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RESUMEN

El Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV) es un virus que pertenece a la familia
Geminiviridae; su genoma esta constituido por dos componentes de DNA de cadena sencilla
y circular denominados A y B; ambos son esenciales para el proceso infectivo. EI PepGMV
es un patdgeno de plantas transmitido por la mosca blanca Bemisia tabaci y esta
ampliamente distribuido en Mesoameérica, causando pérdidas en cultivos de solanaceas
como jitomate, chile y tomatillo. La enfermedad inducida por este virus presenta varios
sintomas caracteristicos: mosaicos amarillos, enchinamiento y reduccién del area foliar,
deformacion de las hojas y reduccion del tamafio del fruto y de la planta en general, lo cual
generalmente merma la produccién de dichos cultivos. Es por ello, que ha surgido la
necesidad de encontrar estrategias que ayuden a combatir esta problematica. En plantas, se
ha estudiado el silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) como una forma de
defensa antiviral natural, la cual actla de manera especifica a nivel RNA. Se han encontrado
dsRNA virales en el citoplasma de células infectadas que pueden ser generados por
intermediarios de replicacion viral, RNA aberrantes o RNA de cadenas sencillas
estructuradas que luego son usados como molde por la RNA polimerasa dependiente de
RNA para sintetizar la segunda cadena viral. Se han reportado resultados positivos en cuanto
a la resistencia mediada por dsRNA ante virus en varias plantas. Las ventajas que ofrece este
tipo de estrategias de resistencia a virus incluyen: mayor especificidad hacia las secuencias
de RNA que se quieren silenciar y no generan proteinas que puedan alterar el metabolismo

de la planta, entre otras.

En el 2012, se realiz6 la secuenciacion masiva de RNAs pequefios (SRNA) de plantas de
chile de la variedad Sonora Anaheim infectadas con PepGMYV en diferentes etapas del ciclo
infectivo. El analisis de estas bibliotecas reveld variaciones en cuanto a la distribucion, el
tamario y la cantidad de SRNA generados y asociados a los componentes A y B del genoma
viral. Se seleccionaron 4 regiones del genoma viral con los valores mas altos de la
cuantificacion de SRNA. La expresion transitoria de estos fragmentos reveld que una de las
construcciones generadas confiere un nivel de resistencia importante a plantas de chile
infectadas con PepGMV, por lo que se convierte en un buen candidato para generar lineas

transgénicas para tratar de disminuir la severidad de sintomas o provocar un retraso en la
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aparicion de los mismos como una estrategia para combatir la problematica antes

mencionada.
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ABSTRACT

Pepper golden mosaic virus (PepGMV) is a member of the Geminiviridae family. Its
genome is organized into two single-stranded, circular DNA molecules named components
A and B. Both molecules are essential for the infective process. PepGMYV is a plant
pathogen transmitted by the whitefly Bemisia tabaci and it is widely distributed in
Mesoamerica, causing losses in solanaceous crop such as tomato, pepper and tomatillo. The
disease induced by this virus presents the following symptoms yellow mosaic, wrinkling of
the leaf and stunting of both the plant and fruit, which generally decrease crop production.
Due to its economical importance, a need to find strategies to combat this problem has
emerged. In plants, posttrancriptional gene silencing (PTGS) has been considered as a
natural antiviral defense acting at the RNA level. It has been found that viral dSRNA in the
cytoplasm of infected cells can be generated as viral replication intermediates (RNA
viruses), or as aberrant RNA molecules (single-stranded RNA structures) that are used as a
template by the RNA-dependent RNA polymerase to synthesize the second viral strand.
RNA-mediated resistance strategies against plant viruses have reported promising results.
The advantages of this type of strategies include the high specificity for the target and the
fact that no protein is required to be expressed. The last point is quite important from the
regulatory point of view of a biotechnological process. In 2012, a sequencing effort was
performed to analyze the small RNA (sSRNA) populations present in pepper plants (Var.
Sonora Anaheim) infected with PepGMYV at different stages of the infection. The analysis of
these libraries revealed variations in the distribution, size and amount of PepGMV-related
SRNA. Four regions with the highest values for the SRNA quantification were selected in
PepGMV genome. Transient expression of these fragments revealed that one of the
constructions induces an important level of resistance in pepper plants infected with
PepGMV. These regions are therefore, good candidates to generate transgenic lines to

evaluate its effectiveness against PepGMV infection.
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l. INTRODUCCION

1.1 Geminivirus

Los geminivirus son una familia de virus que infectan plantas monocotiledoneas y
dicotiledoneas causando una gran cantidad de pérdidas en cultivos de todo el mundo. La
familia Geminiviridae esta conformada por siete géneros: Becurtovirus, Eragrovirus,
Turncurtovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus y Topocuvirus (Varsani A. et al.,
2014). Los geminivirus tienen genomas de DNA de cadena sencilla circular que pueden ser
monopartitas o bipartitas, los cuales se encuentran empaquetados en dos particulas
icosaédricas geminadas. Esta familia de virus poseen regiones codificantes en ambas hebras,
en la positiva y en la complementaria o negativa y el tamafio de su genoma va de 2.5 a 3.0
kilobases (Kb) (Raja P. et al. 2014).

Los geminivirus estdn ampliamente distribuidos en el mundo e infectan varias solanaceas
causando pérdidas en cultivos como tomate (Solanum lycopersicum), chile (Capsicum
annuum) y tomatillo (Physalis ixocarpa). Los sintomas caracteristicos de plantas infectadas
con este virus son: mosaicos amarillos, enchinamiento, deformacion y reduccién del area

foliar, reduccion del tamafio de la planta y el fruto.

Las principales areas productoras de hortalizas del pais presentan infecciones por
geminivirus, y entre estos, uno de los mas importantes es el Virus del mosaico dorado del
chile (PepGMV). Este virus es un patdgeno de plantas, transmitido por la mosca blanca
(Bemisia tabaci) que estd ampliamente distribuido en Mesoamérica. EI PepGMV es un virus
que pertenece a la familia Geminiviridae y al género Begomovirus. EI nombre de esta
familia de virus deriva de su capside en forma de estructura icosaédrica geminada. Su
genoma esta constituido por dos componentes de DNA de cadena sencilla circular

denominados A y B, los cuales son esenciales para el proceso infectivo.

En el componente A, se encuentran los marcos de lectura abiertos para las proteinas que
participan en la replicacion (Rep y REN), en la transcripcion (TrAP) y en la encapsidacion

del virus (CP). En el componente B, se encuentra la informacion necesaria para el
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movimiento del virus y la distribucion sistémica a través del tejido vascular de la planta
infectada. Los marcos de lectura abiertos localizados en el componente B son: la proteina
NSP, que es transportador nuclear y la proteina MP que transporta el DNA viral de célula a

célula.

Los geminivirus bipartitas poseen una regién conservada entre ambos componentes. El
tamafio varia entre 180 a 200 pb. Esta region conservada le proporciona “identidad” para
que los dos componentes de un virus sean replicados adecuada y especificamente. La region
conservada se localiza en la Ilamada region intergénica (IR) que contiene las regiones
promotoras de los genes virales para la transcripcion bidireccional y una regiéon que forma
una estructura de asa y horquilla necesaria para el proceso de replicacion (Raja P. et al.,
2010; Gongora-Castillo E. et al., 2012).

T i

AC4

CP

DNA-A DNA-B
Rep MP
NSP

TrAP

B

REn

Figura 1. Representacién gréafica del genoma del Virus del mosaico dorado del chile PepGMV.
Se presentan los componentes A (DNA-A) y B (DNA-B) del virus. En color naranja se sefiala la
region intergénica (IR) en ambos componentes. Las flechas indican los marcos de lectura abiertos:
Rep, proteina de replicacion; REN, proteina potenciadora de la replicacion; CP, proteina de la
capside; TrAP, proteina activadora de la transcripcion; AC4, posible gen sin caracterizar; MP,
proteina de movimiento célula-célula y NSP, proteina de movimiento nuclear. También se muestra la

estructura asa/horquilla necesaria para la replicacion.
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.1.1 Organizacion del genoma de los geminivirus

La proteina Rep (Replication-associated protein) se localiza en el ndcleo de las células
infectadas y es la encargada de iniciar y terminar la amplificacion por circulo rodante. Esta
proteina estd altamente conservada entre los Begomovirus y contiene un sitio de
reconocimiento de iniciacion de la replicacion donde se forma la horquilla durante la
replicacion por circulo rodante. Rep es una proteina de union especifica a DNA, que actla

como una nucleasa y ligasa para iniciar y terminar la replicacion (Raja P. et al., 2014).

La proteina REn (Replication Enhancer) presenta una actividad potenciadora de la
replicacion que permite que la replicacion viral se lleve de manera adecuada. REn aumenta
la afinidad de Rep por el inicio de replicacion mediante la acumulacion de DNA viral ya que
posiblemente reconoce el origen de replicacion. Asimismo, se ha reportado que plantas
infectadas con un virus que no puede expresar adecuadamente este gen no muestran

sintomas o éstos son mas atenuados (Hanley-Bowdoin L. et al., 1999).

La proteina TrAP (Transcriptional Activator Protein) es la proteina activadora de la
transcripcion necesaria para la expresion de genes tardios, como la proteina de la capside y
la proteina de transporte nuclear. También ha sido reportada como supresora del
silenciamiento de la maquinaria de la planta hospedera. No esté claro si esta Gltima actividad
es importante para llevar a cabo su funcién de activadora de la transcripcion (Trinks D. et
al., 2005).

La proteina de la capside CP (Coat Protein) corresponde a la cubierta del virion; confiere la
especificidad del insecto vector y en algunos hospederos es necesaria para la infeccion
sistémica. La proteina CP esta involucrada en el transporte de DNA viral hacia dentro y
fuera del nacleo en geminivirus monopartitas. Se ha reportado que puede participar en la
replicacion por la union del DNA viral de cadena sencilla durante la replicacion por circulo
rodante. Algunos reportes indican que la CP de algunos Begomovirus pueden reemplazar a

la proteina de movimiento nuclear o NSP (Fondong V. N., 2013).

La proteina de movimiento MP (Movement Protein) es la responsable del transporte célula-

célula, se localiza en membrana plasmatica y pared celular de las células infectadas.
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La proteina de transporte nuclear NSP (Nuclear Shuttle Protein) se acumula en el nucleo de
las células infectadas y se encarga de transportar el DNA viral a través de los poros

nucleares.

Ademaés de estas proteinas, se ha reportado que algunos virus poseen un quinto marco de
lectura abierta en el componente A que se ha denominado AC4. Este ORF se encuentra
dentro del gen Rep. Ensayos realizados en N. benthamiana con diferentes virus que infectan
yuca (Manihot esculentum) indican actividad supresora de AC4 con acumulacion de mMRNA
e inhibicion de RNA pequerios interferentes (SiRNA) (Vanitharani R. et al., 2004).

Aunado a esto, se ha reportado que la proteina AC4 codificada por geminivirus, disminuye
la acumulacién de micro RNA (miRNA) de la planta hospedera y al mismo tiempo, aumenta
la cantidad de anormalidades presentes en la misma, esto en Arabidopsis thaliana, mediante
la union a miRNA maduros, lo que bloguea la union al mMRNA blanco (Chellappan P. et al.,
2005). Sin embargo, para PepGMV no se ha reportado la existencia de una proteina tipo

AC4, aun cuando su genoma posee un posible marco de lectura abierto.

1.1.2 Replicacion y transcripcion de los geminivirus

Los geminivirus se replican en el nacleo de la célula hospedera a partir de un mecanismo
conocido como circulo rodante. EI DNA viral de cadena sencilla circular es liberado del
virion en el nucleo, entonces la DNA polimerasa de la célula hospedera sintetiza la cadena
complementaria para formar el DNA de doble cadena circular covalentemente cerrada. Esta

molécula sirve como molde para la transcripcion bidireccional.

Una vez sintetizado el mRNA viral, éste es transportado al citoplasma para ser traducido.
Después, la proteina Rep se mueve al ndcleo para iniciar la replicacion viral mediante
circulo rodante a partir de dsDNA. Rep corta la cadena del viridn en el origen de replicacion
y recluta la DNA polimerasa del hospedero para elongar el 3"terminal de la cadena del
virion sobre la cadena complementaria. Después de una o varias vueltas de replicacion, Rep
corta y liga la cadena del virion recientemente sintetizada. EI nuevo DNA de cadena sencilla

circular puede entrar nuevamente a la replicacion o puede ser empaquetado (Pooggin M. M.
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et al., 2013). Los virus bipartitas encapsulan cada uno de sus componentes de manera

separada y necesitan de ambos para su infectividad (Laufs J. et al., 1995).

Los genes que son expresados primero son aquellos que estan involucrados en la replicacion
y la transactivacion de genes virales. En PHYVV, los genes que se expresan primero son
Rep, TrAP y REn del componente A y subsecuentemente el gen MP del componente B. Los
genes CP y NSP son clasificados como tardios y son expresados después debido a que

necesitan la presencia de TrAP para su expresion (Shimada-Beltran H. et al., 2007).

La transcripcion ocurre de manera bidireccional desde una region intergénica, donde
también se encuentra el origen de replicacion. Los RNA virales son poliadenilados y son
transcritos por la RNA polimerasa Il de la planta hospedera. En la transcripcion, cada uno de
los componentes funciona como templado para generar RNA en el sentido de virion
(Hanley-Bowdoin L. et al., 2010).

1.2 Silenciamiento inducido por RNA

El silenciamiento inducido por RNA es un mecanismo de defensa natural que protege a las
plantas contra los virus y la accion de los transposones, ademas de regular la expresion de
genes (Baulcombe D., 2004). Se ha visto que esta sefial de silenciamiento se puede

amplificar y mover por medio de sefiales en rutas de silenciamiento.

El silenciamiento por RNA esta mediado por RNA pequefios (SRNAs) de 18 a 25
nucleotidos por dos vias principales: RNA pequefios interferentes o sSiRNA y los miRNA
(Hamilton A. et al., 1999). Estos RNAs son procesados a partir de un precursor de doble
cadena (dsRNA), el cual es hidrolizado por la proteina tipo Dicer (Dicer-like, DCL) y
proteinas de union a dsRNA (DRB). Los RNA pequefios duplex son metilados en el
nucleodtido terminal 2°-O, por la proteina ENHANCER 1 (HEN1). La metilacion de un
extremo de estos RNAs permite estabilizarlo y protegerlo de la degradacion (Yu B. et al.,
2005). Despues, la hebra guia del SRNA es reconocida por el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), el cual esta en el nucleo de la célula e incluye la proteina
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Argonauta (AGO). Una vez unido el RNA a este complejo enzimatico, recluta la hebra
complementaria de RNA blanco (Xie Z. et al., 2004).

La ruta de silenciamiento por miRNA involucra nucleétidos ~22 que son generados a partir
de un precursor mas grande en el nacleo por la enzima Dicer y dependen de la proteina

argonauta para hidrolizar el blanco (Bartel D. P., 2004).

Ademas de estas dos vias que actlan a nivel citoplasmatico, se ha reportado una tercera via
asociada a la metilacion de DNA y la supresion de la transcripcion. Se ha visto que RISCs
nucleares llevan a cabo a la metilacion de los residuos de histidinas y citosinas

desencadenando silenciamiento genético transcripcional y la formacion de heterocromatina.

La proteina AGO es un componente del complejo de union a miRNA y siRNA (RISC). En
A. thaliana, las mutantes de agol no pueden llevar a cabo el silenciamiento por miRNA y
SRNA en citoplasma, en cambio las mutantes en ago4 no realizan silenciamiento a nivel

transcripcional (Zilberman D. et al., 2003).

En A. thaliana se han reportado cuatro miembros de la familia de proteinas tipo Dicer, las
cuales tienen diferentes funciones. DCL1 es requerida para la biogénesis de miRNA, DCL3
produce siRNA y es requerida en silenciamiento transcripcional (Xie Z. et al., 2004; Papp I.
et al., 2003). En adicion, DCL3 produce RNAs més grandes (24 nt); en cambio DCL1
produce siRNA mas cortos de 21 nt (Tang G., et al., 2002). En la produccion de siRNA
virales interviene DCL2, sin embargo, la pérdida de funcion de DCL2 se refleja solo en la
disminucion de la produccién de estos RNA pequefios, por lo que se cree que hay otras

proteinas que intervienen en su sintesis (Xie, Z. et al., 2004).

Las RNA polimerasas dependientes de RNA (RDRs o RARPs) son necesarias para las rutas
de silenciamiento en citoplasma y a nivel cromatina. En A. thaliana, la RDR1 y la RDR6
intervienen en el silenciamiento de transgenes y virus. Las mutantes RDR2 pierden la

capacidad de producir siRNA endogenos (Xie Z. et al., 2004).
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1.3 Iniciacion, amplificacion y mantenimiento de la sefial de silenciamiento

El mecanismo de silenciamiento génico actia de manera secuencia especifica. Los mRNA
normales, no son hidrolizados debido a que tienen en sus extremos 5° cap una proteina CBP
(proteina de union al cap) y en su cola de poly-A extremo 3, una PABP (proteina de unién
poliA); estas proteinas impiden el acceso de la RDR para la sintesis de la doble cadena de
RNA. Cuando los mensajeros carecen de una o de ambas proteinas de union mencionadas
anteriormente, la RDR puede unirse y empezar a sintetizar en sentido 3°-5" la cadena
complementaria, que después es hidrolizada en pequefios fragmentos por Dicer.

Para la amplificacion de la sefial, los siRNA pequefios sintetizados se unen al mMRNA y
actian como cebadores para el reconocimiento de la RDR. Después de la sintesis de dsSRNA
que es hidrolizado por Dicer en pequefios SiRNA, estos dirigen la hidrolisis de mRNA

blanco.

El proceso de amplificacion de la sefial de silenciamiento es clave para la defensa antiviral,
debido a que esta amplificacion debe darse al mismo ritmo de la replicacion y la
acumulacién del RNA viral (Schiebel W. et al., 1993; Tang G. et al., 2002).

La movilidad de la sefial es otro factor de suma importancia para el sistema de defensa
antiviral en las plantas. EI movimiento de la sefial de silenciamiento se puede dar antes de
que el virus infecte la planta hospedera para silenciar el RNA viral en cuanto este llegue a la
célula o moverse al mismo tiempo (Voinnet O. et al., 2000). Se ha visto que los efectos del
silenciamiento se observan en tejidos alejados del punto inicial de la sefial y que se puede
diseminar de manera sistémica en la planta (Voinnet O. & Baulcombe O., 1997).

Las vias de diseminacion del silenciamiento no son bien conocidas en plantas. Aunque se
sabe que se da celula-célula a través de plasmodesmas y de manera sistémica en floema a
través de las células acompafantes (Fagard M. et al., 2000). Sin embargo no se sabe cuél es

el precursor de SRNA gue se mueve.
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1.4 Silenciamiento génico postranscripcional (PTGS)

En plantas, se ha estudiado el silenciamiento génico postrancripcional (PTGS) como una
forma de defensa antiviral natural, la cual actia de manera especifica a nivel RNA. Se ha
visto que en el PTGS intervienen miRNAs. Los miRNA son RNAs de cadena sencilla, de
20-24 nt de longitud generados del procesamiento de precursores de miRNA maés largos por
DCL1 en Arabidopsis thaliana. En un desenrrollamiento de la molécula de dsRNA que es
dependiente de ATP, una cadena del miRNA es incorporada en el complejo RISC (RNA-
induced silencing complex). Ahi, el miRNA guia al complejo para degradar moléculas de
RNA que son identicas en secuencia al miRNA. Lo anterior sucede por medio del
apareamiento de bases RNA:RNA, que son hidrolizadas por la enzima Argonauta, lo que
resulta en una represion de la traduccion por la degradacion del transcrito. Estos miRNA son
conocidos en plantas por regular importantes procesos de desarrollo y algunos mecanismos

de respuesta a estrés (Jones-Rhoades et al., 2006).

1.5 RNA pequefios de origen viral

Para contrarrestar las defensas de la planta basadas en silenciamiento génico, los virus han
“reclutado ayuda” al codificar al menos un supresor de silenciamiento. Se han encontrado
SRNA virales en el citoplasma de células infectadas que pueden ser generados por
intermediarios de replicacion viral, RNA aberrantes 0 RNA de cadenas sencillas. Estos
RNAs son usados como molde por la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) para
sintetizar la segunda cadena viral y funcionan como reguladores de la expresién genética,
mediante union a secuencias especificas. Otra alternativa que se propone es la generacion de
dsRNA por medio de intermediarios de replicacion viral en estructura secundaria. Estudios

sugieren que DCL2 y DCL4 estan involucrados en la biogénesis de vsiRNA begomovirales.
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Figura 2. RNAs pequefios virales. A) Mecanismo de biogénesis de RNA pequefios virales. (Imagen
modificada de Vanitharani R. et al., 2005). B) Representacién grafica de la transcripcion
bidireccional de transcritos virales para la generacion de vsiRNA. RdRP, RNA polimerasa
dependiente de RNA. Las flechas indican el sentido de la transcripcion del virion y el recuadro

indica la region de traslape.
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1.6 RNA pequefios y mecanismos de respuesta a virus

Los RNA pequefios son importantes reguladores de la expresion genética que controla varios
procesos bioldgicos. Se ha visto en diferentes estudios que éstos estan involucrados en
algunos tipos de resistencia contra diferentes Begomovirus. En plantas infectadas con virus,
el silenciamiento se induce para controlar la replicacion viral y la infeccidn sistémica. Este
silenciamiento comienza con la generacion de dsRNA que pueden ser un intermediario de la
replicacion viral o el traslape de cadenas sencillas de RNA complementarias, o que se
convierten en dsRNA por enzimas RDR del hospedero. También se ha visto que algunos
RNA interferentes pequerios virales (vsiRNA) tienen como blancos genes del hospedero que
pueden estar involucrados en la respuesta de defensa de la planta y que plantas infectadas

muestran varios cambios en la acumulacion de miRNA enddgenos.

Los SRNA también pueden afectar la metilacion mediada por la proteina HEN1 provocando
que genes silenciados y transposones se activen afectando la maquinaria de silenciamiento
de la planta. Ademas se ha reportado que al aumentar el siRNA de origen viral, disminuye el
DNA y el mRNA virales (Rodriguez-Negrete E. et al., 2009).

Utilizar miRNA para generar silenciamiento presenta grandes ventajas en comparacion con
otras estrategias, algunas de las cuales se exponen a continuacion. Los miRNA no requieren
ser fragmentos grandes de DNA viral para inducir el silenciamiento, entonces se evade la
posibilidad de que otros genes se silencien por grandes fragmentos de RNA insertados.
Ademas, se puede realizar silenciamiento tejido y célula especifico y silenciar a la vez varios

genes con secuencias cortas conservadas.

Una vez realizados los ensayos de silenciamiento segun la estrategia seleccionada, existen
variantes en los resultados obtenidos segun las condiciones evaluadas en experimentos
relacionados con silenciamiento génico. Se ha visto que las rutas de silenciamiento basados
en RNA funcionan mejor a temperaturas alrededor de los 24°C. Un analisis masivo de
miRNA de brotes in-vitro de pera (Pyrus pyrifolia) infectados con Virus de la madera
asurcada del manzano (ASGV), reflejaron que eran mas los obtenidos a temperatura de
24°C, a diferencia de 37°C. Se encontraron 77 miRNA expresados de manera diferencial en

las temperaturas evaluadas (Liu J. et al., 2005).
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Asimismo, otro factor que puede introducir variantes en los resultados obtenidos es el
mantenimiento de la sefial de silenciamiento. Se ha reportado que el mantenimiento del
silenciamiento en plantas depende del estadio de desarrollo en el que se encuentre y a
cambios por respuesta a estrés. Ademas, el mantenimiento de la sefial de silenciamiento
necesita de la integracion del transgen o parte de él, en un locus competente, al fin de que
esta region del genoma no interfiera con su expresion, debido a la presencia de secuencias

regulatorias, metilacion e impedimentos estéricos, entre otros (Fagard M. et al., 2000).
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Il. ANTECEDENTES

1.1 Métodos convencionales de control contra patogenos de plantas

Los virus de plantas son parte de una gran problematica que afecta diversos cultivos en todo
el mundo y que causa pérdidas importantes en los mismos. Se han usado diferentes
estrategias para tratar de contrarrestar esta problematica. Entre las acciones que se han
tomado se encuentran: rotacion de cultivos, deteccion temprana y destruccion de plantas

infectadas, proteccion cruzada y control quimico de sus vectores (Hull R., 2002).

Sin embargo, aunque las estrategias anteriormente mencionadas han logrado disminuir la
problematica no han conseguido erradicarla por completo. Por lo que ha surgido la
necesidad de encontrar nuevas estrategias que ayuden a controlar mejor los virus en los
cultivos. Es por esto que se ha abordado experimentar con otras estrategias de control como
lo son: seleccion de plantas naturalmente resistentes y empleo de herramientas moleculares

para la obtencidn de resistencia mediada principalmente por RNA.

11.2 Un ejemplo de resistencia natural contra virus: Remision

Se le conoce como remisién a la recuperacion o reduccién de sintomas en plantas infectadas
con virus. Después de emerger la segunda o tercera hoja sintomatica, emergen hojas con

marcada reduccion de sintomas o una total desaparicion de los mismos.

La remision ha sido explicada de la siguiente manera. La presencia del RNA viral durante la
infeccion llega a concentraciones importantes que probablemente exceden ciertos umbrales.
Al exceder dichos umbrales, la presencia viral provoca que las defensas de las plantas se
desencadenen en toda la planta, incluyendo el tejido sintomatico. Esta respuesta general de
defensa, que incluye el silenciamiento génico, produce una disminucion en los niveles de
material genético de origen viral, lo cual se ve reflejado un poco mas tarde con la aparicién
de nuevas hojas asintomaticas, o comunmente llamado tejido en remisién (Carrillo-Tripp J.
et al., 2006).
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Figura 3. Representacion grafica de la progresion de sintomas en PepGMV. La letra |

representa la hoja inoculada, 1 y 2 corresponden a las hojas sintomaticas, 3 y 4 son pre-remision, 5y
6 muestran las hojas en remision (Carrillo-Tripp J. et al., 2006).

La resistencia natural de plantas contra virus ha sido reportada desde hace muchos afios. En
1928, Wingard reporta remision en plantas de tabaco infectadas con Virus de la mancha
anillada del tabaco (TRSV), en este experimento él observa que solo las hojas inicialmente
infectadas presentan los sintomas caracteristicos del virus y que las hojas que emergen
subsecuentemente no los presentan. Ademas, observd que estas plantas presentan una mayor

resistencia a infecciones secundarias por el mismo virus (Baulcombe D., 2004).

En el modelo de estudio del laboratorio (PepGMV-chile) también se ha visto remision de
sintomas. Experimentos en plantas de chile infectadas con PepGMV muestran que la
cantidad de DNA y RNA viral de tejido en remision es considerablemente mas bajo que el
tejido sintomatico. Adicionalmente se mostré que las plantas en remision, al ser re-
inoculadas con el mismo virus, no se reinfectaban ni presentaban sintomas en hojas nuevas.
También se observo que el DNA viral extraido de cada una de los tejidos evaluados
(sintomas y remision) fue capaz de producir sintomas cuando fueron bombardeados en
plantas de chile (Carrillo-Tripp J. et al., 2006).

Un reporte posterior sugirié que PepGMV es un blanco de los dos tipos de silenciamiento
geénico, postranscripcional y transcripcional, debido a que se encontraron siRNA de 21-22 nt
relacionados con las regiones codificantes, asi como también de 24 nt, en este caso

relacionados con la region intergénica del virus, donde se encuentran los promotores virales.
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Esto ultimo se correlaciond con una alta tasa de metilacion de la region intergénica viral en
DNA extraido de tejido en remision. En comparacion, un andlisis similar llevado a cabo con
DNA viral obtenido en tejido sintomatico mostré niveles de metilacion més bajos. En ambos
casos, la region codificante analizada (gen CP) mostré niveles menores al compararse con la

region intergénica correspondiente (Rodriguez-Negrete E. et al., 2008).

Ademas se ha visto que la concentracién de DNA viral de tejido sintomatico disminuye
conforme se desarrolla la infeccidn. Esto se puede deber a la migracién de particulas virales

hacia otros tejidos y la degradacién de DNA viral (Carrillo-Tripp J. et al., 2006).

Siguiendo con la misma linea, existen reportes de resistencia natural en Colinabo (Brassica
oleracea gongylodes) cuando es infectada con Virus del mosaico de la coliflor, la cual fue

atribuida a silenciamiento genético postranscripcional (Covey S. N. et al., 1997).

Por otra parte, se ha reportado que plantas de yuca infectadas con Virus del mosaico
africano de la yuca (ACMV) presentan una cantidad mas alta de RNA pequefios en tejidos
con sintomas en comparacion con los obtenidos de tejido en remisidn que plantas infectadas

con el virus, las cuales no tienen remision (Chellappan P. et al., 2004).

Teniendo en cuenta los ensayos mencionados relacionados a silenciamiento génico, la
correlacion entre la cantidad de DNA-RNA-sRNA viral y resistencia no esta determinada de
manera general para las interacciones virus-planta. Se ha reportado que plantas que
presentan altos niveles de expresion de RNA transgénico presentan bajos niveles de
resistencia. En cambio, plantas que acumulan bajos niveles de RNA transgénico, exhiben

altos niveles de resistencia (Goldbach R. et al., 2003).

Finalmente se puede decir que el fendmeno de remision en el cual se ve involucrado un
aumento de los SRNA virales respalda la idea de que PTGS es una estrategia para controlar

la infeccion por geminivirus.
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1.3 Estrategia de resistencia inducida contra virus: Silenciamiento génico
mediado por RNA

Ademaés de la resistencia contra virus que existe de manera natural, también se ha logrado
inducir ese tipo de resistencia usando ingenieria genética. Se han reportado resultados
positivos en cuanto al desarrollo de estrategias para proveer resistencia a virus mediada por
RNA en varias plantas. Este tipo de estrategia presenta varias ventajas, entre las cuales

estan:
o Mayor especificidad hacia las secuencias de RNA (o virus) que se quiere silenciar.

o Ausencia de proteinas “externas” en las plantas transgénicas, lo que podria facilitar
la aprobacion por los procesos regulatorios de organismos genéticamente
modificados (OGMs).

Se han insertado secuencias virales en plantas y animales para generar algin tipo de
resistencia contra estos patdgenos, tratando de disminuir la severidad de los sintomas, asi
como de la incidencia y el tiempo al cual estos sintomas se empiezan a presentar. Se ha
reportado que la resistencia generada se da por silenciamiento génico a nivel
postrancripcional. Este proceso es mediado a nivel de RNA, en el cual tanto el RNA viral
como el mRNA del transgen son degradados de manera especifica de secuencia (Dalmay T.
et al., 2000).

En 1998, Ruiz T. y colaboradores observaron que al infectar plantas con una construccion
que contenia el gen fitoeno desaturasa (PDS) en un vector basado en el Virus X de la papa
(PVX), los niveles del vector PVX-PDS no se vieron afectados a diferencia de los niveles
del mRNA del gen PDS, el cual fue degradado en el tejido verde de dichas plantas. Por ello
se considerd que el mecanismo por el cual se lleva a cabo el silenciamiento es a nivel
postranscripcional. En otro ensayo evaluaron construcciones con secuencias de intrones y
exones y observaron que la construccion que contenia un intron no generaba silenciamiento
mientras que la que contenia exones si lo hizo. Con esos experimentos, ellos sugirieron que
el silenciamiento ocurria a nivel citoplasmico. Finalmente, cuantificaron los niveles de

MRNA en plantas con tejido infectado con el vector PVX-PDS y plantas mock. El anélisis
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mostré una disminucion de 85 a 95% del mensajero en plantas con la construccion con

PVX-PDS en comparacion con el control (Ruiz T. et al., 1998).

Pooggin y colaboradores estudiaron el silenciamiento génico mediante el bombardeo de una
construccion tipo horquilla dsRNA dirigida a la region promotora del gen Rep. Ellos
observaron la disminucion de los niveles de DNA viral en plantas que mostraban remision
en comparacion con aquellas que no tenian la construccion. En este reporte, primero se
infecto las semillas de frijol negro con el virus y después se bombarded con la construccion

dsRNA obteniendo resultados prometedores (Pooggin M. et al., 2003).

En 2007 se realizo la evaluacion de plantas de tomate transformadas con diferentes tipos de
construcciones para generar silenciamiento. Estos contenian fragmentos de Rep y AC4 del
Virus del enchinamiento de la hoja de tomate. Aqui observaron que las plantas presentaron
remision de sintomas y que las construcciones mas eficientes fueron Rep-antisentido,

repetidos invertidos-Rep y la construccion tipo horquilla (Ramesh S. V. et al., 2007).

Por otra parte, se realizo la expresion antisentido del mMRNA completo de Rep, TrAP o REn
del Virus Africano del mosaico de la yuca. Las plantas de tomate fueron infectadas con el
virus por biobalistica observando posteriormente una remision de los sintomas. Ademas,
fueron detectados sSRNA de 21-24 nt derivados del virus, por lo que la resistencia se

relacion6 un proceso tipo PTGS y TGS (Vanderschuren H. et al., 2007).

Mas recientemente, en 2012, se realizaron construcciones tipo intrén-horquilla de PepGMV
y de ToChLPV (Virus del tomate chino La Paz) para evaluar su capacidad y eficiencia en
inducir resistencia a la infeccién por PepGMV. Las plantas fueron primero agroinfiltradas
con las construcciones que contenian los fragmentos de PepGMV y ToChLPV. Se observo
que con la presencia de los fragmentos los sintomas disminuyeron en un 80% mientras que
la acumulacion viral se reducia en un 99.56%. Paralelamente se realiz el analisis del
transcriptoma y se encontraron genes sobreregulados que participan en rutas de
silenciamiento génico, por lo que la resistencia observada se asocio a silenciamiento génico
inducido por RNA (Medina-Hernandez D., 2012).
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Figura 4. Representacion gréafica del fragmento del genoma viral utilizado para generar las
construcciones de PepGMV y ToChLPV. (Modificada de Medina-Hernandez D., 2014)

1.4 Promotor: rbcS2 de tomate

Para la generacion de construcciones gque tengan como objetivo inducir resistencia a virus
mediante silenciamiento génico es necesario la seleccion de buen promotor que cumpla con
las caracteristicas necesarias, y deseadas, de expresion tejido-especifica. Esto es doblemente
importante si lo que se busca es generar plantas transgénicas como producto o desarrollo
biotecnoldgico que pueda ser liberado bajo los lineamientos de bioseguridad y proteccién

intelectual.

Es por esto, que en el presente trabajo se busca utilizar un promotor con expresion especifica
en hoja, debido a que esta parte de la planta es donde el virus infecta primero. De los
posibles promotores candidatos que cumplen con las caracteristicas deseadas se selecciono

un promotor de tomate, el cual se describe a continuacion.

En tomate, existen cinco genes que codifican para la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-
bisfosfato carboxilasa, el rbcS1, rbcS2, rbcS3A, rbeS3B y rbeS3C  (Meier 1. et al., 1995).

Estos genes son expresados en hojas principalmente. Los genes que pertenecen a esta familia
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presentan expresion especifica en hojas, tallo y poca expresion en fruto, ademas, de nula

expresion en pétalos, pericarpio, semillas, sépalos y raiz.

En 1988, Manzara y colaboradores realizaron el andlisis de la expresion de genes
pertenecientes a esta familia y observaron que en tomate principalmente se expresan en hoja,
seguido por plantulas etioladas y tallo, y que su expresién en fruto disminuye

considerablemente conforme el fruto madura (Tabla 1).

Tabla 1. Expresion de rbcS en diferentes tejidos de tomate. (Tomado de Manzara T. et al., 1988).

Tissue Tomato Petunia Pea
Leaves 10D [0 100
Stem 32 23 2.7
Root MDD 0.2 0.7
Petals 30 R.5
Fruit

immature green 6.5

mature green 1.6

red NI
Etiolated s=edlings 4.6
Sepals 11.2
Stigmas/anthers 0.25
Pericarp - S0
Seeds 8.0

NI} = not detected

En 1991 se evalu6 la acumulacion de mRNA de rbcS en hojas maduras e inmaduras de
tomate y observaron que en el gen rbcS2 se mantiene la expresién sin importar el estadio de

la hoja (Figura 5).

Por otra parte se ha reportado que el promotor que lleva la expresion del gen rbcS2 presenta
una expresion independiente de la luz, a diferencia del resto de los genes que pertenecen a

esta familia (Figura 6).
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Figura 5. Acumulacion de mRNA de rbcS en hojas maduras e inmaduras de tomate. (Tomado
de Wanner L. A. et al., 1991).
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Figura 6. Transcritos de rbcs en condiciones de luz/oscuridad en plantas de tomate. En el

circulo rojo se sefiala el gen prbcS2, el cual muestra presencia de transcritos de manera continua en

condiciones de luz/oscuridad (Tomado de Manzara T. et al., 1988).

En 1999 se realizo el andlisis de la actividad del promotor rbcS2 en diferentes estadios de

desarrollo del fruto de tomate. Se observd que el rbcS2 presenta baja expresion durante el
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desarrollo del fruto y antes del comienzo de la maduracion del mismo. Estos niveles de
expresion pueden relacionarse con la pérdida de actividad fotosintética del fruto durante el

inicio de su maduracioén.

El analisis de elementos cis de la region promotora del gen rbcS2 mostrd que un elemento
G-box a -156 es responsable del 80% de actividad en fruto de tomate joven (Figura 7). A
diferencia de la actividad en hoja, la cual se debe en conjunto a dos cajas: G-box y I-box.
Esta activacion se debe a la union de proteinas GBF (factores de union a G-box), las cuales

son proteinas bZIP que reconocen el motivo CACGTG de la G-box (Baum K. et al., 1999).
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Figura 7. Andlisis de la actividad del promotor rbcS2 en diferentes estadios de desarrollo del
fruto de tomate. A) Tamafio de promotores evaluados, en verde se muestra el tamafio del promotor
seleccionado. B) Grafico que presenta la actividad de los promotores fusionados a GUS (Modificada

de Baum K. et al., 1999).
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111. JUSTIFICACION

Los geminivirus estan ampliamente distribuidos en Mesoamérica y causan grandes pérdidas
en cultivos de solandceas como los son tomate, chile y tomatillo. Entre estos, uno de los méas
importantes es el Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV). Los sintomas que presenta
la enfermedad llegan a ser tan severos que pueden mermar la produccion de dichos cultivos.
Es por ello que ha surgido la necesidad de encontrar estrategias para resolver o al menos
tratar de combatir esta problematica con el fin de disminuir las pérdidas en cultivos causadas

por este virus. A la fecha no existen variedades de chile resistentes a geminivirus.

En plantas, se ha descrito el silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) como una de
las principales estrategias de defensa contra un gran nimero de patdgenos, entre los que se

encuentran los virus.

Recientemente en el laboratorio se realizd una secuenciacién masiva de RNA pequefios en
plantas de chile de la variedad Sonora Anaheim infectadas con PepGMV. El tejido se
colecto a tres diferentes tiempos. El anlisis de estos RNA pequefios revela una variacion en
la cantidad y en la distribucion de la regiones codificantes en el genoma del virus,
presentando picos muy marcados en algunas regiones. Esto podria sugerir que estos RNA
pequefios tienen una funcién especifica durante el ciclo infectivo del virus. Debido a que ya
se ha visto que las plantas utilizan rutas de silenciamiento inducidos por RNA como
estrategias de defensa, creemos que la expresion de dichos RNAs en plantas de chile podria

inducir algun tipo de resistencia contra PepGMV.
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IV. HIPOTESIS

La expresion de RNAs pequefios de origen viral en plantas de chile inducira resistencia

contra la infeccion del Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV).

V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Realizar expresion transitoria en plantas de Capsicum annuum con construcciones que
contengan RNAs pequefios de origen viral y evaluar su respuesta a la infeccion con Virus
del mosaico dorado del chile (PepGMV).

V.2 Obijetivos especificos

A. Analizar bibliotecas de RNA pequefios de origen viral y seleccionar aquellos que se

encuentren inducidos durante el proceso infectivo de PepGMV.

B. Seleccionar el promotor tejido-especifico para la expresion de los RNAs pequefios

seleccionados.

C. Obtener construcciones que contengan las regiones asociadas a la produccion de
niveles altos de los RNAs pequefios seleccionados para ser expresados en plantas de

Capsicum annuum.

D. Realizar ensayos de expresion transitoria en plantas de C. annuum con las

construcciones obtenidas y evaluar su respuesta a la infeccion.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

V1.1 Disefio y construccion de vectores de expresion

VI1.1.1 Amplificacion de fragmentos de interés

Para generar las construcciones que llevan los fragmentos de interés seleccionados y el
promotor, se realizo la amplificacion de cada una de las secuencias. Los fragmentos TrAP-
REn, CP-IR, Rep y AC4-IR corresponden a cuatro fragmentos del componente A del
genoma de PepGMV. Las secuencias GFP de la proteina verde fluorescente, el promotor del
gen de la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa de tomate (rbcS2) y el terminador tRab17, fueron

amplificados con los oligonucle6tidos de la tabla 2.

Para generar las construcciones se utilizé el vector de silenciamiento pFGC5941. Las
secuencias en sentido se clonaron en los sitios de clonacion multiple Ascl y Swal. Las
secuencias en antisentido, se clonaron en los sitios Pacl y Xbal. Para realizar la clonacion se

adicionaron los sitios de restriccion en los oligonucleétidos disefiados.

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé en un termociclador Applied Biosystems
Veriti®96 con los siguientes parametros: 94°C por 4 min, 30 ciclos de 94°C por 20 s, 57°C
por 20 s y 40 s a 72°C, ademas de 4 min a 72°C. Se corri6 un gel de agarosa al 1.5 % para

verificar que los tamafos de los productos de PCR fueran los adecuados.
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados. El total de los oligonucle6tidos utilizados

en este trabajo se encuentran descritos.

Nombre

Oligonucleotido

Secuencia

PrbcS-DIR 5-GAGCTCATCGATCATAAAGTTGAGGACAATATAAGC-3"
PrbcS-REV 5"-CCATGGGCCATATTGCTTCTTCTCTCT-3

GFP-DIR 5-GGCGCGCCGACTCTAGAGGATCCAAGGAGAT-3

GFP-REV 5"-CCCGGGGGGAAATTCGAGCTCTTATTTGT-3

TrAP-REN-DIR 5-GCTTAATTAAGGCGCGCCCGTCCCAGAAGCTGTCATCGAAG-3’
TrAP-REn-REV 5-GCTCTAGAATTTAAATGATTCACGCACCGGGGAGAG-3”
Rep-DIR 5-GCTTAATTAAGGCGCGCCCGTGCCCACATTGTCTTGC-3"
Rep-REV 5-GCTCTAGAATTTAAATAACGTAAAGGCCAACATCGAGC-3’
AC4-IR-DIR 5-GCTTAATTAAGGCGCGCCGAATGCTCCTCTCGTGAAACAC-3”
AC4-IR-REV 5 -GCTCTAGAATTTAAATGAGTCCCCAAGAGGCTTTATGT-3
tRab17-DIR 5- CCCGGGCTCGAGGCTTTACTTGTGTGCAC -3

tRab17-REV 5- CGATCGCGACTCACTATAGGGCGAATTG -3

chsA-DIR 5-GTTTATGTTTTAGTGTTTTCT-3

chsA-REV 5 -TAAGATAAAACGTTGAATGTA-3’

CP-IR-DIR 5-GCTTAATTAAGGCGCGCCACATCCCGCCTGTCAAGTCTA-3
CP-IR-REV 5-GCTCTAGAATTTAAATCCTGTTAACCCAAGCAGCGG-3”
PepGMV-B-DIR 5-TTTTCAGATATGGAAGCGGGG-3”

PepGMV-B-REV

5-AATGTATTTATTGCAAAGACTTCG-3"

VI1.1.2 Clonacion en pJET1.2/blunt

La clonacion de los fragmentos de interes en el vector pJET1.2/blunt, se realizé con el kit de
Thermo Scientific CloneJET Cloning #K1231, en el cual se agregaron 10 pL de buffer de
reaccion 2x, 5 uL de DNA producto del PCR sin purificar, 1 pL del vector de clonacion
pJET1.2, 19 pL de H2O libre de nucleasas y 1 uL de DNA ligasa T4, lo anterior se mezcld
en vortex, se centrifugo y se dejo incubar a 22°C toda la noche.
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VI1.1.3 Transformacion de células competentes de E. coli DH10B

Se colocaron 10 pL del producto dializado de la clonacion en tubos Eppendorf con 40 pL de
células competentes de E. coli DH10B, se mezcld ligeramente y la mezcla se pasé a celdas
para hacerles pasar un pulso de 300 V. Luego, se paso esta mezcla a 500 pL de medio SOC
y se dejo incubar a 37°C durante 1 h con agitacion constante. Despues, se agregd este
cultivo a placas con medio LB y carbenicilina 100 mg/uL (1 pL/mL de medio de cultivo) y

se dejé incubando toda la noche a 37°C.

V1.1.4 Extraccién de DNA plasmidico

Se seleccionaron 5 clonas para cada uno de los fragmentos clonados y se inocularon en
medio LB liquido con carbenicilina 100 mg/uL (1 pL/mL de medio de cultivo), y se dejaron
incubar a 37°C toda la noche en agitacion constante. Luego, se realiz6 la extraccion de DNA
plasmidico de las células de los cultivos con el siguiente protocolo: se concentraron las
células centrifugando el medio de cultivo a 12000 rpm durante 10 min. Una vez obtenida la
pastilla, se adicion6 100 uL de Buffer P1 y se diluyd en él la pastilla con el vortex, se agreg6
100 pL de Buffer P2 y se mezcld invirtiendo el tubo varias veces y se agregaron 120 puL del
Buffer P3 y se mezcld. Después de incubar durante 3 min, los tubos se centrifugaron a
12000 rpm por 10 min, se colecto el sobrenadante y se le adiciond 1 volumen de etanol
absoluto a -20°C, se agit6 y desecho el sobrenadante. Luego, se lavo con 1 mL de etanol al
70% vy se agit6. Finalmente se centrifugd a 12000 rpm por 5 min a 4°C, se descartd el

sobrenadante, se dejo secar la pastilla durante 30 min y se resuspendié en 50 pL de H20.

VI1.1.5 Secuenciacion

Los fragmentos TrAP, AC4-IR, Rep, CP-IR, GPF y prbcS2 clonados en el vector
pJET1.2/blunt fueron secuenciados por el método Sanger (Servicios Genomicos Langebio),
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y los resultados fueron analizados con el programa SnapGene para verificar que la secuencia

estuviera correcta.

VI1.1.6 Construccién en pFGC5941 con los fragmentos TrAP-REN, Rep, CP-IR y
AC4-IR

Los fragmentos amplificados con los oligos de la tabla 2 y ligados en pJET1.2/blunt, se
digirieron con las enzimas Ascl y Swal para crear el fragmento que se ligaria en sentido al
vector pFGC5941. Para la digestion con la enzima Ascl se agregaron 0.5 pL de dicha
enzima, 5 pL de buffer, 500 ng de DNA obtenido de la extraccion de DNA plasmidico y 500
ng del vector pFGC5941, se agregd agua hasta un volumen final de 50 pL. La reaccién se
incubé toda la noche a 37°C, después se dializo por 20 min y se ligd a 22°C durante 1 h. Se
repitié el procedimiento, pero ahora cortando con la enzima Swal y religando. La mezcla de
la ligacion se limpié con cloroformo y se precipitdé con isopropanol. Este DNA se

resuspendio y se utilizd para transformar cepas electrocompetentes de E.coli DH10B.

Para realizar la seleccion de las clonas en sentido, se realizé PCR de colonia utilizando los
mismos pares de oligos usados para amplificar cada fragmento.

Para clonar el fragmento en antisentido, se repitié el protocolo anteriormente descrito,
usando los sitios de restriccion Pacl y Xbal. Para seleccionar las clonas positivas se realizo
PCR utilizando los oligonucledtidos directos de cada uno de los fragmentos y el chsA-DIR
de la tabla 2.

VI1.1.7 Construcciones 35S::GFP y prbcS2::GFP

La proteina verde fluorescente (GFP), fue amplificada del plasmido psmGFP
(www.arabidopsis.org, CD3-326) usando los oligos de la tabla 2, GFP DIR 5-
GGCGCGCCGACTCTAGAGGATCCAAGGAGAT-3 y GFP REV 5-
GGCGCGCCGACTCTAGAGGATCCAAGGAGAT-3", que contienen las secuencias para
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las enzimas de restriccion Ascl y Smal, respectivamente. El producto fue clonado en el
vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific, K1231).

Para obtener la construccion 35S::GFP se sustituy6 el intron de la chalcona sintasa A (chsA)
por el GFP, por medio de digestiones con las enzimas de restriccion Ascl y Smal. En el
caso de la construccion prbcS2::GFP-tRAB17, una vez que se obtuvieron las construcciones
con el promotor prbcS2 y el terminador tRAB17, se sustituy el intron chsA por el GFP. La
clonacion se realizé con las enzimas de restriccion Ascl y Smal. La comprobacion de la

clonacion se realizo por PCR con los oligos para GFP de la tabla 2.

V1.2 Expresion Transitoria

V1.2.1 Transformacion de células electrocompetentes de la cepa GV2260

Agrobacterium tumefaciens

Se agreg6 1 puL de DNA plasmidico de cada una de las construcciones obtenidas (50 ng/ pL)
a 50 pL de células electrocompetentes de la cepa GVV2260 de Agrobacterium tumefaciens y
se agitd suavemente. Esta mezcla se pasd a una celda de 1 mm dandole un pulso en el
electroporador Cell Porator. Inmediatamente después se incubo6 en 500 uL de medio YEB a
28 °C durante 2 h. Después se sembraron 100 pL del cultivo en medio YEB con kanamicina,
carbenicilina y rifampicina (100 mg/mL cada uno). Se incubaron a 28 °C durante 48 horas,
que es el tiempo en el que las colonias son visibles. De las colonias resistentes, se
seleccionaron 4 de cada construccion, se pusieron a crecer en medio liquido YEB con
kanamicina, carbenicilina y rifampicina (100 mg/mL cada uno), se incubaron a 28 °C en
agitacion a 200 rpm, durante 48 horas. Se extrajo DNA de cada una de las colonias de
Agrobacterium y se realizo PCR para saber si la cepa fue transformada con la construccion

gue contiene los fragmentos de interés de PepGMV.
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VI1.2. 2 Agroinfiltracion en plantas de chile

Se germinaron semillas de chile (Capsicum annuum L.) var. Sonora Anaheim con un
fotoperiodo 16 h luz y 8 h oscuridad, a una temperatura de 28°C. Para evaluar la eficiencia
de las construcciones obtenidas se realizd la agroinfiltracion de 10 plantas por tratamiento de

chile en estadio de cuatro hojas como se indica en la tabla 3.

Tabla 3. - Tratamiento aplicado en agroinfiltracién. En la columna izquierda esta el tratamiento
aplicado para la agroinfiltracion y en la columna derecha el nimero de plantas de chile para cada

tratamiento.

TRATAMIENTO # PLANTAS
35S::TrAP-REN 10
35S::CP-IR 10
35S::Rep 10
35S::AC4-IR 10
pFGC5941 10
Medio de infiltracion 10

Se picaron colonias positivas de Agrobacterium tumefaciens en medio liquido YEB con
kanamicina, carbenicilina y rifampicina (100 mg/mL), de cada una de las construcciones
obtenidas y se incubaron a 28 °C en agitacion a 200 rpm durante 48 horas. Se diluyé este
cultivo hasta obtener una densidad éptica de 1.0 a 600 nm en medio de infiltracién que
contiene 1 mL de MgClz, 1 mL de MES 1M y 100uL de acetosiringona, incubando en la
obscuridad a 28°C toda la noche. Se infiltraron 2 hojas de cada planta, 10 plantas por

tratamiento, el medio se infiltro en el envés de las hojas de chile con una jeringa de 3 mL.
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Cuatro dias después de la agroinfiltracion de las plantas de chile en la tercera y cuarta hoja
verdadera, se cortd la hoja y se procedid a realizar la extraccion de RNA. Se
homogeneizaron 150 mg de tejido molido en 1 mL de trizol, se agité en Vortex 15 segundos
y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron 200 uL de cloroformo a
4 °C, se mezclo por inversion e incubo durante 2 min a temperatura ambiente. Se centrifugo
15 min a 12000 rpm a 4 °C. Se transfirieron 600 pL del sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5
mL; se agregaron 600 pL de etanol al 70 % preparado con agua DEPC y se mezcl6. Se
transfirieron 600 puL de la mezcla anterior a una columna del Kit de Life Technologies
PureLink™ RNA Mini Kit AMBION vy se centrifugd 15 min a temperatura ambiente a
12000 rpm descartando el liquido drenado. Se realizaron lavados del RNA agregando Wash
Buffer I y 11, 700 pL de cada uno, centrifugando 15 s cada vez a temperatura ambiente a
12000 rpm, luego se seco el paquete celular centrifugando durante 1 minuto a temperatura
ambiente a 12000 rpm. Después se agregaron 100 pL agua libre de RNasa para disolver el
ARN incubando durante 1 min. Se midié la concentracién en un espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 de Thermo Scientific.

Para eliminar una posible contaminacion con DNA en la extraccion, se tratd 1ug de RNA
total con 1 pL de buffer+MgCl2 y 1 uL de DNasa, se llevé a un volumen final de 10 puL y se
incub6 a 37°C durante 30 min. Después se adiciond 2 puL de EDTA 25mM a 65°C durante
10 min. Finalmente se corrio una alicuota de 300 ng en gel en agarosa al 1.2 % a 70 V
durante 30 min para comprobar la integridad del ARN extraido. Las bandas de RNA

ribosomal de 18 y 28S deben ser visibles e integras.

V1.2.3 Sintesis de cDNA

A 500 pg de RNA total extraido de las hojas agroinfiltradas con las construcciones
obtenidas se agregaron 2 pL de una mezcla de oligonucle6tidos reversos, uno de ellos para
la actina que se utilzd como gen constitutivo o normalizador de la amplificacion y el otro
para los fragmentos de interés Rep, AC4-IR, TrAP y CP-IR a 5 uM. Los cuales se

colocaron en el termociclador Applied Biosystems Veriti®96 a 65 °C durante 5 min.
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Posteriormente, se agregaron 4 pL de regulador RT, 2 uL de dNTPs 10 mM y 1 pL de
enzima transcriptasa reversa (Fermentas). Se amplificO en un termociclador Applied
Biosystems Veriti®96 en un programa con un ciclo de 90 min a 45 °C y otro a 70 °C durante
10 min. Se utilizaron los oligonucleotidos de la tabla 2 para llevar a cabo la amplificacion

por PCR semicuantitativo.

VI1.2.4 Amplificacion de fragmentos de interés

Para verificar si la agroinfiltracion estaba funcionando y si las construcciones se estaban
expresando, se realizé el RT-PCR con los pares de oligonucleotidos de la tabla 2 para cada
fragmento de interés: TrAP-REN, Rep, CP-IR y AC4-IR. Las condiciones con las que se
realizo las amplificacion fueron: 1 ciclo de 5 min a 90 °C; 30 ciclos de 30s a 95 °C, 30s a 57
°C y 30s a 72 °C, y un ciclo de 4 min a 72 °C. La reaccidn resultante se corrié en un gel de

agarosa al 1.5% por 45 mina 90 V.

V1.2.5 Evaluacion de la eficacia de las construcciones: Infeccion con PepGMV

Cuatro dias después de realizar la agroinfiltracién se procedié a infectar las plantas con
Virus del mosaico dorado del chile PepGMV. Se utilizaron clonas diméricas de los

componentes A 'y B del virus.

V1.2.5.1 Preparacion de particulas para bombardeo

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno, se lavaron con 2 mL 4cido nitrico 0.1N, luego
se sonicaron por 20 min en un bafio de agua con hielo. La muestra total se alicuot6 en tubos
Eppendorf y se centrifugaron a 10000 rpm durante 2 min. Se retir0 el sobrenadante y se le
agrego 1 mL de etanol absoluto, se sonicd y centrifugo 15 segundos a 12000 rpm. Después
de desechar el sobrenadante se agregé 1 mL de agua. Luego se realizé una dilucién con 250

puL de particulas/750 puL de agua. Estas particulas de sonicaron y se pasaron 60 pL a un
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tubo, al cual se le adicionaron 50 uL de cloruro de calcio al 2.5 M, 20 pL de espermidina 0.1
My 1 ng de cada componente A y B de PepGMV. Después se mezcl6 en vértex, se sonico y
se centrifug6 a 10000 rpm por 20 s. Luego se hicieron dos lavados con etanol. Finalmente se

tiro el sobrenadante y adicion6 60 L de etanol absoluto.

V1.2.5.2 Bombardeo de PepGMV

Se bombarde6 la tercera o cuarta hoja agroinfiltradas con 10 pL de las particulas

anteriormente preparadas con una pistola de baja presion modificada a 120 psi.

V1.3 Severidad de sintomas

Para evaluar la severidad de los sintomas de las plantas infectadas, se utilizo la escala de
sintomas de 0 al 4 (Figura 8). Para determinar el porcentaje de severidad de los sintomas se
utilizo la formula S= (3)i/N [VM])*100, donde S, es el porcentaje de severidad, > i, es la
sumatoria de los valores observados, N es el nimero de plantas observadas y VM es el valor

de escala completa.

Figura 8. Fenotipos mostrados por plantas sintomaticas infectadas con PepGMV. La escala
utilizada es la siguiente: 0) Planta sana, 1) Mosaicos amarillos apenas visibles, 2) Red de mosaicos
visibles y leve rugosidad detectada en las primeras hojas mostrando sintomas, 3) Todas las hojas
sintomaticas muestran mosaicos amarillos, enchinamiento y rugosidad y 4) Hojas sintomaticas son
mas pequefias, plantas sintomaticas muestran distorsion general con retraso severo del crecimiento

de la planta con mosaicos amarillos, enchinamiento y rugosidad.
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V1.4 Incidencia

Para determinar la incidencia de DNA viral en plantas infectadas se utilizaron como factor
las plantas que amplificaron un fragmento de 650 pb del componente A de PepGMV,
usando los oligonucle6tidos que siguen: AC4-DIR 5-
GCTTAATTAAGGCGCGCCGAATGCTCCTCTCGTGAAACAC-3" y CP-IR-REV 5'-
GCTCTAGAATTTAAATCCTGTTAACCCAAGCAGCGG-3'. El porcentaje de incidencia
fue calculado con la siguiente formula: 1 = (plantas PCR positivo/total de plantas
inoculadas)*100.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VII. 1 Analisis de los RNA pequefios (SRNA).

Las lecturas generadas a partir de la secuenciacion masiva de RNA pequefios de origen viral
(sVRNA) obtenidas de muestras de plantas infectadas con PepGMYV vy colectadas a los 6, 10
y 20 dias (pre-sintomas, sintomas y remision, respectivamente) después de la inoculacion,
fueron alineadas con el genoma de dicho virus. Los SRNA que se obtuvieron se analizaron
por tamafio y orientacion, respecto a las cadenas positivas y negativas de ambos

componentes de PepGMV.

La cantidad total de sRNA relacionados con ambos componentes y orientaciones de
PepGMV se muestra en la figura 9. Para el componente A se obtuvieron 32963 y 32994
lecturas, en cadena positiva y negativa, respectivamente. Para PepGMV-B, se obtuvieron
32964 lecturas para la cadena sentido y 32933 lecturas para la antisentido. La cantidad de
RNA pequefios totales obtenidos de la infeccion con PepGMV se mantiene consistente entre

los componentes A y B y en ambos sentidos de las cadenas.

33500
33000
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Figura 9. Numero total de sSRNA para los componentes A y B de PepGMV detectados en
plantas de chile infectadas. En azul se muestra el total de sSvRNA de cadena positiva obtenidos en
el analisis de los 6, 10 y 20 dpi. En gris se muestra los RNA pequefios de cadena negativa en las

mismas condiciones.
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VII1.1.1 Tamano de los RNA pequefios

Se analizo la cantidad de RNA pequefios mapeados en PepGMV durante la infeccion de
plantas de chile. El analisis incluye los RNA pequefios de 20-25 nt. Los graficos obtenidos
de las muestras colectadas a los 6 dpi mostraron que predominan los SRNA de 21-22 nt. La
cantidad de RNA pequefios totales encontrados oscild entre 44-190 lecturas para PepGMV.

Después de los 10 dias de realizarse la infeccion, cuando se presentan los sintomas, los
patrones de distribucién de RNA pequefios varian considerablemente. La cantidad de SRNA
de 21-22 nt es la que predomina con 20243 y 22155 lecturas, respectivamente. En contraste,
los RNAs de 23-25 nt resultan con un menor numero de lecturas que van desde los 1156
hasta 3511.

Conforme se desarrolla la infeccion, después de 20 dias, cuando se ha reportado que las
plantas infectadas con PepGMV presentan remision de sintomas, la cantidad de RNA
pequefios mapeados para este virus, se dispara para la clase de 20-21 nt, con 18161 y 18887
lecturas, respetivamente. De manera interesante, los SRNA de 22-25 nt no se encontraron
representados en esta etapa. Esta caracteristica podria sugerir que los RNA pequefios de 20-
21 nt son los que estan implicados en mecanismos de silenciamiento que ayudan a la

remision de sintomas en la planta.
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Figura 10. Comparacion del total de SRNA en las etapas evaluadas. En el eje de las “x” se
representa el tamafio de los SRNA y en el eje de las “y” el nimero de lecturas correspondientes a
cada clase. EI nimero de sSRNA obtenidos en las muestras de 6 dpi es muy pequefio y no alcanza a
destacar por las escalas. Ver figura 11.
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Figura 11. RNA pequefios relacionados con PepGMV obtenidos de plantas infectadas con chile
alos 6, 10y 20 dpi.
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Lo anterior podria sugerir que las proteinas tipo Dicer que intervienen en el mecanismo de
silenciamiento podrian ser diferentes. En Arabidopsis thaliana, las proteinas DCL24, DCL2
y DCL3 generan los RNA pequefios virales de 21, 22 y 24 nt, respectivamente (Ruiz-Ferrer
V. et al., 2009). Debido a que los SRNA mas representados en el analisis son los de 21 y 22
nt, se podria sugerir que las proteinas tipo Dicer que principalmente participan en el
mecanismo de defensa antiviral de chile contra PepGMV son la DCL4 y la DCL2. De
manera similar, plantas de yuca infectadas con potyvirus mostraron una mayor poblacion de
SRNA virales de 21-22 nt (Ogwok E. et al., 2016). Los SRNA de 21-22 nt estan asociados a
PTGS, por lo que el silenciamiento a nivel postranscripcional podria ser la ruta de

silenciamiento predominante en la defensa de chile contra PepGMV.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado con analisis Northern blot en el area
de Rep y CP de PepGMV. Esto reveld que los RNA pequefios que principalmente son
sintetizados son los de 21-22 nt, los cuales estan relacionados con PTGS. Aunque también
se encuentran representados los de 24 nt relacionados con TGS, pero en menor proporcion.
(Rodriguez-Negrete E. et al., 2008).
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20 nt 21 nt 22 nt 23 nt 24 nt 25 nt

Figura 12. Porcentaje de RNA pequefios en PepGMV 10 dpi. El grafico representa la proporcién
de RNA pequefio de 20-25 nt, en los componentes A y B del genoma de PepGMV, cadena positiva y

negativa.
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En las plantas con sintomas, el mayor porcentaje de SRNA de 24-25 nt detectados se
encuentra relacionado con la cadena positiva del componente B de PepGMV. Debido a que
estos SRNA estan asociados a efectos epigenéticos de metilacion de DNA, se esperaria que
se encontraran principalmente distribuidos en zonas promotoras o aledafias. Sin embargo, no
muestran un patron claro de distribucion restringido a estas zonas. En cambio, muestran
picos importantes en regiones codificantes. Ademas, se comparo la distribucion de SRNA de
21-22 nt, la cual mostrd una distribucién similar a la de 24 nt. Teniendo un mayor nimero

de lecturas alineadas al marco de lectura abierto correspondiente al gen MP.
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Figura 13. Distribucion de sRNA de 21-22 y 24 nt (cadena positiva) en PepGMV-B. En el eje de

las “x” se encuentra representado el componente PepGMV-B y en el eje de las “y” el numero de

lecturas distribuidas.

Lo anterior sugiere que DCL3, proteina asociada a SRNA de 24 nt, tiene actividad limitada
en chile infectado con PepGMV vy que la presencia de SRNA en el genoma de PepGMV-B se

favorece en ciertas regiones, principalmente en el marco de lectura de MP.
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VI11.1.2 Distribucion de las poblaciones de SRNA en el genoma de PepGMV

El mapeo de los sSRNA de origen viral mostrd variaciones en cuanto a su distribucion,
tamafo y namero. EI mayor pico encontrado fue en la zona de traslape de los genes TrAP-—
REnN y se mantuvo en las tres etapas de infeccion evaluadas. No asi, la cantidad de SRNA, ya
que ésta varia en las tres etapas. Como ya se ha mencionado, TrAP es una proteina asociada
a transcripcion y transactiva los genes tardios relacionados el movimiento, por lo que la
regulacion de este gen podria disminuir los niveles de mRNA y de movimiento del propio
virus. Ambas caracteristicas de la remisién de sintomas (Ribeiro S. G. et al., 2007). Ademas,
hay reportes que muestran que la proteina TrAP de algunos Begomovirus es un supresor de
silenciamiento, por lo que la planta podria estar tratando de apagar este gen o disminuir su

expresion, con el fin de reducir la supresién del silenciamiento.

Por otra parte, la desregulacion de Rep resulta en la potenciacion de la expresion de TrAP y
REN, debido a que TrAP es necesaria para la expresion de CP y NSP (Shimada-Beltran H. et
al., 2007). La cantidad de RNAs pequefios presentes en la region correspondiente a TrAP-
REn podria deberse a la alta cantidad de mRNA de estos dos genes, los cuales son
necesarios para la expresion de los genes tardios CP y NSP. Estos genes juegan un papel

esencial en el proceso infectivo del virus.

La menor cantidad de SRNA se encuentra a los 6 dias después de infectar las plantas con el
virus, luego se encuentran las lecturas correspondientes a los 20 dias y en mayor grado las
correspondientes a los 10 dias después de la infeccion. Esto podria estar relacionado con la
poca cantidad de células infectadas en los primeros dias después de la infeccion (6 dpi), por
lo que la cantidad total de SRNA encontradas en esta etapa infectiva es menor que en las

etapas posteriores.

Como ya se habia mencionado, reportes del mismo sistema (chile infectado con PepGMV),
indican que la cantidad de DNA y transcritos virales son mayores en sintomas que en plantas
con remision (Carrillo-Tripp J. et al., 2006). Por lo que se podria sugerir que la cantidad de
SRNA obtenidos en plantas con sintomas (10 dpi) y en plantas con remision (20 dpi) esta
mayormente atribuida a la cantidad de DNA viral y los transcritos presentes en estas etapas,

los cuales son la “materia prima” para la generacion de SRNAS.
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Figura 14. Gréficos que muestran el nimero de sRNA detectados en el proceso infectivo de
PepGMV-A en plantas de chile. A) 6 dpi, B) 10 dpi y C) 20 dpi. En el eje de las “X” esta
representado el genoma de PepGMV, el eje de las “y” muestra el nimero de SRNA alineados en los

sectores del genoma viral.



La cantidad de SRNA de origen viral mapeados en la region correspondiente a Rep aumenta
a los 20 dpi, lo cual podria estar relacionado con la disminucion de DNA/RNA viral en
plantas que muestran remision. Esta observacion concuerda con la funcion de Rep en
replicacion del virus como un gen de expresion temprana durante el ciclo infectivo de
PepGMV (Shimada-Beltran H. et al., 2007).

De igual manera, la cantidad de SRNA virales mapeados en CP aumenta a los 20 dpi, y
debido a que se ha reportado CP como una proteina relacionada también a la acumulacion de
DNA viral, esto podria indicar que es un factor que también influye en la dismicucion de

DNA viral en remision.

Por otro lado, los SRNA mapeados en el componente B de PepGMV (Figura 15) estan
mayormente localizados en la region correspondiente al gen que codifica para la MP,
proteina responsable del movimiento célula-célula del virus. Esto concuerda con lo visto en
otros virus de la misma familia. Por ejemplo, en plantas de yuca infectadas con Virus
africano oriental del mosaico de la yuca se observo un patron similar de acumulacién de
SRNA en MP (Chellappan P. et al., 2004).

Sin embargo, a pesar de estas similitudes entre virus de la misma familia, también se han
reportado marcadas diferencias de distribucion de SRNA en plantas infectadas con ACMV,
las cuales presentan una mayor distribucion de RNA pequefios en la region correspondiente
al C’-terminal de Rep y el N"-terminal de TrAP (Chellappan P. et al., 2004). Ademaés, se ha
visto que en plantas de chile infectadas con PHYVV, la distribucion de RNA pequefios se
localiza mayormente en la region intergénica (Datos no publicados Trejo-Saavedra D.
2016).

Por otra parte, reportes de perfil de SRNA en la secuencia codificante de GFP generada a
partir del silenciamiento por una construccion tipo tallo-asa, muestran la presencia de
“hotspots”, tanto en cadena positiva como en cadena negativa (Molnar A. et al., 2010). Las
similitudes entre los patrones de distribucion analizados aqui y los encontrados en la
secuencia codificante GFP, sugiere que los picos encontrados se deben mas a regiones

favorecidas para la formacion de SRNA en las secuencias analizadas.
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Figura 15. Graficos que muestran el niumero de RNA pequefios generados en el proceso
infectivo de PepGMV-B en plantas de chile. A) 6 dpi, B) 10 dpi y C) 20 dpi. En el eje de las “x”

esta representado el genoma de PepGMV, el eje de las “y” muestra el naimero de RNA pequefios

alineados en el genoma viral.



Por lo tanto, la distribucion no aleatoria de los SRNA podrian deberse a las diferencias en
cuanto a procesamiento y estabilidad de los RNA pequefios de diferentes regiones del
genoma de PepGMV. Esto es, que zonas especificas del genoma pueden favorecer la
formacion de RNA pequefios, ya sea por la formacion de estructuras secundarias o por la
secuencia misma de nucledtidos. Ademas, podrian estar representados SRNA primarios y
secundarios generados a partir de secuencias completas de mRNA viral con la ayuda de las
RNA polimerasas dependientes de RNA (Schwach F. et al., 2005).

Se han reportado diferencias en los patrones de mapeo de sRNA del mismo virus en
diferentes hospederos. Por ejemplo, el Virus del moteado clorético del tomate en plantas de
N. benthamiana respecto a lo encontrado en plantas de yuca. Las discrepancias encontradas
fueron asociadas a las diferencias en la maquinaria de silenciamiento de las plantas, lo que
generaba diferentes interacciones, transcripcion diferencial o acumulacion de RNA en

sentido complementario (Ribeiro S. G. et al., 2007).

Finalmente, ademas de las explicaciones anteriormente citadas, la disparidad en los nimeros
de sSRNA encontrados durante la infeccion con PepGMV puede deberse a la cantidad misma
de mRNA sintetizado para cada gen viral. Esto, debido a la expresion bidireccional que

presentan los Begomovirus (Hanley-Bowdoin L. et al., 2010).

V1.2 Seleccion del promotor

El gen rbcS2 de tomate codifica para la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(Rubisco). Para realizar la busqueda del promotor prbcS2 de tomate, se introdujo en la base
de datos NCBI las caracteristicas del gen y arrojé la secuencia con nimero de accesion
X05983.1 y GI: 19331. Esta secuencia cuenta con 2776 pb y pertenece a Solanum
lycopersicum. Para amplificar la region promotora de este gen, se extrajo RNA total de hojas
de planta de tomate y de este se obtuvo cDNA. Tomando como molde este cDNA se
amplifico con los oligonucledtidos prbcS2-DIR 5-
GAGCTCATCGATCATAAAGTTGAGGACAATATAAGC-3’ y PrbcS2-REV 5-
CCATGGGCCATATTGCTTCTTCTCTCT-3". El promotor amplificado tiene 432 pb de
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longitud, con la siguiente secuencia:
AGCAAGCAAACAAGTACTCTAGCTATCAATTTACTTTGGACTACTATATGATAAATATTT
CAACCCCCCTCCTCCCCCACCAAAAAAAAATTAAAATAACAAGTTGAAGGACTCAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAACTCAAAACCAACCTCAATCATACATTCATATCCTCTTCCTACC
CCCATCTTGGATGAGATAAGATTAACGAGGTGCTTACACGTGTCACCTCTATTGTGGTG
ACTTAAAAAAAATTCCAACCTTTCATATGTAGATATTAAGTAATTGTATAATGTTATCAA
GAACCACATAACATATCAAAAACCTTATCATTTCATTATATAAAAGGATAGTGGACATC
AAAAGGTTCATATTGAACCAAAAAAAGAGAGAAGAAGCAATATGGCTTCCTCTGTCATT
TCTTCA.

Este promotor presenta una caracteristica importante ya que a diferencia del resto de los
genes pertenecientes a esta familia su expresién no depende de la luz, es decir, que
continuamente se va estar expresando en los tejidos especificos sin importar el fotoperiodo
(Manzara T. et al., 1988).

El promotor que regula la expresion de este gen presenta mayor expresion en hoja y aunque
se expresa en fruto, esta expresion va desapareciendo conforme madura el fruto. Estas dos
caracteristicas fueron cruciales para su seleccion debido a que en la hoja es donde se
encuentra el virus en plantas infectadas. La disminucion de la expresion de prbcS2 en fruto
conforme éste madura, es una caracteristica de gran importancia ya que la actividad del
transgen introducido a las plantas disminuira de igual manera. La ventaja de contar con este
patron de expresion para las plantas transgénicas es que no habré presencia de transcritos en

frutos maduros que es el producto de consumo.

VI11.3 Seleccion de los fragmentos de PepGMV

Se seleccionaron tres fragmentos que contienen una gran cantidad de RNA pequefios y estan
localizados en cuatro de los genes del componente A del genoma de PepGMV. El tamafio de
los fragmentos va de los 209-261 pb. Reportes indican que se han utilizado fragmentos de
50 pb a 1 kb para generar silenciamiento de manera exitosa y que los fragmentos mas
pequefios son menos probables que activen un silenciamiento efectivo (Helliwell C. A. et
al., 2005).
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El primer fragmento denominado TrAP-REn contiene dos picos importantes y se encuentra
localizado en el traslape de los genes TrAP y REnN en la posicion 1262, el cual representa el
mayor pico encontrado en el analisis de los RNA pequefios. El fragmento incluye los marcos

de lectura abiertos para dos proteinas de gran importancia.

El segundo fragmento Rep, se encuentra justamente localizado en este gen del genoma viral
de PepGMV y comprende 211 pb. Dicho fragmento contiene tres picos con importante

numero de lecturas. EI fragmento comienza a los 483 pb del N-terminal del gen Rep.

El tercer fragmento AC4-IR, posee dos picos de importancia, de los cuales el mayor se
encuentra situado en el marco de lectura abierto para lo que podria ser AC4 y la regién
intergénica (Figura 16). Este fragmento es de 262 pb, de los cuales 101 pb corresponden a
la region intergénica, 110 pb corresponden al gen Rep y 51 pb al marco de lectura abierto
para lo que podria ser el gen ACA4.

Ademas de los tres genes seleccionados como fuertes candidatos para generar
silenciamiento, se seleccioné un cuarto fragmento (CP-IR), el cual presenta muy baja
cantidad de RNA pequefios mapeados en esa zona. El fragmento comprende 65 pb de la

region intergénica y 126 pb del N-terminal del gen CP.
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Figura 16. Localizacién de los fragmentos del genoma de PepGMV seleccionados para la
generacion de construcciones. En el grafico se muestra la ubicacion de los fragmentos
seleccionados en el genoma de PepGMV-A. 1) TrAP-REN, 2) Rep, 3) AC4-IR y 4) CP-IR.



Ademas de la clara presencia de la acumulacién de RNA pequefios generados en ciertas
regiones del genoma de PepGMYV, estas regiones presentan un interés especial para generar
silenciamiento por RNA. Se ha visto que AC4 produce una proteina supresora del
silenciamiento viral, por lo que su silenciamiento podria representar para la planta una
mayor oportunidad de defenderse ante la infeccion de este virus. La region intergénica
contiene secuencias de gran importancia para la correcta replicacion y transcripcion.
Ademés, se ha reportado en las estrategias basadas en silenciamiento genético
transcripcional (TGS), que un dsRNA especifica para la region promotora puede

desencadenar RADM del promotor para suprimir la transcripcion del gen.

El fragmento nimero dos que corresponde al gen Rep, se espera que pueda funcionar como
inductor del silenciamiento por RNA en otros virus, debido a que se ha reportado que esta

region esta altamente conservada entre el género Begomovirus.

Hay reportes que muestran que la proteina TrAP de algunos begomovirus es un supresor de
silenciamiento y una proteina clave en la transcripcion por lo que podria ser un buen blanco
para afectar el proceso final (Trinks D. et al., 2005). En adicion a estas caracteristicas, este
fragmento incluye a la proteina REn, que es clave para la replicacion. Hay reportes que
indican que en ausencia de este gen las plantas no muestran sintomas o éstos son atenuados
(Hanley-Bowdoin L. et al., 1999).

VI11.4 Obtencion de las construcciones 35S::Rep, 35S:: TrAP-REN, 35S::AC4-
IRy 35S::CP-IR

VI1.4.1 Amplificacién de fragmentos de interés

Para la clonacion de los fragmentos de interés se realizé primero la amplificacion por PCR
de los fragmentos usando los oligonucleotidos descritos en la tabla 2. Los fragmentos Rep,
TrAP-RENn, AC4-IR y CP-IR amplificaron correctamente a una temperatura de alineamiento
de 57°C.
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Figura 17. Amplificacién de fragmentos de interés. A la izquierda, fotografia de gel de agarosa
2% de los productos de PCR de TrAP-REn carril 1, AC4-IR carril 2 y CP-IR carril 3. A la derecha,

fotografia gel de agarosa 2% de la amplificacion de Rep.

Una vez amplificados los fragmentos de interés se clonaron en el vector pJET/1.2 blunt. Para
verificar que los fragmentos estuvieran clonados de la manera correcta y que su secuencia no
se hubiese alterado en el proceso, cada uno de los fragmentos clonados en el vector
pJET1.2/blunt fue secuenciado por el método Sanger. Los resultados se analizaron con los
programas Snap Gene y Bio Edit y se verifico que los fragmentos contuvieran las secuencias

y los sitios de restriccion adicionados de manera correcta.

VI1.4.2 Generacion de construcciones 35S con los fragmentos de interés

Se obtuvieron 4 construcciones a partir del vector de silenciamiento pFGC5941, este vector
posee sitios de clonacion madltiples para clonar secuencias bajo el promotor fuerte
constitutivo del Virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S. Los fragmentos Rep, TrAP-
REnN, CP-IR y AC4-IR fueron clonados en sentido y antisentido.
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Figura 18. Representacion esquematica de las construcciones generadas.

Algunos reportes indican que los transgenes con invertidos repetidos causan silenciamiento
génico postranscripcional por la formacién de dsRNA, sin la necesidad de la RNA
polimerasa dependiente de RNA (Golbach R. et al., 2002). Para generar el RNA de doble
cadena tipo horquilla, el vector de silenciamiento contiene el intrén de la chalcona sintasa

(chsA). Este intron de dicotileddneas es eliminado durante el proceso de edicion.

VI11.4.3 Construcciones de los fragmentos seleccionados con el promotor prbcS2 de
tomate

Las cuatro construcciones evaluadas contienen el promotor 35S, el cual es un promotor
fuerte constitutivo de origen viral, CaMV y como terminador el correspondiente al gen de la

octopina sintasa.

Estas construcciones se generaron para evaluar la funcionalidad de los fragmentos
seleccionados. Sin embargo, para la generacion de plantas transgénicas como un producto
biotecnoldgico que pueda ser liberado bajo los lineamientos de bioseguridad y proteccion
intelectual, se disefiaron versiones en las cuales se sustituyeron el promotor patentado 35S y

el terminador de la octopina sintasa.

Se realizaron otras cuatro construcciones sustituyendo este promotor por el de la ribulosa
1,5-bifosfato carboxilasa (prbcS2) y el terminador de respuesta a ABA (tRab17). Las cuatro
construcciones adicionales con los fragmentos evaluados bajo el promotor prbcS2 y el
terminador tRab17 son: pRepds, pTrAP-RENnds, pAC4-IRds y pCP-IRds. Para sustituir el
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promotor se utilizaron las enzimas Sacl y Ncol, el corte con estas enzimas elimina el casete
de marcador se seleccion en planta, bialafos. Para la sustitucion del terminador se utilizaron

las enzimas Smal y Pvul.

——\ Prbcs
B T-DNA repeg,

prbcS2-Repds-TR17

9248 bp

Figura 19.- Mapa de la construcciéon pRepds. En verde, promotor de la ribulosa 1, 5-bifosfato
carboxilasa (prbcS2) de tomate, en rojo el terminador del gen que responde a ABA (tRab17).

VI1.4.4 Generacion de construcciones con GFP bajo los promotores 35S y prbcS2

La proteina verde fluorescente (GFP), fue amplificada del plasmido psmGFP
(wwwe.arabidopsis.org, CD3-326) usando los oligos de la tabla 2, GFP DIR 5'-
GGCGCGCCGACTCTAGAGGATCCAAGGAGAT-3 y GFP REV 5-
GGCGCGCCGACTCTAGAGGATCCAAGGAGAT-3", que contienen las secuencias para
las enzimas de restriccion Ascl y Smal, respectivamente. El producto fue clonado en el
vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific, K1231).

Para obtener la construccion 35S::GFP se sustituyd el intron de la chalcona sintasa por el
GFP, por medio de digestiones con las enzimas de restriccion Ascl y Smal. En el caso de la

construccion prbcS2::GFP-tRAB17, una vez que se obtuvieron las construcciones con el
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promotor prbcS2 y el terminador tRab17, se sustituyo el intrdn de la chalcona sintasa, por el

GFP. La clonacion se realizo con las enzimas de restriccion Ascl y Smal.
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Figura 20. Construcciones 35S::GFPy prbcS2::GFP.

VI1.5 Ensayos de expresion transitoria: GFP

VIL5. 1 Transformacion de A. tumefaciens con las construcciones prbcS2::GFP y
35S::GFP

Para evaluar la expresion de las construcciones que contienen el gen que codifica para la
proteina verde fluorescente (GFP) bajo los promotores prbcS2 de tomate y 35S de origen

viral, se transformaron células electrocompetentes de A. tumefaciens cepa GV2260.

Una vez que se realizd la transformacién en A. tumefaciens, se infiltraron en plantas de chile
en estadio de 4 hojas. Después de 2, 5 y 8 dias de haber realizado la infeccién, se recolectd
tejido infiltrado y se extrajo RNA total tratado con DNasa, se sintetizd cDNA y el RT-PCR
(Figura 20) arrojo la presencia de bandas en los 750 pb aproximadamente, lo que confirma

la expresion exitosa de las construcciones.
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Figura 21. Analisis por PCR de cepas de A. tumefaciens positivas para la transformacion con
35S::GFP y prbcS2::GFP. A) Los carriles 1-7 corresponden a la construccion con 35S y los carriles
8-10 corresponden a las que contienen prbcS2. B) RT-PCR de 35S::GFP y prbcS2::GFP.
Fotografia de gel de agarosa al 1,5% de PCR de la expresion de los fragmentos de interés. Los
carriles 1, 3 y 5, corresponden a las muestras tomadas de plantas de chile 2, 5y 8 dias después de
realizar la agroinfiltracién con prbcS2::GFP, respectivamente. El carril 7 corresponde a la expresién
de la construccién 35S::GFP después de 4 dias de la infeccion. Como control enddgeno, se utilizé el
gen actina (ACT2).

VIIl. 6 Evaluacion de la eficiencia de las construcciones

VI1.6.1 Expresion de los fragmentos de interés

Para saber si los fragmentos de interés se estaban expresando y si realmente el sistema de
agroinfiltracion estaba funcionando, se realiz6 un ensayo por RT-PCR con tejido de las
plantas agroinfiltradas con las construcciones 35S::TrAP-REn, 35S::Rep, 35S::AC4-IR vy
35S::CP-IR.
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Figura 22. RT-PCR de fragmentos de interés. Cada una de las construcciones evaluadas con
controles positivos y negativos, mock corresponde a la planta infiltrada con pFGC5941 vacio, CMI
es la planta tratada solo con medio de infiltracion, PS es la planta sana. Como control enddgeno
ACT2.

Se obtuvieron bandas alrededor de 250 pb en cada una de las muestras evaluadas, lo que

confirma la expresion de los fragmentos de interés.

Para verificar que la amplificacion corresponda solamente al cDNA sintetizado a partir del
RNA total extraido, se realizé una segunda PCR tomando como templado de la reaccion el
RNA total directo. Para esta PCR se utilizaron oligonucle6tidos que amplifican una region
del promotor 35S, presente en las construcciones utilizadas, el directo 5'-
GTTTATGTTTTAGTGTTTTCT-3" y el reverso 5'-TAAGATAAAACGTTGAATGTA-3.
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Figura 23. Prueba de amplificacién de RNA total extraido. Los carriles del 1 al 8 muestran

réplicas de cada fragmento de interés, mock corresponde a la planta infiltrada con pFGC5941 vacio,

CMlI es la planta tratada solo con medio de infiltracién, PS es la planta sana.

En la figura no se observan bandas de amplificacion en la PCR realizada, lo que indica que
el RNA utilizado para la sintesis de cDNA, no contenia contaminacién con DNA procedente

de la misma infiltracion.

Con base en los anteriores experimentos se comprobo que la expresion de los fragmentos
TrAP-REN, Rep, CP-IR y AC4-IR se realizdé de manera exitosa en los ensayos transitorios

por el método de agroinfiltracion.

VI11.6.2 Expresion estable de las construcciones 35S::AC4-IR y 35S::CP-IR en plantas

de tabaco

Las plantas transgénicas de tabaco que contienen las construcciones 35S::AC4-IR y
35S::CP-IR se obtuvieron en el laboratorio de transformacion genética del Cinvestav por
Rosa Maria Rangel. Para verificar que las lineas obtenidas contenian las construcciones se

realizd extraccion de DNA gendmico y se amplificaron los fragmentos de interés por medio
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de PCR con los oligos chsA-DIR 5-GTTTATGTTTTAGTGTTTTCT-3" y AC4-DIR 5'-
GCTTAATTAAGGCGCGCCGAATGCTCCTCTCGTGAAACAC-3", para 35S::AC4-IR.
En el caso de la deteccion de la construccion 35S::CP-IR, se utilizo el oligonucle6tido CP-
DIR 5-GCTTAATTAAGGCGCGCCACATCCCGCCTGTCAAGTCTA-3" y el chsA-DIR
como se indica en la figura 24.

chsa AC4 DIR
L

W CaMv35s o wesUACAIH chsA intron o AC4 0CS terminator ]
1 J

Figura 24.- Mapa de la construccion 35S::AC4. En color morado se encuentran marcados los

sitios correspondientes a los oligonucle6tidos utilizados para realizar la deteccidén del fragmento
AC4-IR.

Para las construcciones 35S::AC4-IR y 35S::CP-IR se evaluaron 14 y 7 lineas
independientes, respectivamente. Se encontraron 9 lineas positivas para la construccion
35S::AC4-IR y 1 para 35S::CP-IR.
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Figura 25. Andlisis de PCR de las lineas transgénicas 35S::AC4-IR y 35S::CP-IR. La parte
superior corresponde a las lineas 35S::AC4-IR y la parte inferior a las lineas 35S::CP-IR. Los
carriles muestran el nimero de la linea evaluada. C+ corresponde al control positivo, CT-

corresponde a tejido de planta no transformada y C- es el control negativo con agua.

Actualmente las lineas seleccionadas se transfirieron a suelo para la obtencion de progenie

T1y T2 para realizar los ensayos de infeccidn y evaluar su resistencia frente a PepGMV.

VII. 7 Evaluacion de la eficiencia de las construcciones sobre el proceso
infectivo: Severidad de sintomas

El porcentaje de severidad de los sintomas inducidos en cada tratamiento con las diferentes
construcciones evaluadas en ensayos transitorios fue comparado respecto al control positivo
de la infeccion, plantas bombardeadas con PepGMV vy el control negativo correspondiente
(plantas sanas, no inoculadas con el virus). Los datos de severidad de sintomas fueron
registrados de las 10 plantas por tratamiento evaluadas hasta el dia 15 después de la
inoculacidn del virus debido a que en el dia 15 generalmente inicia el proceso de remision de
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sintomas. Igualmente se verificd que la severidad de éstos no aument0d después de ese

periodo. La eficiencia de inoculacion por bombardeo fue del 97.1%.

Transfeccion con

Germinacion construcciones Inoculacion Sintomas Remision
(Agroinfiltracion) (Bombardeo PepGMV) .
R
O AN
Monitoreo
2-3 Y deteccion Monitoreo
r- -, . .
semanas 4 df'a 7 dpi 15 dpi
28°C 24°C 28°C 28°C

Figura 26.- Diagrama de proceso en ensayos transitorios para la evaluacién de las

construcciones sobre el proceso infectivo.

En el grafico de la figura 27 se puede observar el porcentaje de severidad de sintomas
obtenidos con la férmula del apartado V1.3. La linea de color verde correspondiente a las
plantas sanas se mantiene constante sin sintomas, durante los 14 dias después de realizar la

inoculacion en el resto de las plantas.

Por el contrario, las plantas bombardeadas con el virus, presentan un porcentaje de 95% al
término de los dias evaluados. Las plantas correspondientes a las construcciones 35S:CP-IR
y 35S:TrAP-REn se comportan de manera similar teniendo un 90% vy 82.5%,
respectivamente. Siendo esta Ultima la que presenta menos severidad en comparacién a
35S::CP-IR. Si bien, el porcentaje de severidad de sintomas en estas plantas no fue igual que
al control positivo de la infeccion, las diferencias no son significativas para aseverar que

presentan resistencia a la infeccion.

Mientras que 35S:AC4-IR muestra un aumento similar a plantas inoculadas PepGMV al
inicio de la infeccidn, manteniendo un retraso en la severidad de los sintomas constante en

los dias siguientes hasta llegar a un 82.5% después de los 14 dias.

Las plantas agroinfiltradas con la construccion 35S::Rep muestran un notable retraso en la
aparicién de sintomas severos hasta el dia 13 después de la inoculacion. Ademas se observé

que el 50% de las plantas evaluadas no llegd a presentar sintomatologia correspondiente al

68



valor 4 en la escala. Las variaciones en el tiempo de aparicion y la severidad de los sintomas
observados pueden estar influenciados por la eficiencia de agroinoculacién debido al
namero de células que reciben el DNA, el estadio o tipo de célula que se infecta.

Para verificar que las diferencias obtenidas para esta construccion en comparacién con el
control positivo PepGMV, fueran significativas, se realiz6 una prueba no paramétrica Mann-
Whitney (P<0.050).
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Figura 27.- Severidad de sintomas de plantas de chile. En el eje de las “x” estan los dias después
de la infeccion con PepGMV y en el eje de las “y” se representa el porcentaje de severidad de

sintomas de las construcciones evaluadas y sus controles.

En la figura 28 se muestran fenotipos de plantas de chile después de 10 dias de la infeccion
con PepGMV. En ellas se muestra la ausencia de sintomas en la planta sana, en comparacion
con la presencia de sintomas caracteristicos de la infeccion en plantas que solamente fueron
bombardeadas con PepGMYV. Las hojas muestran enchinamiento, rugosidad y mosaicos en
hojas inoculadas y sistémicas. Los controles de la infeccion con el virus, aquellas tratadas
solo con medio de infiltracion (CMI) y las infiltradas con A. tumefaciens con el vector
PFGC4941 vacio (pFGC5941), muestran un patron de severidad de sintomas muy similar a
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PepGMV. Las plantas agroinfiltradas con las construcciones 35S::TrAP-REn, 35S::AC4-IR

y 35S::CP-IR presentan sintomas similares al control de la infeccion.

Planta sana PepGMV pFGC5941 CMI

35S::TrAP-REn ' 35S5::AC4-IR 35S5::CP-IR 35S::Rep

Figura 28.- Plantas de chile después de 10 dias de la infeccion con PepGMV. En la parte
superior de la imagen se muestran los controles del experimento y en la parte inferior se encuentran

imagenes de plantas de las construcciones evaluadas.

En cambio, las plantas agroinfiltradas con la construccion 35S::Rep, muestran una clara y
marcada disminucion en la severidad de sintomas. Las hojas de estas plantas presentan una
leve presencia de mosaicos amarillos, apenas perceptibles. Ademas, en la figura 29, se puede
observar la diferencia de tamafio de las plantas correspondientes a 35S::Rep en comparacién
con CMI y pFGC5941, después de 18 dias de realizar el bombardeo con PepGMV.
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CMI 35S::Rep
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Figura 29.- Fenotipo de plantas de chile después de 18 dias de la infeccion con PepGMV. La
fotografia muestra 10 plantas por tratamiento.

En las figuras 28 y 29, se puede observar el dafio provocado en el apice de hojas
agroinfiltradas. Sin embargo, se ha reportado que el silenciamiento genético
postranscripcional se propaga por la planta aun después que las hojas muestren senescencia
(Voinnet & Baulcombe, 1997). Esto es corroborado con la deteccion del transcrito del
transgen a los cuatro dias después de realizar la agroinfiltracion, cuando el apice de las hojas

inoculadas mostraba signos de senescencia.

Para evaluar si la infiltracion de las plantas desencadena por si misma algun tipo de defensa
contra la infeccion con PepGMV, se analizo la severidad de los sintomas de plantas de chile
inoculadas solo con medio de infiltracién (figura 30). Al inicio de la aparicion de sintomas,
estos parecen més leves durante los dos dias subsecuentes, al término de los 14 dias
evaluados la severidad de los sintomas llega a un 95% de severidad igualando al control de

la infeccién PepGMV.

Ademas, para verificar que ni A. tumefaciens ni el vector por si mismo, indujeran algun tipo

de respuesta en la planta que interviniera con la severidad de sintomas, se evaluaron plantas
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agroinfiltradas con el plasmido pFGC5941 vacio (Figura 30). En este caso, la severidad de
sintomas se iguala a la mostrada por el control positivo de la infeccion a partir del dia 10
después de la inoculacion, llegando a un 95% al término de 14 dias.
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Figura 30.- Severidad de sintomas en controles de experimento. P.S. corresponde a la planta
sana; CMI, plantas tratadas con medio de infiltracion, pFGC5941 corresponde a las plantas
agroinfiltradas con el vector vacio y PepGMV es el control de la infeccion (plantas infectadas con el
virus PepGMV).

Lo observado en este analisis sugiere que en la infiltracidn, ni la bacteria A. tumefaciens ni el
vector vacio pFGC5941 causan alteraciones en la severidad de los sintomas observados al
inocular plantas de chile con PepGMV. Por lo tanto se puede decir que las diferencias
encontradas en cuanto a la severidad de los sintomas en los grupos evaluados se deben a las

construcciones agroinfiltradas con los fragmentos seleccionados.

La remision de sintomas se presenta después de los 15 dias de realizarse la infeccion. Para
determinar si las construcciones alteran de alguna manera la remisién, se cuantifico la
cantidad de plantas por grupo que presentaban disminucion en la severidad de sintomas en

hojas nuevas (Figura 31). El control positivo de la infeccion PepGMV, muestra un 90% de
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plantas en remisién a partir de los 15 dpi y un 100% después de 20 dpi. En contraste, los
tratamientos 35S::CP-IR, 35S::TrAP-REn y 35S::AC4-IR presentan un 50-67 % al inicio,
llegando a un 80-90% al término de los 20 dias.

Este comportamiento concuerda con lo observado en la determinacion de la severidad de
sintomas, ya que las plantas que no alcanzaron un valor de 4 en escala de sintomas tardaron
mas en presentar hojas en remision. Esto podria deberse a la cantidad de DNA viral en las
plantas y la cantidad de RNA pequefios generados, debido a que se ha reportado que debe
existir un umbral en la concentracién de DNA viral para que la remision se lleve a cabo.
Esto sugiere que la carga viral en plantas con sintomas més leves podria ser menor que en
aquellas con sintomas mas severos, lo que impide llegar a los RNA pequefios a la
concentracion necesaria para desencadenar la remision. Se ha reportado que plantas que
presentan altos niveles de expresion de RNA transgénico presentan bajos niveles de
resistencia. En cambio, plantas que acumulan bajos niveles de RNA transgénico, exhiben

altos niveles de resistencia (Goldbach R. et al., 2003).

Sin embargo, se ha visto también que pequefias poblaciones de DNA viral son capaces de
evadir respuestas de defensa de la planta, al fin de mantener la infeccién “atenuada” para la

posterior diseminacion de la enfermedad (Carrillo-Tripp J. et al., 2006).

El tratamiento con 35S::Rep mostrd un retraso en la aparicion de la remision, al igual que un
retraso en la aparicién de los mismos sintomas. Se observd que plantas con sintomas de
leves a moderados les tomo mas tiempo llegar a remision, y las plantas con sintomas mas
severos pudieron alcanzar la recuperacion en poco tiempo. Es por eso, que se puede observar
que el mismo namero de plantas con valor 4 en la escala se sintomas alcanzé la remision al
término de los 20 dias evaluados a diferencia del resto que permanecid con sintomas menos

severos, pero sin hojas en remision.
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Figura 31.- Porcentaje de plantas en remision por tratamiento. En el eje de las “x” se indica el

13

dia de conteo de plantas con hojas en remision por tratamiento, y en el eje de la “y” muestra el

porcentaje de plantas en remision de un total de 10 plantas evaluadas por tratamiento.

VI1I1.8 Funcionalidad de las construcciones

Las variaciones observadas entre plantas de un mismo tratamiento se pueden deber a
diversos factores como lo son: cantidad de células infectadas y el estadio de desarrollo de las

hojas tratadas, entre otros.

La resistencia generada por la construccion 35S::Rep, la cual dirige la generacion de RNA
de doble cadena de la region correspondiente al gen Rep de PepGMV, podria estar dada por
diversos mecanismos. Se han reportado plantas de tomate transformadas con una
construccion que contiene 210 aminoacidos del gen Rep infectadas con Virus del rizado
amarillo del tomate Sardinia (TYLCSV). En ellas se observo que al infectar plantas con el
virus homologo a la secuencia usada para la construccion, la resistencia se daba por la
capacidad de Rep-210 de inhibir la transcripcion del gen Rep, mientras que en el caso de la
infeccion con el virus heterdlogo, la resistencia se daba por la inhibicion de la replicacion
(Lucioli A. et al., 2003). Por lo tanto se puede decir que la resistencia obtenida por la

expresion de un transgen en plantas infectadas con virus puede deberse a mecanismos
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diferentes dependiendo del virus al que la planta se haya expuesto (Lucioli A. et al., 2003).
Ademas que la eficiencia del PTGS inducido por virus varia de acuerdo a caracteristicas
mismas del virus, asi como también, de la interaccion con la planta hospedera. (Chellappan
P. et al 2004).

Por otra parte, reportes indican que en plantas de chile inoculadas con PepGMV, no se
detectaron siRNA en la hoja inoculada, mientras que en tejido en sintomas y remision se
detectaron de 21-22 y 24-25 nt (Carrillo-Tripp J. et al., 2006). Lo que pudiera sugerir que la
activacion del mecanismo de silenciamiento por RNA necesita un umbral de concentracion
de DNA o RNA viral para desencadenarse. La concentracion de RNA pequefios procedentes
del gen Rep aumenta conforme avanza la remision, lo que podria dar un indicio de lo que
sucede al agroinfiltrar la construccion. Al generarse SRNA en estadios tempranos de la
infeccion la severidad de los mismos sintomas se va retrasando ya que le podria “costar”

mas al virus llegar a la cantidad de carga viral para generar los sintomas caracteristicos.

Ademas, el N-terminal del gen Rep posee parte de la regién promotora que codifica para la
proteina CP. Por lo que la resistencia observada podria estar asociada a silenciamiento
génico transcripcional (TGS), debido a la represion de la transcripcion del gen CP, cuya
proteina esta involucrada en el movimiento del virus y la infeccién sistémica (Fondong V.
N., 2013). Esta caracteristica de la proteina CP, podria explicar lo observado en las plantas
resistentes 35S::Rep. A su vez, se ha visto que en Begomovirus bipartitas con mutaciones y
reemplazos en CP, presentan sintomas atenuados y con retraso en la aparicién de los
mismos. Caracteristicas que justamente se observaron en las plantas infiltradas con 35S::Rep

evaluadas en este experimento.

Sin embargo, también se ha reportado que la infeccién sistémica puede no requerir de CP.
Lo cual es el caso del Virus huasteco del chile infectando chile y N. benthamiana (Guevara-
Gonzélez R. G. et al., 1999).

Por otro lado, la baja eficiencia de las construcciones 35S::TrAP-REn, 35S::AC4-IR y
35S::CP-IR puede deberse a una menor amplificacion de la sefial de silenciamiento generada

por estas construcciones en comparacion con la acumulacion del RNA viral.
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Las variaciones en la funcionalidad de las construcciones evaluadas para generar resistencia
pueden variar de acuerdo a varios factores. Entre estos factores se encuentra la amplificacion
de la sefial de silenciamiento. Se ha visto que el proceso de amplificacion de la sefial de
silenciamiento es clave para la defensa antiviral, debido a que esta amplificacion debe darse
al mismo ritmo de la replicacion y la acumulacion del RNA viral (Schiebel, W. et al., 1993;
Tang G. et al., 2002).

Otro factor importante que pudo afectar la eficiencia de las construcciones para generar
algun tipo de resistencia en las plantas agroinfiltradas, puede estar relacionado con el
movimiento de la sefial de silenciamiento. EI movimiento de la sefial de silenciamiento
generada pudo ser menos veloz que el movimiento del virus en la planta. De acuerdo a lo
anteriormente mencionado, se podria sugerir que las construcciones pueden ser mas
eficientes en plantas transgénicas, en comparacién a la expresion transitoria evaluada en este
experimento. Lo que se esperaria en una planta transgénica es la expresion constante tejido
especifica en zonas que normalmente infecta el virus. Entonces, los niveles de RNA
pequefios serian mayores y se encontrarian en zonas donde apenas se esté moviendo el virus.
Esta ventaja ofrece la posibilidad de que la sefial de defensa sea suficiente para desencadenar
silenciamiento génico que pueda reflejarse en algun tipo de resistencia en las plantas

transgénicas.

Aunado a esto, Noris y colaboradores reportan que hay un umbral de expresién/replicacion
de sRNA que proporciona resistencia. Por debajo de este umbral, el DNA viral se acumula
en células infectadas inicialmente, el cual se puede esparcir sist¢tmicamente al resto de la
planta. De esta manera el virus es capaz de evadir la resistencia mediada por silenciamiento
a nivel RNA (Noris E. et al., 2004). Por lo anterior se podria tener como un factor adicional
que influencie la funcionalidad de las construcciones, al nivel de SRNA viral expresado, el

cual podria encontrarse por debajo del umbral necesario para generar resistencia.

Los resultados observados sugieren que la construccion 35S::Rep es un buen candidato para
generar lineas transgénicas que presenten disminucion y retraso en la aparicion de sintomas

y en la severidad de los mismos.
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VII. 9 Incidencia

Para evaluar si las plantas con la construccion 35S::Rep estan infectadas con el virus
PepGMV, se realiz6 PCR punto final con DNA extraido de tejido sintomatico. Se
obtuvieron bandas de aproximadamente 650 pb en cada una de las amplificaciones
correspondientes al total de las plantas 35S::Rep. La incidencia obtenida de acuerdo a la
formula del apartado V1.4 es del 100%.

M s e S A SN S e A O S T R

750 pb

' \ll‘.

-y ) s VD e D G G — GO
500 pb

Figura 32.- Verificacion de la presencia del virus en plantas 35S::Rep por PCR. Los carriles 1-
10 corresponden a las 10 plantas analizadas 35S::Rep. C+ es el control positivo, plantas infectadas

con PepGMV. C- corresponde a plantas sanas.
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VIIl. CONCLUSIONES

El mapeo de los RNA pequefios mostro variaciones en cuanto a la distribucion, tamafio y
cantidad de los SRNA de origen viral. La distribucion de los SRNA encontrada podria
deberse a la existencia de regiones que favorecen su formacidon en las secuencias analizadas,
ya sea por la formacion de estructuras secundarias o por los nucleétidos que componen la

secuencia misma.

La presencia de picos de SRNA considerables en zonas especificas del genoma de PepGMV
al infectar plantas de chile, podria estar relacionado con la cantidad de transcrito generado
en esta zona debido al requerimiento de TrAP para la expresion de los genes tardios y su

funcién como represor de silenciamiento.

El analisis de los RNAs pequefios realizado muestra principalmente SRNA de 21-22 nt
sugiriendo que el mecanismo que actla como defensa de la planta es PTGS, lo que
concuerda con lo reportado por Rodriguez Negrete y Carrillo Tripp.

En A. thaliana, las proteinas DCL24, DCL2 y DCL3 generan los RNA pequefios virales de
21, 22 y 24 nt (Ruiz-Ferrer V. et al., 2009). De acuerdo a esto, las proteinas que mayormente
podrian estar produciendo los sSRNA encontrados son las proteinas DCL4 y DCL2. En
cambio, DCL3 produce moléculas mas largas (24 nt) las cuales fueron encontradas en menor
namero en este analisis, por lo que se podria sugerir que esta enzima presenta una actividad

menor, principalmente 10 dias después de la infeccion.

Las plantas agroinfiltradas con la construccion 35S::Rep presentaron retraso en la aparicion
de sintomas, asi como también una disminucion en la severidad de los mismos, a diferencia
de las construcciones 35S::TrAP-REn, 35S:AC4-IR y 35S::CP-IR, las cuales no
presentaron diferencias significativas en comparacion con el control de la infeccidn
PepGMV. Los resultados observados sugieren que la construccion 35S::Rep es un buen
candidato para generar lineas transgénicas que presenten disminucion de la severidad de

sintomas Yy retraso en la aparicion de los mismos.
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La funcionalidad de la construccion 35S::Rep podria estar dada a diferentes niveles. Para
determinar lo que podria estar sucediendo de manera mas concreta es necesario realizar mas

experimentos.

De acuerdo a lo observado en el presente trabajo podria decir que el mecanismo de
silenciamiento por RNA es un proceso muy complejo que presenta infinidad de variantes
cuando se evalla en diversas interacciones planta-virus. Sin embargo, es posible obtener
informacién general de utilidad para empezar a discernir lo que sucede durante estos

procesos bioldgicos.
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Las construcciones realizadas se disefiaron buscando obtener un producto biotecnologico
que cumpla con los lineamientos de bioseguridad, principalmente en cuanto a las
caracteristicas fenotipicas especificas para un organismo genéticamente modificado.

Ademas de utilizar elementos que no se encuentren protegidos intelectualmente.

Elementos Construcciones A Construcciones B
regulatorios
Promotor 35S prbcS2
Promotor constitutivo fuerte del ~ Promotor de expresion especifica
Virus del mosaico de la coliflor de hoja de la ribulosa 1, 5-

bifosfato carboxilasa

Terminador OCS tRab17
Terminador de la octopina Terminador del gen de respuesta a
sintasa ABA

355 Repds_o
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