol 20%,

10) Centrifugar por 7 minutos a 3,500 rpm, a 4°C,
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11) Eliminar el sobrenadante y resuspendear la pastilla en 5 ml de CaCl, 50 mM / Glicerol
20%,
12) Incubar en hielo durante 1 hora,
13) Transferir aticuotas de 400 ! en tubos eppendorf estériles,
14) inmediatamente congelar con hielo seco o nitrégeno liguido,
15) Almacenar a - 70°C,
Nota: la viabilidad de fa células baja si se descongela continuamente.

Protecolo 5
Biotransformacion de £.coli mediante choque térmico.
PROCEDIMIENTO:

Afiadir a 100 yi de células calcio-competentes de £. Coff
Agregar 100 ng de ADN a transformar.
Incubar en higlo durante 20 minutos.
Incubar a 42°C por 2.5 minutos.
incubar en hieto durante 10 minutos.
Adicionar en campana de flujo laminar 1 mi de medio LB Sin antibiGtico durante 1 hr. a
37°C.

7. Centrifugar 30 segundos a 12,000 rpm.

8. Eliminar el sobrenadante

9. Resuspender con 50 yl de medio.

10. Sembrar en placas con el medio y antibidtico adecuado.
Las bacterias transformadas se crecieron en medio LB con crecimiento sefectiveo en kanamicina
(40mg/mi).

@ ;AW N

Protocoto 6
Aislamiento de ADN plasmidico (miniprep birboim)

1. Inocular 1ml de medio LB con el antibiGtico apropiade en tubos eppendorf ja noche
anterior a 37° C de temperatura vy en agitacién constante {16hrs).

Centrifugar (centrifuga marca sorvall mod. 40175948) a 16° r.p.m. durante 1 minuto.
Descartar sobrenadante y resuspender la pastilia en 150 y! de [a solucion | de Birboim,
Resuspander ¢on un agitador tipo vortex

Adicionar 300ui de soiucidn Il de Birboim mezclar suavemente (10 inversiones maxima).
Adicionar 225, de la solucion il de Birboim ‘

Incubar en hielo durante 10 minutos

Centrifugar 2 12° r.p.m. por 5 min.
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Transferir el sobrenadante a otro tubo eppendorf previamente marcado.
Adicionar un volumen igual de isopropanc! frio.

Centrifugar a 12° r.p.m. por 5 min.

Eliminar sobrenadante y limpiar la pastilla con 50 pl de etanol 70 %.
Mezclar con un vortex

Centrifugar a 42° r.p.m. par & min.

Cuidadosamente descartar el sobrenadante e invertir e tubo abierto sobre una toalla de
papel para secar fa pastitia.

Disolver la pastilla en 40u! de agua desicnizada

Adicionar 1ul de RNAsa (10 mg/mi) y mezclar e incubar a 37°C por 15 min.
Analizar por electroforesis en gel de agarosa de 0,8%.

Protocolo 7
Extraccién de ADN plasmidico de un cultivo bacteriano {maxiprep de Quiagen)

1. Picar una colonia e Inocular en 250 mi de medic LB con el corespondiente
antibidtico e incubar durante toda la noche a 37° C con agitacion constante.

2. Centrifugar (centrifuga marca sorvall mod. Super T21 rotores SLSOT vy

SL250T) a 10° rpm durante 10 minutos.

Efiminar sobrenadante y resuspender la pastilla con 20 ml de la solucion P1.

Mezclar hasta resuspender en un agitador tipo vortex.

Adicionar 20 mi de la solucién P2 y mezclar suavemente,

Adicionar 20 mi de la solucién P3 e incubar en hielo 10 minutos.

Centrifugar a 12° rpm & 4° G por 30 minutos.

Pasar el sobrenadante a un frasco sorvall haciéndolo pasar por una magitel

estéril sobre un embudo.

9. Adicionar un volumen iguai de isopropanol fri6 y mézctese invirtiendo ef tubo
suavemente.

10. Centrifugar a 12*rpm por 30 minutos,

11. Desachar el sobrenadante y secar {a pastilla a temperatura ambiente.

12, Resuspender con $ ml de agua desionisada estéril.

13. Pasar los § ml a un columna de resina previamente equilibrada con Iz solucién
QBT (10 mi de solucién QBT).

NOTA: la columna deberd estar de manera verical para que las
soluciones bajen por gravedad a !ravés de {a resina

14. Una vez que el ADN se queda en 12 oolurhna por diferencia de cargas se lava

dos veces con 10 ml de la solucion QC

® N e ;s
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15. Eluir la muestra con 5 mi de la schicitn QF por lo que se coloca un tubo corex
bajo la columna.

18. Adicionar un volumen igual de isopropanol frio e incubar a 4° C por 15 minutos.

17. Centrifugar a 12° rppm por 30 minutos.

18. Desechar el sobrenadante y secar I3 pastilla

19. Resuspender en 500 pi de agua desionisada estéril.

Protocolo 8
Recuperacién y purificacion de bandas a partir de un gel de electroforesis.
Adicionar 3 veces () el peso (gr.) de Nal que incluye ef sistema.
2. Incubar a 65° C 10 minutos hasta digolver la agarosa.
Adicionar 15 pl de la solucion glass milk e incubar 20 minutos a temperatura ambiente
agitando.
Centrifugar y retirar sobrenadante.
Lavar dos veces con 1 m! de la solucidén new wash.
Centrifugar y retirar sobrenadante
Adicionar 20 ! de agua desionisada.
Incubar a 65° C por 15 minutos.
Centrifugar y recuperar el sobfenadante.
10. Visualizar en un gel 1 yl de la muestra.

© @ N ;A

9.- PROTOCGOLO DE LIGACION pBl 121-Rep
2 pl de vector
10 pl de Rep
4 yi de buffer 5x
1 pl de ligasa
3yl de agua desionisada estéril.

Fig. 11.- vector pBl 121



Método de extraccion de ADN "Plant DNAzol* (Gibco, Life Technologies) modificado

pMONQSQ LIGACION pMON 969-REn
4439 pb 3 pl del vector
6 il de REN
1 pl de ligasa
Ball 4 pi de buffer Sx
¥bal
Stul 6 pl agua desionizada
EcoR1
Sacl Incubar a 4° C y a 16° C durante 16hrs
Banl
Az |
Smal
Bamn Hi
Fig. 12.- vector pMON 963
Protocolo 11

PROTOCGOLO 10

Extraccion de ADN genomico de Arabidopsis
La mayoria de los protocolos de extraccion de ADN utilizan detergentes y solventes
organicos esto con el objeto de lisar fos nucleos de las células y ademas propiciar la remocion
de protefnas asociadas al ADN para posteriormente precipitarios con el uso de sales y
atcoholes.

Tomar de 4 a 5 hojas ¢ la planta completa si es muy pequefia.

Colocarlas el tejido en tubos eppendorf y congelar las muestras en nifrégeno liquido
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Moler las muestras congeladas abriendo el tubo eppendorf y macerar el tejido con la

punta metélica de un homogenizador.

Adicionar 300 pl de DNAzol (sistema comercial)
Adicionar 300 yi de fenol:cloroformo 1:1

Mezclar con un agitador tipo vortex

Centrifugar a 14° rpm por 5 minutos

Recuperar sobrenadante

Adicionar 300 pi de cloroformo:altcohot isoamilico 24:1

. Mezclar y centrifugar a 14° rpm por 5 minutos
. Recuperar sobrenadante

. Agregar un volumen igual de isopropanol,

. Centrifugar a2 10° rpm por 5 minutos

. Retirar sobrenadante

. Aftadir 50 gl de etanol 70 %



18. Centrifugar a 10° rpm por 5 minutos

17. Decantar y secar

18. Resuspender con 50 pl de agua desionisada,

19. Correr 1 pl muestra en un ge! de agarosa al 0.8%

Compuestos de la soiucion X-GLUC

Solucién de tincitn

Concentracion final

Buffer de fosfatos NapH 7.0 50mi
EDTA 10mM
Triton x-10 0.1%
Ferrocianuro K ZmM
Femicianuro K ZmM
Cloranfenicol 100mg/ml
X-Glue 1mg/ml
Cuadro 2
Medio de cultivo Luria-Broth (LB}
COMPUESTO %
Hidrolizado enzimatico de caselna 1
Cloruro de sodio 0.5
Extracto de levadura 0.5
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Ajustado el pH a 7.2 — 7.4 y esterilizado a 121°C por 25 minutos y en ¢aso de sef necesario
solidificado con Bactoagar Oxold® 1.2 %, ademés de los antibidticos necesarios para la
seleccion de la bacteria, estos se adicionsn una vez que haya reducido la temperatura. Se
seleccionarcn con Kanamicina (100mg/mi) Xgal (100m¥ml) e IPTG (1M).

Cuadro 3

Soluciones para extraccion de ADN plasmidico por medio de miniprep birboim.

Solucién de lisis

Solucion alcalina

Solucion salina

Volumen finat y aforar con

agua desionisada.

Volumen final y aforar con
agua desionisada.

Birboim | Birboim i Birboim Il
Tris.HCI, M pHB8 NaOH 2N Acetato de potasio SM
EDTA  025MpH3 sDS 10% Acido acético glacial
Glucosa 1M

Volumen final y aforar con
agua desionisada.
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Cuadro 4
Soluciones para una maxiprep de Quiagen.
Composicién para 1 It de solucién. No autoclavar MOPS o soluciones que contengan
Isopropangl, esterilizar por filtrado. Las soluciones con Tris gjustar pH con HCL.

P1 P2
Disolver en 800 mi agua desionisada: Disolver en 8.0 grs. de NaOH en 950 mt de agua
Tris-base 6.60 grs. desionisada
Na2EDTA - 2H:0 3,72 grs, SDS 20% (p/v) 50 mi
Afiadir 100 mg RNAsa
Aforar con agua desionisada.
P3 - QBT
Disolver 284.5 grs. de acetato de potasio en  Disolver 284.5 grs. de acetato de potasio en 500
500 mi de agua desionisada mi de agua desionisada
Ajustar a un pH 5.5, con acido acético Ajustar a un pH 5.5, con 4cido acético glacial
glacial (aprox. 110 ml.) {aprox. 110 ml.}
Ajustar a 1 litro con 4cido acético, Ajustar a 1 litro con &cido acético.
QC QF
Disolver 58.44 grs. de NaCl en 800 mi de Disclver 73.05 grs. de NaCl en 800 ml de agua
agua desionisada desionisada
Afiadir 10.46 grs. de MOPS Afiadir 6.06 grs. de Tris hase
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH Ajustar el pH a 8.5 con HCI
Afiadir 150 mi de isopropanol Anadir 15 mi de isopropanol
Aforar con agua desionisada. Aforar con agua desionisadaa 1 It.
Cuantificacion de ADN

Las purinas y pirimidinas interactionan con ia luz ultravioleta (UV) por o que cualquier
molécula que contenga bases nitrogenadas (nucleosidos, nucledtidos y polinucledtidos) puede
ser analizada usando tuz UV. Los 4cidos nucleicos presentan mayor absorcion de fuz UV a 254-
280 nm de longitud de onda. La estimacian referente a cantidad y pureza del ADN plasmidico y
genémico fue determinado por densidad Optica de 260 nm y 280 nm mediante el uso de un
espectrofotdémetro.

Procedimientos:

1.- Agregar 999 pl de agua desionizada a un tubo eppendorf y 1 il de muestra, mezclar
suavemnente y pasarie a una celda de cuarzo.

2.- Tomar la lectura a 260 y 280 nm.

Nota el resuttado esta en ng/imt a 260 nm y para calcular la pureza es necesario dividir la
absorbancia a 260 nm entre la absorbancia a 280 nm. La pureza debe estar entre 1.8y 2 para
que sea considerada buena.



ACMV
ADN
ARN
BCTV
BeYDV
BGMY
BP

CaMv
CbLCV
carv
CSMV
R
GuUs
kD
RIL
MLA
MP
MSV
pb

PC
PepGMV
PHV
PV
Pbs
RC
RCR
REn
Rep
R

RIP

LISTA DE ABREVIATURAS

Virus africano del mosaico de yuca
Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Virus del encrespado de betabel
Virus del enanismo amariito de frijol
Virus del mosaico dorado de frifol
Bipartita

Complementaria

Virus dlel mosaico de la colfflor
Virus del enrolflamiento de hoja de coi
Virug chino del tomate

Virus de! mosaico estriado de Chloris
Forma replicativa

B-glucoronidasa

Kilodalton

Region intergénica larga

Marco de lectura abierta
Monopartita

Virus del estriado del maiz

pares de bases

Proteina de la cépside

Virus del mosaico dorado de chife
Virus huasteco def chile

Virus def chile jalapefio

Plasmido BlueScript

Regién comin

Replicacién por circulo rodante
Proteina potenciadora de la replicacién
Proteina iniciadora de la réplicacidn
Region intergenica

Region intergénica pequefia
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SqlLCV
STLCV
TGMV
TMV
TPCTV
TPV
TrAP
TYDV
TYMV
TToMoV
TYLCV

WDV

Virus del enrrollamiento de hoja de calabaza

Virus del enroffarniento de hoja de fomate de Sinaloa
Virus del mosaico dorado de tomate

Virus del mosaico del tabaco

Virus def pseudo-enmoliamiento apical def tomate
Virus texano def chile

Protefna activadora de la transcripcion

Virus def enanismo amariflo de lomate

Virus del mosaico amarillo de tomate

Virus taino def moteado def tomate

Virus del enrolfamiento amarilio de hoja de tomate
Virion

Virus def enanismo de trigo
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