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Resumen  
 
 

Delimitación experimental del dominio de unión especifica a DNA de la 
proteína de replicación de los geminivirus 

 
Los geminivirus se replican por un mecanismo de círculo rodante utilizando las 
proteínas del huésped. La única proteína viral esencial para este mecanismo de 
replicación es la proteína relacionada a la replicación, denominada Rep. La 
proteína Rep reconoce de manera específica secuencias cortas repetidas 
(iterones) presentes en el origen de replicación y después da inicio a la replicación 
por círculo rodante al introducir un corte endonucleolítico en la secuencia 
TAATATTAC, universalmente presente en los geminivirus. Estudios realizados 
mediante comparación de secuencias de las proteínas Rep de más de 240 
especies de geminivirus, y mediante el análisis estructural de la proteína Rep de 
un begomovirus, Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) han permitido delimitar un 
dominio que parece estar implicado en el reconocimiento específico de los 
iterones. Este segmento proteico denominado Dominio Relacionado al iteron (IRD) 
comprende los primeros 11-12 aminoácidos de la proteína Rep y se ha propuesto 
como el principal determinante de especificidad de la replicación geminiviral. En el 
presente trabajo el IRD del Virus de Moteado de Tomate (ToMoV) se reemplazo 
con el IRD de otras especies de geminivirus, generando así proteínas Rep 
quiméricas. Mediante ensayos de replicación transitoria en protoplastos de tabaco, 
y en experimentos de infectividad in planta se pudo demostrar que las proteínas 
quiméricas poseen la capacidad de reconocer el origen de replicación de los virus 
donadores del IRD de Rep, produciendo infecciones sistémicas cuando los DNA-
As genéticamente modificados se combinaron con los componentes genómicos B 
de las especies de las que se derivó el IRD. Estos resultados confirman 
experimentalmente que éste pequeño dominio de Rep es la región que determina 
principalmente la unión específica de la proteína viral a su origen de replicación 
cognado. Sin embargo, en experimentos de infectividad en plantas de Nicotiana 
benthamiana en los que los componentes genómicos A derivados de ToMoV se 
combinaron con el componente B de ese mismo begomovirus, se observó que las 
proteínas Rep quiméricas no perdieron del todo la capacidad de reconocer el 
origen de replicación de ToMoV, sugiriendo de ese modo la participación de otra 
región de la proteína Rep en el reconocimiento de los iterones, o alternativamente, 
que el origen de replicación de ToMoV es reconocido de modo relajado por las 
proteínas Rep quiméricas cuando éstas alcanzan una concentración elevada en 
las células vegetales.  
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ABSTRACT 

Experimental evaluation of the DNA specific-union domain in the replication 

associated protein of geminivirus 

 

Geminiviruses replicate by a rolling circle replication using host proteins. The only 
viral protein essential for this mechanism is the protein associated to replication 
(Rep). Rep recognizes iterative sequences in a specific form located in the origin of 
replication and gives way to the beginning of rolling circle replication. Using a 
theoretical approach and based on structural analysis, a domain has been 
localized in Rep that could be involved in the specificity of iteron recognition. The 
domain (iteron-related domain) is located in the first 12 amino acids and is 
presumed to be the major specificity determinant. In this work, the IRD of Tomato 
Mottle Virus (ToMoV) has been replaced with the IRD of heterologous geminivirus 
resulting in chimaeric Rep proteins able to recognize the heterologous origin of 
replication. This result demonstrates that the IRD is the major region involved in 
specific iteron recognition during geminivirus replication. However, despite the 
quimeric proteins recognize heterologous origin of replication they maintain a 
weakly recognition of ToMoV´s replication origin.  This observation suggests that 
there is another region in Rep protein that participates in the recognition of 
Replication origin or that the ToMoV, s replication Origin is binding without high 
specificity. 
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I.- INTRODUCCIÓN 

I.1.- Generalidades 

Los geminivirus son patógenos de plantas superiores que poseen un genoma de 

DNA de cadena sencilla que replican mediante un mecanismo de círculo rodante. 

La familia Geminiviridae debe su nombre a la morfología geminada de su cápside 

(Mumford, 1974; Zhang. et al., 2001; Bottcher, et al., 2004.), la cual es única entre 

el gran número de virus existentes. Los geminivirus han emergido como uno de los 

principales grupos virales que afectan la producción agrícola alrededor del mundo. 

Los cultivos de tomate, chile, calabaza, frijol, maíz, betabel, yuca (cassava), entre 

otros, son afectados por miembros de alguno de los cuatro géneros de esta familia 

viral (Akhter et al., 2009; Patil y Fauquet, 2009; Legg y Thresh, 2000; Salati, et al., 

2002). Durante una infección las moléculas de DNA geminiviral interactúan con 

proteínas de la planta y las codificadas por el propio virus para replicarse en el 

núcleo de la célula y moverse luego a través del floema (Lazarowitz et al., 1989, 

Fontes  et al., 1994; Lewiz y Lazarowitz, 2009; Briddon y Markham, 2001). En el 

núcleo de las células vegetales el DNA viral de cadena sencilla y sentido positivo 

interactúa con los factores de replicación del huésped (DNA polimerasas, 

primasas, helicasas, etc) y con ello permite la replicación de la cadena negativa al 

parecer de igual forma en la que se replica la cadena retrasada del DNA 

cromosómico (Saunders  et al., 1992). Una vez que se ha sintetizado la cadena 

negativa, el DNA de doble cadena se replica por un mecanismo de círculo rodante 

para multiplicar la cadena positiva; este proceso lo realiza con la participación de 

la proteína viral asociada a la replicación, denominada AC1, C1 o Rep. Aunque 

estas características, de manera general, son compartidas por los cuatro géneros 

de la familia, la organización de los genes, las interacciones de cada tipo viral con 

su huésped, su distribución geográfica así como el insecto vector que lo dispersa 

es particular para cada género. El mecanismo de replicación por círculo rodante 

(RCR) es un mecanismo primitivo de replicación usado por plásmidos de bacterias 

y arqueas (Ilyina y Koonin, 1992) y por otras familias virales como los nanovirus en 

plantas (Vega-Rocha  et al., 2007 b) y los circovirus en aves y mamíferos (Vega-

Rocha  et al., 2007 a). La función de la proteína Rep es interactuar y unirse al 

origen de replicación viral para producir un corte endonucleolítico en la secuencia 

conservada TAATATTAC entre la séptima y la octava base generando un extremo 

3-OH libre el cual usan las polimerasas de la planta como “primer” o cebador para 

sintetizar de novo una cadena positiva de DNA viral (Fontes et al., 1994; Laufs  et 

al., 1995). El mecanismo RCR ha sido el más estudiado en geminivirus, sin 

embargo un proceso de replicación por recombinación se ha propuesto como otra 

forma en la que los virus pueden generar nuevas moléculas de DNA (Jeske, et al., 

2001). Estos dos mecanismos de replicación, y la interacción especifica de la 
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proteína Rep con el origen de replicación, que es primordial en el proceso 

replicativo por CR, serán abordados de manera detallada en esta introducción 

para fundamentar el desarrollo de los experimentos que se realizaron en el 

presente trabajo de investigación, orientados a delimitar la región mínima de la 

proteína Rep que es capaz de reconocer de manera específica el origen de 

replicación de una especie viral determinada.  

 

I.2.- Taxonomía de la familia Geminiviridae 

En la familia Geminiviridae se distinguen 4 géneros: Begomovirus, Mastrevirus, 

Curtovirus, y Topocuvirus. Estos subgrupos comparten características como la 

cápside geminada, el mecanismo de replicación y una secuencia conservada de 9 

nucleótidos “TAATATTAC”  que se encuentra en el “asa” de un elemento con el 

potencial de formar una estructura de “horquilla” (tallo-asa). Sin embargo cada 

género presenta características particulares como los hospederos que infecta, el 

insecto vector que los transmite, y la organización de su genoma (Figura 1). Las 

características propias de cada género son expuestas en los siguientes apartados. 

 

I.2.1-Begomovirus 

Los begomovirus constituyen el grupo más diverso de la familia Geminiviridae, con 

con más de 200 especies descritas (Fauquet  et al., 2008; Briddon et al., 2010), 

que infectan plantas dicotiledóneas y son transmitidos exclusivamente por la 

mosquita blanca (Bemisia tabaci), un homóptero perteneciente a la familia 

Aleyrodidae. Según el número de moléculas de DNA que constituyen su genoma, 

existen dos tipos de begomovirus; los monopartitas y los bipartitas (Figura 1). Los 

begomovirus monopartitas poseen un genoma compuesto por una sola molécula 

de DNA. El componente único de los virus monopartitas contiene 6 genes, 4 que 

se transcriben en el sentido complementario y codifican las proteínas C1, C2, C3 y 

C4, y dos genes que se transcriben en el sentido del virión y codifican las 

proteínas V1 (CP) y V2 (Hanley-Bowdoin  et al., 1999). La proteína C1 (Rep) es el  

iniciador de la replicación del DNA viral por un mecanismo de CR; C2 (TrAP) es un 

activador de la transcripción de genes tardíos; C3 (REn) es una proteína 

potenciadora de la replicación, y C4 es un supresor de la respuesta de 

silenciamiento de la planta, función que también realiza C2. Las proteínas 

codificadas por los genes en el sentido del virión V1 (CP) y V2 son responsables 

del movimiento local y sistémico del virus. El virus Tomato yellow leaf curl virus 

(TYLCV) es un virus perteneciente al grupo de los begomovirus monopartitas en el 

que se han estudiado la mayoría de las propiedades de cada una de las proteínas 
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mencionadas. Los virus monopartitas han evolucionado en el Viejo Mundo, 

aunque en años recientes algunos de estos han sido introducidos en el continente 

americano (Lefeuvre  et al., 2010). Una característica común pero no universal de 

los virus monopartitas es su asociación con moléculas satélites, denominadas 

satélites alfa o beta, con las cuales se favorece su capacidad de infección (Dry et 

al,. 1997; Saunders et al., 2000). Los begomovirus bipartitas, por otro lado, poseen 

un genoma compuesto por dos moléculas de DNA denominados componentes 

genómicos A y B, o simplemente “DNA-A” y “DNA-B”. Estos componentes son 

encapsulados de manera individual por la proteína de la cápside, pero la infección 

de una planta con un virus bipartita requiere de la presencia de ambos 

componentes virales en las células del huésped (Liu et al., 1997). Los 

componentes A y B codifican para genes involucrados en diferentes procesos de 

la infección. El DNA-A incluye al gen V1 (CP) en la cadena en el sentido del virión, 

y a los genes Rep, TrAP, REn y AC4 en la cadena complementaria. La proteína 

Rep, que se describe en detalle más adelante, es la encargada de la replicación 

de ambos componentes genómicos, lo cual es posible porque comparten un 

segmento de DNA no-codificante denominada “región común”, en la cual se 

encuentran los elementos necesarios para la replicación viral (Revington et al., 

1989). La proteína TrAP es una proteína multifuncional que transactiva a los genes 

tardios CP y BV1, y está involucrada además en la supresión del silenciamiento 

mediado por RNAs pequeños (Rodriguez-Negrete et al., 2007; Bisaro, 2006). La 

proteína REn por su parte potencia la replicación de los genomas virales 

interactuando con la proteína Rep (Settlage et al., 2005). La proteína AC4 ha sido 

estudiada experimentalmente en algunos virus bipartitas del Viejo Mundo y se le 

ha encontrado una participación en la supresión del silenciamiento (Vanitharani et 

al., 2004). En el DNA-B, por otra parte, solo se codifican 2 proteínas: una 

denominada BV1 o NSP (Nuclear-shuttle protein) que posee señales de 

localización nuclear y es responsable del movimiento del DNA viral del núcleo al 

citoplasma, y la segunda denominada BC1, la cual está implicada en el 

movimiento sistémico de las moléculas virales (Sanderfoot et al, 1996; Florentino 

et al., 2006; Zhou et al., 2011). 

 

I.2.2- Curtovirus. 

El género curtovirus se caracteriza por presentar una sola molécula de DNA con 

un tamaño aproximado de 3000 nt en la cual se codifican 7 proteínas. En la 

cadena del virión se codifica a la proteína de movimiento V3, la proteína V2 

reguladora de la proporción de cadena sencilla y doble del DNA viral, y la proteína 

de la cápside V1 (Hormuzdi y Bisaro, 1993). En la cadena complementaria se 

codifican a las proteínas C1, C2, C3 y  C4 (Hormuzdi  y Bisaro, 1995). Las 
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funciones de estas proteínas son un tanto parecidas a las funciones de las 

proteínas homólogas en los begomovirus. C1 es la proteína encargada de la 

replicación; C2 es una proteína supresora del silenciamiento que, en comparación 

con TrAP, no tiene actividad de transactivador; C3 es potenciadora de la 

replicación y C4 es una proteína determinante de patogenicidad (Stanley y 

Latham, 1992) y parece estar involucrada en el movimiento de las moléculas 

virales del núcleo al citoplasma (Teng et al., 2010). El virus más estudiado en este 

género es el virus del enchinamiento de la punta del betabel (BCTV, beet curly top 

virus). Los curtovirus son transmitidos por el insecto Circulifer tenellus de la familia 

Cicadellidae (chicharritas) e infectan plantas dicotiledóneas. Este género se 

encuentra distribuido en los Estados Unidos y norte de México y recientemente se 

han encontrado especies que divergen de los curtovirus americanos en Irán (Yazdi 

et al., 2008). 

 

I.2.3- Mastrevirus. 

Los Mastrevirus son transmitidos por insectos de la familia Cicadellidae, infectan 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas y  poseen una única molécula de DNA 

de aproximadamente 2600nt. En esta molécula se encuentran codificados los 

genes Rep A y Rep en la cadena complementaria y los genes  MP (V1) y CP (V2) 

en la cadena del virión. La molécula presenta dos regiones intergénica 

denominadas región intergénica corta (SIR) y región intergénica larga (LIR). En la 

región intergénica corta se inicia la replicación de la cadena negativa la cual es 

iniciada por una molécula pequeña de RNA (primer) que es también contenida en 

la cápside que contiene el genoma viral (Donson et al., 1984 ;  Hayes et al., 1988). 

En la región intergénica larga se encuentran dos promotores en dirección opuesta 

que dirigen la expresión de los genes tanto en el sentido del virión como en el 

sentido complementario. En esta región se encuentran las secuencias necesarias 

para la replicación de la cadena positiva por el mecanismo de RCR. Los 

mastrevirus se encuentran distribuidos en varios continentes del Viejo Mundo 

(África, Europa, Australia) y causan severos daños a cultivos de maíz y trigo 

(Shepherd et al., 2007; Van der Walt et al., 2008). La especie mejor estudiada de 

este género es el virus del estriado del maíz (MSV; Maiz Streak Virus). 

 

I.2.5- Topocuvirus. 

En el género Topocuvirus solo se clasifica actualmente a una especie denominada 

virus del pseudo-enchinamiento de la punta del tomate (TPCTV; Tomato pseudo-

curly top virus). Este virus presenta 4 genes en la cadena complementaria y 2 en 
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el sentido del virion. En la cadena complementaria se codifican los genes C1, C2, 

C3 y C4. En la cadena del virion se codifican las proteínas V1 y V2. Este virus 

infecta plantas dicotiledóneas y es transmitido por el insecto Micrutallis malleifera 

de la familia Membracidae (Mcdaniel y Tsai, 1990). El análisis de la secuencia de 

este virus indica que surgió como una recombinación entre un begomovirus y un 

curtovirus (Briddon et al., 1996). Es interesante en este virus conocer su 

interacción con el vector que lo transmite ya que es el único conocido dentro de la 

familia Geminiviridae que se transmite por homópteros comúnmente llamado 

“periquitos” (“treehoppers”). Como puede notarse poco son los estudios que se 

han realizado en este virus, sin embargo los procesos generales de replicación y 

transcripción se asume que son semejantes a los virus ampliamente estudiados en 

los curtovirus y  begomovirus. 

 

Figura 1. Organización genómica de los géneros de la familia Geminiviridae. 

Los  marcos de lectura abierta de cada gen son indicados en flechas. El nombre 

de la proteína codificada por cada gen se indica al lado de cada marco de lectura, 

en cada caso fuera del paréntesis se indica el nombre común y dentro de 

paréntesis el nombre oficial de los genes. En los recuadros en negro se señala la 

región del origen de replicación de la cadena positiva que incluye también el 

elemento tallo-asa. 
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I.3.- Replicación de los geminivirus 

I.3.1.- Síntesis de la cadena negativa 

Durante el ciclo infectivo de los geminivirus, unas vez que el virión ha sido 

introducido por la mosquita blanca al floema, el DNA de cadena sencilla contenido 

en el mismo, llega al núcleo de las células mediante un mecanismo no bien 

entendido aun, en donde sirve como molde para generar el DNA  intermediario de 

doble cadena. Una de las hipótesis propuestas para la llegada del DNA al núcleo 

es que la proteína de la cápside se desensambla en el citoplasma y forma un 

complejo con la molécula de DNA para transportarla al núcleo. Esto se ha 

sugerido ya que la proteína CP de los geminivirus contiene secuencias señal para 

la entrada y salida del núcleo (Sharma y Ikegami, 2009). Las  moléculas de DNA 

de cadena sencilla que han alcanzado el núcleo sirven como templado para 

generar el DNA  intermediario de doble cadena. La síntesis de esta segunda 

cadena (cadena complementaria o cadena negativa) es llevada a cabo por la 

maquinaria de la planta y requiere de las proteínas propias para la síntesis de la 

cadena retardada de la replicación del DNA celular (Figura 3). Esta síntesis es 

iniciada usando como cebador para la replicación secuencias cortas de RNA, a 

semejanza de lo que ocurre con los fragmentos de Okasaki (Saunders et al., 

1992). En el caso de los mastrevirus el “primer” para la síntesis de la cadena 

negativa es también encapsidado en las partículas virales (Donson et al. 1984; 

Hayes et al., 1988) y esta característica los hace diferente en este aspecto a los 

otros géneros de geminivirus que no llevan el cebador en las partículas 

encapsidadas sino que es sintetizado una vez que está en el núcleo de la célula 

infectada. La molécula de DNA de doble cadena generada es entonces unida por 

histonas y empaquetada en un minicromosoma con la característica de tener libre 

de nucleosomas la región del origen de replicación viral (Pilartz y Jeske 2003). En 

esta región del minicromosoma es donde se regulan los procesos de transcripción 

y replicación de la cadena positiva del virus. 

 

I.3.2- Síntesis de la cadena positiva 

Una vez que el DNA viral ha alcanzado el núcleo y se ha sintetizado la cadena 

negativa, la  molécula circular de doble cadena empacada en forma de 

minicromosoma es ahora transcripcionalmente activa, con la capacidad de 

expresar y regular cada uno de los genes codificados. En los begomovirus 

bipartitas los mecanismos de regulación de la transcripción de cada gen es 

regulada de manera temporal como lo han mostrado estudios en virus específicos 

(Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante, 2007; Hung y Petty 2001). Esta regulación 
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se da en atención a las necesidades específicas del ciclo viral y de infección. En 

esta expresión temporal la primera proteína en expresarse es la proteína de 

replicación. La explicación detallada de la expresión de cada gen se deja para otro 

apartado para adentrarnos aquí en el proceso de replicación de la cadena positiva 

del DNA viral, que es el que genera nuevas moléculas de DNA circular de cadena 

sencilla. 

Para la replicación de los geminivirus en un inicio se considero solamente el 

mecanismo de RCR (Saunders et al., 1991; Lazarowitz, et al. 1992; Hanley-

Bowdoing, et al. 1999) en donde la proteína Rep es la proteína principal 

encargada de este mecanismo. Sin embargo el análisis más detallado del DNA en 

sus diferentes formas replicativas (Jeske et al., 2001; Preiss y Jeske, 2002), 

muestra moléculas de DNA que no parecen encajar en los productos esperados 

para el mecanismo de circulo rodante. De estas observaciones se ha propuesto un 

mecanismo alternativo para la replicación de los geminivirus; el mecanismo de 

replicación-dependiente de recombinación (RDR). En los dos subtemas siguientes 

se explican estas dos formas de replicación usadas por los geminivirus. 

 

I.3.2.1.- Mecanismo de replicación dependiente de recombinación 

La replicación por RCR genera monómeros de las moléculas de DNA viral, sin 

embargo el análisis  de extractos de  DNA de platas infectadas con geminivirus ha 

mostrado que se generan moléculas virales  con un tamaño mayor al peso del 

monómero. La generación de multimeros de las moléculas de DNA viral se ha 

atribuido a la  replicación  dependiente de la recombinación (Erdmann et al., 2010; 

Preiss y Jeske, 2003; Jeske et al., 2001). En la figura 2 se presentan las posibles 

formas de DNA generadas por RDR. El paso básico de la recombinación 

dependiente de la recombinación es la invasión de una molécula de cadena 

positiva sencilla (completa o un fragmento de esta), en una molécula de doble 

cadena lineal o circular cerrada. Una vez que ha invadido al DNA doble cadena la 

molécula “intrusa” utiliza a la cadena negativa de este último como templado para 

elongarse (Figura 3). La recombinación de estas moléculas se cree que es 

mediada por proteínas de recombinación propias de la planta puesto que los 

geminivirus no codifican proteínas de recombinación  (Jeske et al., 2001).  La 

figura 3 muestra el principio de esta replicación. Es importante resaltar que este 

mecanismo es solo complementario al mecanismo de RCR, ya que éste último es 

el único que tiene la capacidad de generar DNA de cadena sencilla. 
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Figura 2. Complejidad de las formas replicativas de los geminivirus.  A).- 

Análisis por Southern blot de extractos de DNA de planta infectada con  el virus  

AbMV.  B).- interpretación de los spots generados en el Southern blot. C).- 

posibles formas de intermediarios de la replicación. oc (open circular): DNA 

circular abierto, ccc ( covalently-closed circular): DNA circular covalentemente 

cerrado, ss (single strand): DNA circular de cadena sencilla, hds 

(heterogeneous doble strand): DNA lineal de  doble cadena de tamaño 

heterogeneo, hss (heterogeneous single strand): DNA circular de cadena 

sencilla de tamaño heterogéneo. CSR (complementary strand replication): 

intermediarios de replicación en la síntesis de la cadena negativa, RDR 

(recombination dependent replication): intermediarios de replicación por 

recombinación,  SDR (splaiced dependent recombination): intermediario de 

replicación por desplazamiento de cadena. Los prefijos 1 2 y 3 indican el número 

de concatámeros y los sufijos c y l (en cursiva), indican forma circular o lineal. 

Figuras tomadas y modificadas de Preiss y Jeske, 2002.  
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Figura 3. Principio de replicación por el mecanismo RDR. En la replicación 

dependiente de la recombinación  una molécula de cadena sencilla(a), 

correspondiente al genoma viral se entrelaza por recombinación homologa con 

una molécula viral de doble cadena (b); a partir del sitio de entrecruzamiento la 

molécula de cadena sencilla se elonga usando como templado una de las cadenas 

del DNA de doble cadena(c y d). Tomada y modificada de Jeske, 2001. 

 

I.3.2.2- Mecanismo de replicación por círculo rodante 

El mecanismo de replicación por círculo rodante es el más estudiado en los 

geminivirus y en este la proteína viral Rep tiene el papel central. La replicación de 

la cadena positiva en este mecanismo se genera cuando la proteína Rep se une al 

origen de replicación del virus. Esta unión de la proteína Rep es específica de 

cada especie viral, es decir, la proteína Rep  de un virus hipotetico X se une solo 

al origen de replicación del virus X y no al origen de replicación del virus Y. Una 

vez establecida la unión de la proteína Rep la capacidad de formar multimeros con  

otras unidades de Rep le permite posicionarse en la secuencia TAATATTAC que 

también se localiza en el origen de replicación y está conservada en todos los 

geminivirus, a excepción de uno recientemente descubierto (Yazdi et al., 2008). En 

esta secuencia de 9 nucleótidos la proteína Rep ejerce su acción catalítica 

rompiendo el enlace fosfodiester entre los nucleótidos 7 y 8 (TAATATT/AC, Laufs 

et al., 1995). Una vez dada la ruptura la proteína Rep se mantiene unida al 

extremo 5´de la cadena (5´AC), y el extremo 3´ (TAATATT 3´) que se genera sirve  

de iniciador para que la maquinaria de replicación de la planta (DNA polimerasas y 

proteínas del complejo de replicación) comience la síntesis de la cadena positiva a 

partir de este punto (Luque et al., 2002). La elongación de la cadena continúa 

hasta cerrar el círculo y completar la replicación de un genoma completo del virus. 

La proteína Rep que permanece unida en el extremo 5´de la cadena sencilla 

saliente al replicarse toda la molécula del virus corta la cadena sencilla y liga los 

extremos 5´y 3´ (Laufs et al., 1995). Este mecanismo genera así una molécula de 

cadena doble con una cadena positiva sintetizada de novo y una molécula de DNA 
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de cadena sencilla libre. Estas dos moléculas pueden entrar de nuevo al ciclo de 

replicación o, para el caso de la cadena sencilla, puede ser encapsulada para 

generar nuevos viriones. La figura 4 describe los pasos principales de la 

replicación por circulo rodante.  

 

Figura 4. Mecanismo de replicación por círculo rodante. a: DNA de cadena 

sencilla que llega al núcleo después de la inoculación por la mosquita blanca. b: 

Intermediario de doble cadena capaz de expresar la proteína Rep. c: 

Reconocimiento del origen de replicación por la proteína Rep y ruptura de una de 

las moléculas en la secuencia TAATATT/AC. d y e: unión del complejo de 

replicación de la planta y elongación de la cadena positiva. f: unión de los 

extremos 5 y 3´ de la cadena positiva saliente(genoma completo). g y g´: 

generación de una molécula de cadena sencilla y restablecimiento de la  molécula 

de doble cadena original con una de las cadenas sintetizadas de novo.   

La importancia que tiene la unión de la proteína Rep al origen de replicación para 

iniciar la replicación viral me lleva a la redacción del siguiente apartado dedicado a 

exponer las propiedades de la proteína y las características de su unión con el 

origen de replicación.  

  

I.4.- Interacción especifica de la proteína Rep y el origen de replicación 

Rep es una proteína multifuncional con actividades de helicasa (Choudhury et al., 

2006; Clerot y Bernardi, 2006 ), ATPasa (Desbiez et al., 1995), Ligasa (Laufs et 



11 
 

al., 1995), que puede interactuar con ella misma y con la proteína viral AC3 para 

formar multímeros ( Orozco, et al., 2000) y además interactúa con proteínas del 

huésped como la proteína relacionada al retinoblastoma (Argüello-Astorga, et 

al.,2004), el antígeno de proliferación nuclear (Bagewadi et al., 2004) y la enzima 

de sumoilación (SUMO) de la planta (Sanchez-Duran et al., 2011; Castillo et al., 

2004) entre otras. La proteína Rep ha sido muy ampliamente estudiada por ser la 

única proteína viral esencial para la replicación de los geminivirus. Este 

descubrimiento se hizo cuando se hicieron mutaciones de los genes individuales 

que forman el componente A del begomovirus bipartita TGMV y vieron que al 

mutar el gen que codifica para la proteína Rep (AL1) la capacidad de replicación 

del virus cuando era agro-infiltrado en Nicotiana benthamiana se abolía (Elmer et 

al., 1988). A la postre, experimentos donde se crearon plantas transgénicas que 

expresaban la proteína Rep, cuando se agroinoculaban estas plantas con el 

componente B del virus TGMV este era replicado en ausencia del componente A 

(Hanley-Bowdoin et al., 1990) indicando la actividad de replicación de la proteína 

Rep expresada por la planta. Estos experimentos se hicieron conociendo  las 

secuencias del propio TGMV a si como también de otro begomovirus bipartita, el 

entonces denominado Cassava Latent Virus CLV y que ahora conocemos como 

Virus Africano del mosaico de la cassava (ACMV). En estos dos virus se había 

observado que en las secuencias de los componentes A y B de cada virus existe 

una región conservada en secuencia de entre 230 y 250 pares de bases la cual se 

sugirió que  podría ser el origen de replicación de ambos componentes, dado que 

Rep podía reconocer ambas moléculas(Elmer et al., 1988). Los experimentos que 

demostraron la funcionalidad de la región común como origen de replicación se 

realizaron años más tarde empleando los virus TGMV (Tomato Golden Mosaic 

Virus) y SLCV (Squash Leaf Curl Virus). Estos experimentos observaron que 

cuando la región común era puesta en plásmidos bacterianos estas moléculas al 

agro-inocularse con los virus en plantas de N. benthamiana también eran 

replicados (Lazarowitz et al., 1992). En estos experimentos un hallazgo de gran 

relevancia para lo que concierne en nuestro trabajo es que los orígenes de 

replicación de estos dos virus no podían ser intercambiados llevando a la 

deducción de que el reconocimiento del origen de replicación era específico de las 

secuencias que estos contenían en cada especie. Para analizar de manera más 

fina la interacción de la proteína con el origen de replicación se hicieron ensayos 

de inmunoprecipitación en los que se ponía a interactuar la proteína Rep con 

diferentes fragmentos pertenecientes al origen de replicación hipotético. Mediante 

los ensayos de inmunoprecipitación  y ensayos de competencia de unión a DNA 

se logro identificar en el Ori (origen de replicación) de TGMV una secuencia de 52 

nucleótidos a la cual era altamente afín la proteína Rep (Fontes et al., 1992). 

Posteriormente estudiando este mismo virus mediante mutaciones dirigidas la 

secuencia de reconocimiento se delimito a trece pares de bases (5’-
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GGTAGTAAGGTAG) y dentro de esas 13 pares de bases la secuencias criticas 

para la interacción fueron los repetidos directos de 5 pares de bases, GGTAG, de 

la secuencia. De los dos repetidos, el repetido localizado hacia el extremo 3´ 

mostro tener más importancia para la unión de la proteína Rep (Fontes et al., 

1994). Experimentos bajo el mismo fundamento se realizaron con virus del género 

Curtovirus en donde dos variantes del virus  del enchinamiento de la punta del 

betabel (BCTV-Logan y BCTV-CFH) presentan repetidos en el origen de 

replicación que son los importantes para la interacción con la proteína Rep (Choi y 

Stenger 1996; Choi y Stenger 1995; Stenger 1998). En la búsqueda de secuencias 

de este tipo en los diferentes virus se realizo un estudio de análisis de secuencias 

de los virus conocidos hasta ese momento y en el cual se encontró que los 4 

géneros de los geminivirus (mastrevirus, begomovirus, curtovirus y topocuvirus), 

presentan elementos repetidos en su origen de replicación, se encontró también 

que estos repetidos son específicos de las especies y que el arregló, el número y 

la orientación que presentan varía según el género y el origen geográfico del linaje 

(Argüello-Astorga et al., 1994). Los elementos repetidos presentes en el origen de 

replicación de los geminivirus fueron denominados “iterones”. 

Una vez que se había dilucidado los elementos del origen de replicación que 

interactuaban con la proteína Rep, la pregunta lógica que surgió fue: ¿Cuál es la 

región de la proteína Rep que reconoce de manera específica las secuencias 

repetidas presentes en el origen de replicación de los virus? En adelante los 

experimentos realizados por diferentes grupos estudiosos de los geminivirus se 

condujeron para encontrar la región de la proteína Rep que pudiera reconocer e 

interactuar de manera específica con los iterones del Ori. 

Uno de los primeros trabajos experimentales fue realizado con dos cepas del virus 

del enchinamiento y amarillamiento de la hoja de tomate (TYLCV), la cepa de 

Cerdeña y la cepa de Israel (TYLCV-Sar y TYLCV-Is). Estas dos cepas altamente 

similares en secuencia general tienen iterones diferentes y las proteínas Rep no 

pueden complementarse para replicar. En un primer ensayo intercambiaron las 

regiones intergénica de los virus y observaron que los virus híbridos obtenidos no 

se replicaron cuando fueron introducidos en protoplastos. Posteriormente en un 

segundo experimento realizaron proteínas Rep quiméricas en donde cambiaron la 

región carboxilo terminal de la proteína de TYLCV-Sar por la de TYLCV-Is dejando 

116 aminoácidos de la región amino terminal de la proteína de TYLCV-Sar. Este 

mismo cambio lo hicieron en el virus híbrido de TYLCV-Sar que llevaba la región 

intergénica de la cepa TYLCV–Is. Cuando transformaron protoplastos con estas 

construcciones observaron que la proteína quimérica solo podía replicar el virus 

original que lleva los 116 aa de la cepa de Cerdeña y su región intergénica 

respectiva, en tanto que el virus que llevaba la región intergénica de la cepa de 
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Israel y la proteína quimérica no replicaba. De esto dedujeron que dentro de estos 

116 aminoácidos amino terminales de la proteína Rep residían aminoácidos 

implicados en reconocer los iterones. (Jupin et al., 1996). En un experimento 

semejante al realizado por Jupin y colaboradores se trabajo con el virus BCTV que 

pertenece al género de los curtovirus. Las cepas CFH y logan del virus BCTV no 

son compatibles en replicación pero al hacer quimeras de la proteínas Rep 

observan que intercambiando el dominio que abarca del aminoácido 3 al 89 se 

podía cambiar la especificidad de replicación (Choi y Stenger, 1995). En este 

experimento, cuando se trasladan los 89 aminoácidos amino terminal más la 

región intergénica de una cepa a otra, el virus hibrido resultante tiene la capacidad 

de replicar. En el análisis de la secuencia de esta región de 89 aminoácidos se 

observa que existen 12 posiciones distribuidas que difieren entre las dos proteínas 

y sobre las cuales se pensó que podría el reconocimiento específico. En este 

interés científico en el área de geminivirus de definir que aminoácidos le daban la 

alta especificidad de Rep por los iterones en el Ori y que permitía la replicación del 

DNA viral, Chatterji y colaboradores realizaron un experimento que analizó de 

manera puntual el residuo aminoácido 10 del virus del enchinamiento de la hoja de 

tomate de Nueva Delhi(ToLCV-Nde) el cual propuso que interactuaba con la base 

3(T) del iteron GGTGT presente en el repetido imperfecto GGTGTCGGAGTC del 

origen de replicación (Chatterji et al., 1999). En este experimento se trabajo con 

dos variantes del virus de nueva Delhi, la cepa severa que en su proteína Rep 

tiene en la posición 10 el residuo Asn y los iterones que reconoce tienen la 

secuencia GGTGTCTGGAGTC y la cepa moderada que en la posición 10 tiene el 

residuo Asp y reconoce los iterones GGCGTCTGGCGTC. En estos virus cuando a 

la cepa moderada  se le cambia la Asp por Asn deja de replicarse y al hacer una 

segunda mutación en la que se muta la tercera base del iteron C por T se restable 

la replicación del virus. 

Otra forma en la que se analizó la correlación en variabilidad entre la proteína Rep 

y los iterones fue mediante un análisis de alineamiento de secuencias de los virus 

conocidos para el año 2001 en este trabajo por comparación de secuencias de la 

proteína Rep y de las iterones se encontró que los primeros 11 aminoácidos de las 

proteínas Rep son altamente variables entre virus que poseen iterones diferentes 

y por el contrario son conservados en virus que poseen iterones iguales. Esta 

región variable entre las proteínas que se relaciona con la variabilidad en la 

secuencia de los iterones se denomino Dominio Relacionado al Iteron, IRD, por 

sus siglas en ingles de Iteron Related Domain (Argüello-Astorga y Ruiz-Medrano, 

2001). Otra característica de estos aminoácidos es que están adyacentes al 

motivo conservado I en las proteínas de replicación por círculo rodante. Este 

motivo I había sido expuesto por Ilyina y Koonin en 1992 como un motivo 

conservado dentro de las proteínas iniciadoras de la RCR en plásmidos de 
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bacterias y en los geminivirus. Además de este motivo I las proteínas Rep 

presentan en su extremo amino terminal los dominios conservados II y III (Ilyina y 

Koonin, 1992). Para los motifs II y III se ha encontrado experimentalmente que 

funcionan para unir  iones divalentes (Mg+2 o Mn+2) y para realizar el corte 

endonucleolítico, respectivamente (Orozco y Hanley-Bowdoin  1998; Laufs et al., 

1995), sin embargo para el motivo I no se había tenido inferencias sobre su 

funcionalidad. Del análisis de secuencia realizado por Argüello-Astorga que ubica 

al dominio relacionado con el iteron adyacente al motivo I se propuso que estos 

aminoácidos conforman un dominio en conjunto que le permite reconocer de 

manera específica los iterones en el origen de replicación y establecer las 

interacciones iniciales para unirse a este. Un trabajo más en aportación al estudio 

de la proteína Rep fue la obtención de la imagen tridimensional de la región 

amino- terminal (primeros 120aa) de la proteína Rep del virus TYLCV, la cual 

conserva las propiedades de unión y catálisis del origen de replicación. En la 

imagen obtenida por resonancia magnética nuclear (RMN) se revela que los 

aminoácidos 13 a 19, en los cuales está presente el motivo I “15-FLTY-20”, forman 

una estructura de lámina beta. Esta lamina beta tiene una extensión estructural 

que forma una lamina beta pequeña conformada por los residuos 9, 10, 11 y 12 

(SIKA). Esta hoja de lamina beta pequeña en la configuración tridimensional esta a 

un lado de la hoja de lamina beta 5 conformada por los residuos 68, 69, 70, 71 y 

72(KYNCT). Juntas, estas dos hojas de lamina beta (beta 1 y beta5) forman un 

dominio de lamina beta plegada que se asemeja a el dominio de la proteína del 

antígeno SV40 que interactúa con DNA (Campos-Olivas et al., 2002).  

En resumen todos estos experimentos han aportado el conocimiento para  

delimitar la región de interacción especifica de la proteína Rep con los iterones, en 

los estudios experimentales en planta lo han hecho analizando bloques de la 

proteína Rep que conservan el reconocimiento especifico, y mediante el análisis 

de un aminoácido puntual para el caso de las cepas de TYLCV nueva Delhi, el 

análisis teórico de Argüello-Astorga y el análisis por RNM de Campos-Olivas et al., 

proponen un dominio de 4 aminoácidos adyacente al motivo I como el encargado 

del reconocimiento especifico de los iterones. Sin embargo,  aunque la mayoría de 

los estudios de interacción de  la proteína Rep con los iterones son consistentes 

en encontrar que existe una alta especificidad de unión entre la proteína y los 

iterones, existen algunos reportes en donde la proteína de algunos virus puede 

reconocer iterones con secuencias diferentes. Uno de los principales casos de 

reconocimiento con baja especificidad se da en los begomovirus del Viejo Mundo 

en donde los DNA satélites de estos virus pueden ser replicados por más de una 

especie viral (Lin et al., 2003; Dry et al., 1997). Otro de los casos en donde se ha 

visto in-especificidad de replicación es en algunos virus bipartitas. Por ejemplo, 

Andrade y colaboradores  reportaron en 2006 que el componente A del virus 
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TGMV puede establecer una infección en planta si es inoculado con el 

componente B del virus del punteado amarillo del tomate(ToYSV), aun cuando en 

estos dos virus el IRD y los iterones son un tanto diferentes (Andrade et al., 2006). 

Este proceso en el que el componente A de un begomovirus puede establecer una 

infección con el componente B de otra especie se conoce como 

pseudorecombinación y es comúnmente dado entre virus que poseen IRD e 

iterones iguales. Otro caso interesante es el estudio realizado en el virus TLCV en 

donde mutaciones en los iterones impiden la unión de la proteína Rep, sin 

embargo cuando los mismos virus mutantes son inoculados en plantas estos 

conservan la capacidad de replicarse (Lin et al.,  2003, Chakraborty et al.,  2008). 

Como se puede ver a través de esta revisión de la literatura existente, es claro que 

la proteína Rep reconoce de manera especifica  el origen de replicación a través 

de su extremo amino terminal, y en los estudios relacionados de Campos-Olivas et 

al. y Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, se sugiere que los aminoácidos 

adyacentes al motivo son los responsables directos de las interacciones 

especificas con los iterones del origen de replicación de los geminivirus.  En el 

trabajo que hemos realizado para el desarrollo de este proyecto de tesis se ha 

adoptado la hipótesis de trabajo de que los 11 aminoácidos iniciales de la proteína 

Rep son suficientes para conferir la especificidad de reconocimiento hacia los 

iterones y se han diseñado experimentos in planta para explorar esta conjetura. 

En el siguiente apartado de este escrito se describirá el diseño de los 

experimentos y las metodologías aplicadas.  Los resultados obtenidos implican al 

IRD como principal dominio en el reconocimiento especifico, aunque parecen 

existir otros factores que contribuyen a la interacción de Rep con el origen de 

replicación viral. Los datos obtenidos conducen a nuevas interrogantes en las que 

se habrá de trabajar para dilucidar de manera más completa las interacciones 

moleculares entre la proteína Rep y el DNA. 
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II.- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

II.1.-  Modificación del plásmido pBluescript SK II 

La secuencia GAAAACGTTC que es reconocida por la enzima XmnI fue mutada a 

GAAAgCGcTC utilizando el método de “QuickChange® site-directed Mutagenesis 

Kit” de Stratagene (Apendice A), usando los oligonucleótidos Bla-mutag2 directo 

(5’-GTGCT CATCATTGGAAAgCGcTCTTCGGGGCG-3´) y BLA-Mut 1 reverso (5’-

CGC CCCGAAGAgCGcTTTCCAATGATGAGCAC-3´), que se alinean de la 

posición 2608 a 2659 en el plásmido pBlueScript SK II+ (5’-2607-

gtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcg- 2660-3’). En el producto de PCR obtenido 

los tripletes ACG y TTC (subrayado en la secuencia de pBS), cambia a GCG y 

CTC. En la cadena complementaria del plásmido que es la que codifica el gen Bla 

los cambios serian CGT a CGC y GAA a GAG.  En el primer caso ambos tripletes 

CGT y CGC codifican para el aminoácido arginina y en el segundo GAA y GAG 

codifican para el aminoácido glutamato. De esta manera los cambios de secuencia 

conservan el marco de lectura para la expresión del gen Bla que da  la resistencia 

a la ampicilina. Este vector modificado se identifico como pBS∆XmnI.  

 

II.2.- Clonación del DNA-A de Tomato mottle virus (ToMoV) en el vector 

pBS∆XmnI 

El componente genómico A de ToMoV A, que consta de 2601 nt, se escindió del 

vector pGEMTX mediante digestión completa con la enzima ApaI (1 ug DNA 

plasmídico, 1uL ApaI, 1uL buffer ApaI, 7ul agua MQ estéril, 25°C por 12 horas). La 

reacción de digestión se corrió en gel de agarosa al 1%  del cual se aisló la banda 

correspondiente al DNA viral y se purifico por columna acorde a las indicaciones 

del kit (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). El DNA purificado 

se eluyó con 30ul de agua MQ estéril, de los cuales se corrieron 3ul en gel de 

agarosa 1% para verificar la purificación y estimar la concentración del DNA 

purificado. 

El plásmido pBS∆XmnI se digirió con la enzima ApaI hasta que todo estuviera 

completamente linearizado. Para ello de la mezcla de digestión se corrió una 

alícuota en gel al 1% para revisar la progresión de la digestión. Normalmente a las 

2 horas la digestión  es completa usando 1ul de la enzima y 1ug de DNA. Una vez 

linearizado el DNA se precipito agregando a la reacción de digestión 2 volúmenes 

de etanol absoluto y un décimo de acetato de sodio 3M pH 5.2 (Apendice  B).  
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El plásmido pBS∆XmnI digerido se ligo con el genoma viral de ToMoV 

previamente aislado (mezcla de ligación; 1uL T4 ligasa, 1uL buffer T4 ligasa 10X, 

200ng vector en 1ul y 600ng de inserto en 1ul, 6ul de agua MQ estéril, 

temperatura 25 °C, 2 horas). De la ligación se tomaron 5ul para transformar por 

choque térmico la cepa TOP10F´ de E. coli. De las clonas obtenidas se eligieron 

15 de ellas y se extrajo DNA plasmídico mediante el protocolo de Birboin 

(Sambrook and Russell, 3er ed, 2001). El DNA de cada clona se analizó por 

restricción con la enzima ApaI para seleccionar aquellas que tuvieran el inserto y 

posteriormente mediante digestión doble con las enzima ApaI / SacI para 

determinar la orientación del genoma viral en el plásmido. Con este proceso 

obtuvimos el plásmido ToMoV A- pBS∆XmnI cuyo mapa general se muestra en la 

figura 5. 
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Figura 5. Clonación del genoma viral de ToMoV A en el plásmido pBS∆XmnI. 

A) Esquema de clonación del DNA-A de ToMoV en el plásmido modificado. B) 

Mapa general del plásmido obtenido. Entre el sitio SacI y ApaI se encuentra el sitio 

múltiple de clonación del vector pBS. El sitio Apa I es el sitio de clonación del 

genoma viral. Los sitios SacI, XmnI, PmlI y NcoI son únicos en el virus. El 

recuadro rojo entre el gen Rep y CP, indicado como RI, señala la región 

intergénica viral. La región SMC corresponde al sitio multiple de clonación de 

pBluescript SK. 

 

II.3.- Diseño de construcciones virales 

El plásmido ToMoV-A-pBS∆Xmn (ToMoV A, número de acceso en el GenBank 

NC_001938) se digirió  con las enzimas XmnI y NcoI (Biolabs, New England 

company durante toda la noche a 37°C. 1ul de la digestión se corrió en un en gel 

de agarosa al 1% para verificar que el plásmido se hubiera digerido 

completamente. La mezcla de digestión restante se precipito con etanol absoluto y 

acetato de sodio 3M pH. 5.2. El DNA precipitado se disolvió en 30ul de agua de 
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los cuales se corrieron 3 para verificar la presencia de DNA y estimar su 

concentración. 

Usando los oligonucleótidos  degenerados Rep-Mot-Gus forward   (5’GAGTCT 

AGATGGATANGTDAGGAAATARTTCTTRGC3´) y CP-Xba-Gus reverso 

(5´GAGTCT AGAACGCCATGGRGCATCNCGCTTAGSCAT3´) se amplifico por 

PCR la región equivalente a la comprendida entre el sitio XmnI y NcoI de ToMoV 

usando como templado DNA de los virus Tomato mottle taino virus (ToMoTV), 

Potato yellow mosaic virus (PYMV), Pepper huasteco yellow vein virus ( PHYVV), 

Tomato golden mosaic virus (TGMV) y Pepper golden mosaic virus (PepGMV). 

También se utilizaron como templado clonas de pGEM-Teasy con fragmentos de 

virus desconocidos denominados previsionalmente como Okra yellow mosaic 

Mexico virus (OkYMMV), un begomovirus aislado de Datura stramonium, un 

begomovirus de Ipomea spp. y un virus aislado de frijol colectado en Sinaloa. El 

oligonucleótido Rep-Mot-Gus forward lleva el sitio de reconocimiento de la enzima 

XmnI y el primer CP-Xba-Gus reverso el sitio de reconocimiento de la enzima NcoI 

los cuales se denotan en subrayado en las secuencia de los oligonucleótidos. Los 

productos de PCR obtenidos fueron digeridos mediante doble  digestión con las 

enzimas XmnI –NcoI (New England Biolabs) y luego purificados en columnas 

(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) para  ligarlos al vector 

pBS∆XmnI-ToMoVA digerido previamente con las mismas enzimas.  De la mezcla 

de ligación se tomaron 5ul para transformar E. coli TOP10F´ (Apendice C). De las 

transformantes obtenidas se extrajo DNA plasmídico de 10 de ellas y se 

analizaron por restricción. Primeramente se digirió con las enzimas XmnI y NcoI 

(0.3ul de cada enzima, 600ng de DNA, buffer 4 de New England Biolabs), para 

identificar las clonas con el inserto, y luego con una enzima que cortara de manera 

específica en el fragmento de PCR clonado (Tabla 1).  Mediante este proceso 

obtuvimos nueve diferentes virus híbridos derivados de ToMoV-A,  los cuales de 

acuerdo al virus usado como donador del fragmento XmnI/ NcoI etiquetamos del 

siguiente modo: Tohib-ToMoTV (el cual para una mejor distinción nombrare 

en adelante Tohib-Taino), TohibPYMV, TohibPHYVV, TohibTGMV, 

TohibPepGMV, TohibOkYMMV, TohibDatura, TohibIpomea y TohibSinaloa. 

Estas quimeras virales tienen un genoma base de ToMoV, en tanto que toda la 

región intergénica y los 12 codones iniciales del gen  Rep provienen del virus  

heterólogo usado para la PCR.  

 

II.4.- Análisis de restricción de las construcciones 

Las diferentes construcciones generadas se cortaron con enzimas de restricción 

que tienen un sitio de reconocimiento en la región intergénica del fragmento del 
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virus insertado pero no en la región intergénica de ToMoV. De esta manera se 

revisaron los virus híbridos de PHYVV (Hind III), TGMV (AvaII), y PepGMV (XbaI), 

OkYMMV(SacI), Datura(ApaI) e Ipomea(ApaI). En la Tabla 1 y la Figura 6 se 

indican las bandas diferenciales a obtener en cada caso. Para los virus híbridos 

con PYMV y ToMoTV no existe una enzima adecuada que diferencie con un solo 

corte la región intergénica de estos respecto a la de ToMoV, por lo que la 

estrategia seguida fue la siguiente.  El DNA de 5 clonas obtenidas se sometió a 

PCR con los oligonucleótidos Al1-Mot-Gus y CP-XbaI-Gus. De igual manera se 

hizo PCR para el Virus ToMoV, ToMoTV y PYMV. Los productos de PCR 

obtenidos fueron digeridos con la enzima HhaI y se corrieron en gel de agarosa el 

1.5%.  Las clonas con el patrón de restricción semejante al generado por el 

producto de  PCR   del virus que deseamos unir al ToMoVA-pBS∆XmnI fueron 

seleccionadas (Figura 7). Para descartar que estas clonas fueran fondo de los 

virus silvestres del que se hizo la PCR se les realizo una digestión con la enzima 

XmnI y NcoI sobre el DNA plasmídico. 
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Tabla 1. Enzimas diferenciales  en los fragmento de PCR  clonados en ToMoV A-

pBS∆XmnI. 

Begomovirus 

donador de la RI 

y el IRD 

Enzima con sitio 

único en el 

producto de PCR 

a insertar 

Tamaño 

aproximado de 

banda diferencial 

en la construcción 

Observaciones 

ToMoTV Inexistente NA Clonas seleccionadas 

por RFLP. 

PHYVV Hind III 1200pb  

TGMV Ava II 1250pb  

PYMV Inexistente NA Clonas seleccionadas 

por RFLP. 

PepGMV Xba I 1200  

OkYMMV Sac I 350pb  

Datura Apa I 1100 y 1500pb ApaI es el sitio de 

clonación de ToMoV 

A en el plásmido 

pBS. 

Ipomea Apa I 1100 y 1500pb ApaI es el sitio de 

clonación de ToMoV 

A en el plásmido 

pBS. 

Sinaloa Ava II 1100  

 

 

II.5.- Secuenciación de las construcciones realizadas    

De cada una las construcciones realizadas se realizo PCR con los oligos DGRS-

forward (5´GAGTCTAGATGCTGACCTCCTCTAGCWGATCTGCCGTC3´) y CP-

XbaI-Gus (ya citado). El Oligo DGRS está situado aproximadamente 400nt arriba 

del sitio XmnI en ToMoV-A. Los productos de PCR da cada construcción fueron 

ligados en el vector PGEM-Teasy (Promega inc.), y enviados a secuenciar con el 
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“primer” universal M13. Las secuencias obtenidas se analizaron en la base de 

datos de NCBI y mediante alineamiento local con Clustal W. 

 

 

Figura  6. Digestiones del DNA-A de ToMoV silvestre y de los virus híbridos 

con enzimas  específicas que los diferencian. Los DNA virales están clonados 

en el plásmido pBS∆XmnI. 1.- Digestión de ToMoV A(a) y del hibrido 

TohibPHYVV(b) con la enzima HindIII. 2.- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibOkYMMV (b) con la enzima SacI. 3.- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibTGMV(b) con la enzima AvaII. 4.- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibDatura(b) con la enzima ApaI. 5..- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibIpomea(b) con la enzima ApaI. 6.- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibSinaloa(b) con la enzima AvaII. 7.- Digestión de ToMoV A(a) y del híbrido 

TohibPepGMV(b) con la enzima XbaI. M.- marcador de Peso molecular de 1kb 

(New England Biolabs). M.- Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen). A 

la izquierda se indican los pesos de las bandas del marcador de peso molecular 

de 1Kb. Con asterisco (*), se señalan las bandas diferenciales que se obtienen 

después de la inserción del producto de PCR de cada virus.  
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Figura 7. Análisis de RFLP para buscar las clonas con las construcciones de los 

híbridos TohibTaino y TohibPYMV. A).- Amplificación por PCR con los oligos Al1-

Xba-Gus forward y CP-XbaI-Gus reverso. B).- Digestión de los productos de PCR 

con la enzima HhaI. M.- Marcador de peso molecular de 100pb, 1.- ToMoV A 2.- 

ToMoTV A, 3.- PYMV A, 4.- TohibTaino, 5.- TohibPYMV.  

 

II.6.- Bombardeo de células NT1 con las construcciones virales 

Las células NT1 cultivadas en medio liquido durante tres días se colectaron por 

filtración al vacio en papel filtro millipore de 2 micras. Las células colectadas en el 

papel se colocaron en cajas de Petri chicas (120 x 7mm) con medio NT1 osmótico 

durante tres horas previas a la inoculación por bombardeo. Cada uno de los DNA 

virales a bombardear se escindió del plásmido mediante digestión con la enzima 

apropiada (Tabla 2). De cada plásmido con  DNA viral se digirieron 6.5ug. 

Terminada la digestión, las enzimas usadas en cada caso se inactivaron por 

temperatura (65°C por 20min) y los DNA digeridos se usaron para recubrir 

partículas de tungsteno M10 (Apéndice D), con las cuales se inocularon por 

biobalística las células NT1 mantenidas en medio osmótico (Apéndice E). Para los 

ensayos de autorreplicación las partículas se recubrieron con el componente A de 

ToMoV o con los virus híbridos (Tabla3), mientras que para los ensayos de trans-

replicación de componentes B las partículas se recubrieron con la mezcla de los 

componentes A y B digeridos (Tabla 4). 

Después de ser inoculadas, las células NT1 se transfirieron de las cajas con medio 

NT1 osmótico a cajas con medio NT1 normal en el cual se mantuvieron por 72 

horas en obscuridad (cubiertas con aluminio), a una temperatura de 25°C. 

Transcurridas las 72 horas se colectaron las células en tubos Eppendorf de 1.5ml 

que contenían 250ml de NT1 líquido. De las células colectadas se extrajo  DNA 

total mediante el protocolo de extracción de DNA de protoplastos (Shimada-

Beltran et al., 2007.; apéndice F). En caso de no proceder consecutivamente con 
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la extracción las células se guardaron en un ultracongelador a menos 70°C hasta 

su extracción. 

 

Tabla 2. Plásmidos y enzimas usadas para el manejo de los genomas virales.  

 

 

 

 

 

Plásmido/peso 

molecular 

Resistencia Virus clonado Sitio de 

clonación 

Observaciones 

PGEMX-1 / 4000pb Carbenicilina ToMoV B  Apa I Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina ToMoV A Apa I Monómero 

pBluescript SK II  / 

2964pb 

Carbenicilina ToMoTV A Xba I Monómero 

pZero / 3300pb Kanamicina ToMoTV B Xba I Monómero 

pBluescript SK II / 

2964pb 

Carbenicilina PHYVV A Hind III Hemidímero 

pBluescript SK II/ 

2964pb 

Carbenicilina PHYVV B BamHI Hemidimero 

PBluescript SK II/ 

2964pb 

Carbenicilina PepGMV A EcoRI Dímero  

pBluescript SK II/ 

2964pb 

Carbenicilina PepGMV B Hind III Dímero 

Desconocido/3700pb Carbenicilina TGMV A EcoRI Monómero 

pBS∆XmnI / 2964pb Carbenicilina TGMV B Cla I Monómero 

PGEM/3000pb Carbenicilina PYMV A Apa I Monómero 

PGEM/3000pb Carbenicilina PYMV B EcoRI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenecilina TohibTaino ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina TohibPYMV ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenecilina TohibPHYVV ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina TihibTGMV ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina TohibPepGMV ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenecilina TohibOkYMMV ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenecilina TohibSinaloa ApaI Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina TohibDatura ApaI  Monómero 

pBS∆XmnI/ 2964pb Carbenicilina TohibIpomea ApaI Monómero 
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Tabla 3. Virus híbridos inoculados en células NT1 para evaluar su 

autorreplicación. 

1 ToMoVA(wt) 

2 TohibTaino 

3 TohibPYMV 

4 TohibPHYVV 

5 ToHibTGMV 

6 ToHibTGMV 

7 ToHibOkYMMV 

8 ToHibSinaloa 

9 ToHibPepGMV 

 

 

 

Tabla 4. Combinaciones  de componentes A y B  inoculados en células NT1 para 

evaluar la trans-replicación del componente B. 

Combinación Componente A Componente B 

1 ToMoV A ToMoV B 

2 ToMoV A ToMoTV B 

3 ToMoV A PHYVV B 

4 ToMoV A  TGMV B 

5 ToMoV A PYMV B 

6 TohibTaino ToMoTV  B 

7 TohibPHYVV PHYVV  B 

8 TohibTGMV TGMV  B 

9 TohibPYMV PYMVB 

 

 

II.7.- Análisis por Southern blot en DNA total de células NT1 transfectadas  

Del DNA total extraído de las células NT1 se tomaron 40ug y se digirieron con 

0.5ul de la enzima Dpn1 a 37°C durante toda la noche, posteriormente a esta 

digestión se le agrego 1ul de la enzima ApaI  para linearizar el genoma viral y se 

dejó actuar al menos durante 2 horas a 25°C. El DNA digerido se fraccionó por 

electroforesis en gel al 1% y se trasfirió a una membrana de nylon hybond  N+ 

(Amersham) con SSC 6X (Sambrook and Russell, 3era ed, 2001). Una vez 

transferido el DNA, la membrana se fijo mediante radiación UV en el entrecruzador 

de DNA usando la opción de “optimal crosslinker” (SPRECTOLINKERTM, XL-1500 

UV ESPECTROLINKER, MODEL XL-1500). La membrana con el DNA fijado se 

híbrido a 50°C durante 12 hrs usando como sonda radiactiva el fragmento 
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ApaI/SacI del gen Rep de ToMoV A marcado con el isotopo radiactivo fosforo 32 

(32P), siguiendo las indicaciones del kit (Amersham inc.). Transcurridas las 12 

horas de hibridación la membrana se lavó tres veces por 15 min con la solución I 

(SSC2X/SDS0.1%). La membrana lavada se coloco en un casete de exposición y 

en un ambiente obscuro se expuso en ella una película Kodac por 3 horas al cabo 

de las cuales esta fue revelada en el equipo Kodac para revelado. 

En los ensayos de trans-replicación, para la detección del componente B, se siguió 

el mismo procedimiento para el Southern blot usando como sonda el fragmento 

Apa I/ HincII del gen BC1 de ToMoV B. 

 

II.8- Inoculación de plantas de Nicotiana benthamiana 

Se cultivaron semillas de N. benthamiana en un preparado comercial de tierra para 

geminación (Sunshine #3, SUN GRO Horticulture). Las plántulas obtenidas se 

trasplantaron a macetas con preparado de tierra comercial para crecimiento 

(Sunshine #6, SUN GRO Horticulture). Cuando las plantas presentaron su 3era o 

4ta  hoja verdadera se inoculo el DNA en sus hojas apicales mediante biobalística 

a baja presión, 120psi, (Carrillo-Tripp  et al., 2006). Las partículas usadas para la 

inoculación fueron recubiertas con la mezcla de 1ug del componente A más 1ug 

del componente B para cada planta. El DNA fue previamente digerido para 

escindir el DNA viral del plásmido. La preparación de las partículas de tungsteno 

con el DNA se hizo para un lote de 6 disparos como se describe en el apéndice D. 

Las plantas fueron inoculadas con diferentes combinaciones de componente A y 

componente B (Tabla 5). De manera general lo que se hizo fue co-inocular el 

componente A de ToMoV con los componentes B de ToMoTV, PYMV, PHYVV, 

TGMV y el propio ToMoV B.  

Los virus híbridos por su parte fueron bombardeados en combinación con el 

componente B heterológo o con el componente B de ToMoV. En el caso del 

hibrido TohibPYMV, este se co-bombardeo además con el componente B de 

ToMoTV con el cual se ha reportado que es capaz de infectar, ya que en un primer 

experimento no fue capaz de infectar con el componente B de PYMV. 

 

Para cada una de las combinaciones se inocularon 6 plantas por experimento y se 

observaron diariamente para ver la aparición de síntomas y registrar los datos 

(Tabla 6). Transcurridas tres semanas post-inoculación, tiempo en el que ya se 

había observado sintomatología en la mayoría de las plantas, se extrajo DNA tanto 
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de las plantas sintomáticas como de las asintomáticas (apéndice G), y se 

analizaron por PCR. 

Tabla 5. Combinaciones de componentes A y B inoculados en plantas Nicotiana 

benthamiana. 

Combinación Componente A Componente B 

1 ToMoV A ToMoV B 

2 ToMoV A ToMoTV B 

3 ToMoV A PHYVV B 

4 ToMoV A  TGMV B 

5 ToMoV A PYMV B 

6 TohibTaino ToMoTV  B 

7 TohibTaino ToMoV B 

8 TohibPHYVV PHYVV  B 

9 TohibPHYVV ToMoV B 

10 TohibTGMV TGMV B 

11 TohibTGMV ToMoV B 

12 TohibPYMV PYMV B 

13 TohibPYMV ToMoV B 

14 TohibPYMV ToMoTV B 

 

 

II.9.- Análisis por PCR de los extractos de las plantas inoculadas 

De cada uno de los extractos de las plantas sintomáticas o asintomáticas se tomo 

un microlitro de DNA total y se usó como templado en una reacción de PCR con 

los oligonucleótidos degenerados DGRS forward/CP-Xba-Gus en las siguientes 

condiciones: desnaturalización inicial, 5min 94°C; desnaturalización 94°C 1min; 

alineamiento 55°C 1min; elongación 72 °C 1min, con 35 ciclos y una elongación 

final de 5 min a 72°C. Estos oligonucleótidos dirigen la amplificación de un 

producto de 900pb del componente A que abarca del codón 134 del gen Rep al 

codón 9 del gen CP.  

Para  detección del componente B la PCR se hizo con los oligonucleótidos 

BC1290 forward y BV1310 reverso los cuales producen un fragmentó de 

amplificación de 1480pb que van del nucleótido 290 del gen BC1 al nucleótido 310 

del gen BV1. Las temperaturas utilizadas fueron iguales a las usadas para la 

amplificación del componente A. 
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Los productos de PCR del componente A y del componente B  se corrieron en gel 

de agarosa al 1% para visualizar la obtención del producto de amplificación. 

 

II.10.- Secuenciación de los productos de PCR de los extractos de las plantas 

inoculadas 

Los productos de PCR obtenidos tanto para el componente A como para el 

componente B fueron clonados en el vector pGEMT-easy  de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante (Promega). Para el PCR de cada planta se 

secuenciaron tres clonas.  Las secuencias obtenidas de las muestras de cada una 

de las plantas se alinearon con la secuencia del virus ToMoV A y con las 

secuencias de las quimeras previamente determinadas. El alineamiento se hizo 

utilizando el  método Clustal W del programa DNA Star. En el alineamiento se 

analizaron posibles modificaciones en la región sustituida; se buscaron cambios 

puntuales en los iterones, cambios en la región codificante del IRD y posibles re-

arreglos por recombinación (esto en el componente B). 
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III.- RESULTADOS  

 

III.1.- Obtención del plásmido pBluescript mutante pBS∆XmnI  

Mediante el Kit “QuickChange® Site-directed Mutagenesis” se eliminó del 

plásmido pBlueScript SK II el sitio de reconocimiento para la enzima Xmn I, 

localizado en el gen de resistencia a Ampicilina. Los cambios realizados en la 

secuencia fueron mutaciones silenciosas en los codones CGT a CGC y GAA a 

GAG que no alteran la secuencia de aminoácidos de la proteína betalactamasa. 

En el primer caso ambos tripletes CGT y CGC codifican para arginina y en el 

segundo GAA y GAG codifican para glutamato. El plásmido obtenido lo 

denominamos pBS∆XmnI. 

 

III.2.- Clonación del genoma A de ToMoV en el vector pBS∆XmnI 

El DNA-A de ToMoV fue escindido con la enzima ApaI del vector pBluescript y 

clonado en el plásmido pBS∆XmnI.  La eliminación previa del sitio XmnI en el 

vector pBS∆XmnI permitió que al clonar en este plásmido el componente A de 

ToMoV se pudiera usar el sitio único Xmn I presente en ese DNA viral. El plásmido 

con el DNA-A de ToMoV se denomino ToMoVA-pBS∆XmnI y su mapa se muestra 

en la figura 5.  

 

III.3.- DNA-A quiméricos derivados de ToMoV 

El plásmido ToMoV A-pBS∆XmnI posee los sitios XmnI y NcoI como únicos, como 

se muestra en la figura 5. Estos sitios flanquean lo que teóricamente es el modulo 

de replicación especifica del virus. Esto es, el sitio de restricción XmnI ubicado al 

lado izquierdo del origen de replicación delimita los primeros 13 codones del gen 

Rep, de los cuales los primeros 11 son altamente variables entre proteínas Rep 

con diferente especificidad de replicación y son considerados como el Dominio 

Relacionado al Iteron o IRD, por sus siglas en ingles (Argüello-Astorga y Ruiz-

Medranol 2001).  Por otro lado, el sitio de restricción NcoI se ubica en el 8vo 

codón del gen CP. NcoI fue usado en nuestro caso para delimitar,la región 

intergénica del virus por el extremo 3´ de la secuencia viral. La región intergénica 

comprende el segmento del virus que va del codón de inicio del gen Rep al codón 

de inicio del gen CP. La ubicación de estos sitios de restricción permiten escindir 

el modulo IRD-Región intergénica del virus ToMoV mediante digestión doble 

(Figura 8). Por otro lado estos sitios de restricción se ubican en zonas semi-
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conservadas del genoma viral, lo que permitió el diseño de los oligonucleótidos 

degenerados Rep-Mot-for y CP-Xba-rev, los cuales flanquean esta región e 

integran ambos sitios de restricción en el producto de PCR de los virus que no los 

poseen en forma natural, sin alterar la región de los genes Rep y CP en la que se 

alinean. Con estos oligonucleótidos pudieron amplificarse las regiones homólogas 

de otras especies virales (Figura 8). Las especies utilizadas para estos PCR 

fueron los siguientes: ToMoTV, PHYVV, TGMV, PYMV, PepGMV, OkYMMV, y 

begomovirus aislados de una planta de frijol colectada en Sinaloa, y de dos 

malezas, Ipomoea sp. y Datura stramonium, respectivamente, los cuales fueron 

caracterizados solo parcialmente Los productos de PCR comprenden el módulo de 

replicación específica de los virus heterólogos, los cuales fueron insertados 

individualmente en el DNA-A de ToMoV luego de ser digeridos con las 

endonucleasas XmnI y NcoI y ligados en los sitios equivalentes de ToMoV-A. 

Esta metodología nos permitió obtener 9 híbridos derivados de ToMoV diferentes, 

los cuales denotamos como TohibTaino, TohibPHYVV, TohibTGMV, 

TohibPYMV TohibPepGMV, TohibOkYMMV, TohibDatura, TohibIpomea y 

TohibSinaloa (Figura 9). Lo que se espera, de acuerdo al conocimiento existente 

sobre la replicación de geminivirus, es que los DNA-As híbridos serán capaces de 

autorreplicarse sólo si el IRD  de la proteína Rep quimérica generada en cada 

caso presenta elevada afinidad por los iterones presentes en el origen de 

replicación heterólogo, el cual reemplazó completamente al Ori de ToMoV..Es 

importante señalar aquí que las proteínas quiméricas generadas no presentan 

ninguna otra diferencia con la proteína Rep de ToMoV más que la substitución  de 

los once aminoácidos del extremo N-terminal de la proteína, que incluyen al IRD. 
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Figura 8. Vector ToMoVA-pBS∆XmnI digerido con las endonucleasas 

XmnI/NcoI y productos de PCR derivados de los 9 begomovirus utilizados en 

este estudio. M).- marcador de peso molecular de 1Kb (New England) 1).- 

ToMoVA-pBSaXmnI digerido con XmnI y NcoI. 2-11).- Productos de PCR con los 

oligos RepMotGus y CPXbaGus usando diferentes virus como templados; 2).- 

Amplicon de ToMoTV, 3).- PYMV, 4).- PHYVV, 5).- TGMV, 6).- PepGMV, 7).- 

OkYMMV, 8).- Datura 9).- Ipomea, 10).- Sinaloa 11).- Control negativo.  Estos 

productos de PCR fueron digeridos con XmnI y NcoI y ligados al fragmento 

superior de ToMoVA-pBS∆XmnI purificado.  
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Figura 9. Esquema grafico de los virus híbridos derivados de ToMoV-A. A).- 

ToMoV A  original. Con asterisco se indican las coordenadas de los sitios de 

restricción Xmn I (2568) y Nco I (343) y de los codones de inicio de los genes Rep 

(2487) y CP(319). Las flechas negritas indican la posición de los iterones de 

ToMoV A y la secuencia TAATATTAC presente en todos los geminivirus es 

señalada en el “asa” de la estructura de horquilla ilustrada en la figura.  B).- 

Esquema general de la organización de los DNA-As híbridos, los cuales contienen 

en la región comprendida entre los sitios Xmn I y  Nco I el producto de PCR 

obtenido a partir de los diferentes virus usados en el presente trabajo. X 

representa la región de ToMoV que fue substituida por el segmento homólogo de 

cada uno de los virus heterólogos. Los productos de PCR contienen la región 

codificante del IRD y la región intergénica completa del virus heterólogo.   

 

III.4.- Autorreplicación de los virus híbridos en células NT1 

Los componentes A híbridos y el DNA-A del ToMoV silvestre se inocularon por 

biobalística en células NT1 para explorar sus propiedades de replicación. En el 

caso de los virus híbridos TohibDatura y TohibIpomea no se realizaron las 

inoculaciones debido a que en el proceso de digestión para separar el virus del 

vector con la enzima Apa I , el DNA viral se corta en dos por la presencia del sitio 

de restricción en la región intergénica de estos dos virus (Figura 6). Las células 

NT1 inoculadas con los DNA virales se mantuvieron a 25°C por 72hrs, tiempo en 

el cual ToMoV-A realiza varios ciclos de replicación. De las células inoculadas se 

extrajo el DNA total, el cual se trato con las enzimas DpnI y ApaI. La enzima Dpn I 
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reconoce DNA metilado y permite eliminar el DNA plasmídico que se introdujo a 

las células, mientras que la enzima ApaI lineariza el DNA que se genera en la 

replicación viral. El DNA digerido se corrió en un gel de Agarosa al 1%, se 

transfirió a una membrana de Nylon y se procedió a realizar un Southern blot 

usando como sonda el fragmento ApaI/ SacI de ToMoV-A. En la figura 10 se 

muestra el resultado obtenido en el Southern blot, en el que observamos dos 

bandas que hibridan con la sonda utilizada, una de ~2600pb y otra de ~1600nt. La 

banda de 2600pb corresponde al DNA viral de cadena doble y la banda de 1600nt 

corresponde a DNA circular de cadena sencilla generada en el proceso de 

replicación viral por CR. La capacidad de autorreplicación en células NT1 de 6 de 

los 7 DNA-As híbridos indica que la proteína Rep quimérica es capaz de reconocer 

los iterones del virus donador del IRD. El único caso en el que no se dio la 

autoreplicación fue en el virus híbrido TohibPepGMV. La incapacidad para 

autorreplicarse de este DNA-A híbrido puede estar relacionada al hecho de que el 

virus donador del módulo replicativo, (PepGMV) es el único entre los begomovirus 

examinados que pertenece a un linaje diferente al de ToMoV, el llamado clado del 

Squash leaf curl virus (SLCV). Los begomovirus de este linaje poseen 

características distintivas en el arreglo, posicionamiento y número de iterones que 

presentan, además de tener en su origen de replicación elementos como la caja 

GYA adyacente a la estructura de tallo-asa, la cual podría interactuar con factores 

de la planta. Por otro lado algunos otros elementos como la caja G y GA-1 

presentes en los begomovirus típicos como ToMoV no se encuentran en los virus 

del clado  SLCV (Arguello-Astorga et al 1994, Hernández-Zepeda et al., 2009; 

Figura 11). Las mencionadas diferencias en el origen de replicación de ToMoV y 

PepGMV sugieren que la proteína Rep de PepGMV en su forma silvestre 

probablemente establece interacciones con ciertos factores de la planta para 

formar un complejo proteínico necesario para la replicación; este complejo podría 

no ensamblarse adecuadamente en presencia de la proteína quimérica de 

TohibPepGMV.   
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Figura 10. Southern blot de extractos de DNA total de células NT1 inoculadas 

con ToMoV A o con los componentes A híbridos. 1) Vector vacio 

pBluescriptSK-II; 2).- ToMoV-A; 3).- TohibTaino; 4).- TohibPYMV; 5).- 

TohibPHYVV; 6).-TohibOkYMMV; 7).- TohibSinaloa; 8).-TohibTGMV; 9).- 

TohibPepGMV. 

 

 

Figura 11. Organización de los iterones y otros elementos diferenciales entre 

los begomovirus del clado del SLCV y los begomovirus “típicos”.  El número 

de iterones, representados con flechas, es mayor en los begomovirus del clado 

SLCV que en los begomovirus típicos: además dos de los iterones en el clado 

SLCV existen en la proximidad del elemento tallo-asa. Otros elementos 

diferenciales como las cajas GA-1, GYA y G son mostrados. (Modificada de 

Hernández-Zepeda et al., 2009) 

 

III.5.- Transreplicación de componentes B heterólogos por los componentes 

A híbridos 

Habiendo evaluado la capacidad de autorreplicación de los virus híbridos el 

siguiente paso fue evaluar la habilidad de replicar los componentes B heterólogos 
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con el origen de replicación en común. Para llevar a cabo este experimento se 

cobombardearon los híbridos de TohibTaino, TohibPYMV, TohibPHYVV y 

TohibTGMV con su respectivo componente B heterólogo (Tabla 4). Los híbridos 

de OkYMMV y BGV-Sinaloa no se usaron en este experimento ya que no se 

contaba con los componentes B de estos virus. Como control negativo en el 

experimento de trans-replicación también se hicieron las coinoculaciones de 

ToMoV-A tipo silvestre con cada uno de los componentes B heterólogos (Tabla 4). 

El Southern blot realizado al DNA total de las células coinoculadas (Figura 12) 

mostró que los cuatro virus híbridos son capaces de trans-replicar el componente 

B heterólogo respectivo; lo que contrasta con el resultado obtenido con el virus 

ToMoV-A silvestre el cual no trans-replico ninguno de estos componentes 

heterologos (Figura 13). Es de recalcar en este punto que la proteína Rep 

quimérica producida  por cada uno los virus híbridos solo difiere de la producida 

por ToMoV-A en los 11 primeros aminoácidos. En la figura 12 se muestra en la 

parte superior la auto-replicación del componente A. La variación en la intensidad 

de la señal en cada caso puede estar relacionada con la eficiencia de inoculación 

de las células durante el bombardeo, para esta réplica en particular, más que con 

la eficiencia de replicación per se, ya que en otras replicas la intensidad de señal 

para TohibPYMV y TohibPHYVV fue igual o superior a la intensidad observada 

con el virus silvestre ToMoV A (Figura 10). La parte inferior de la figura 12 nos 

muestra la trans-replicación del componente B en las mismas muestras en que se 

evaluó la autorreplicación. Se observa una correlación entra la señal que se 

obtiene para el componente A y la obtenida para el componente B en los casos de 

TohibTaino, TohibPHYVV y TohibPYMV, sin embargo en el caso de TohibTGMV 

aun cuando tenemos una señal muy alta en el componente A la señal en el 

componente B es muy baja. Otro característica encontrada en el virus hibrido de 

TGMV fue que de manera consistente mostro una mayor intensidad de banda para 

la cadena sencilla que para la cadena doble. Ambas observaciones podrían estar 

reflejando algún defecto en la proteína quimérica para reconocer el origen de 

replicación o para interactuar con proteínas del complejo de replicación. La figura 

12 muestra la réplica del carril 6 dado que el gel corrido especialmente  para 

obtener la imagen, no mostro señal para la muestra de TohibTGMV, hecho 

atribuido a error humano ya que en todos las otras replicas realizadas siempre 

mostro señal. 
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Figura 12.  Southern blot en DNA total de  células NT1 inoculadas con el 

componente A de ToMoV o los virus híbridos y su respectivo componente B.  

1).- ToMoV B banda purificada de Gel de agarosa; 2).- ToMoV A / ToMoV B; 3).- 

TohibTaino / ToMoTV B; 4).- TohibPHYVV/ PHYVV B; 5).- TohibPYMV /PYMV B; 

6.- TohibTGMV/TGMV B, 7).- pBS, 8).- ToMoV A banda purificada de gel de 

agarosa, 6b).- Experimento replica de TohibTGMV/TGMVB. La membrana se 

hibrido con una sonda específica para el componente A (arriba) y después de 

obtenida la imagen se regeneró e hibridó con una sonda específica para el 

componente B (abajo).  
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Figura 13.  Southern blot en DNA total de  células NT1 inoculadas con el 

virus ToMoV A  y los  componentes B heterologos. 1).- ToMoV B purificado de 

gel de agarosa. 2).- ToMoVA/ToMoVB, 3).-ToMoVA/ToMoTVB, 4).-  

ToMoVA/PYMVB, 5).- ToMoVA/PHYVVB, 6).- ToMoVA/TGMVB, 7).-  pBS, 8).- 

ToMoV A purificado de gel de agarosa.  En A la membrana fue hibridada con una 

sonda radiactiva para el componente  A y después de tomarse la imagen se 

regenero y se hibrido con la sonda para el componente  B. 

 

III.6.- Infección de plantas Nicotiana benthamiana con los virus híbridos 

La habilidad de los virus híbridos para autorreplicarse y trans-replicar los 

componentes B heterologos en el sistema de células NT1, y a la vez la variabilidad 

que encontramos de un resultado a otro en el sistema de células y la cual no es 

posible eliminar,  nos llevó a plantear la posibilidad de evaluar la capacidad de los 

híbridos para infectar plantas. Para llevar a cabo el experimento se inocularon 

plantas de N. benthamiana mediante biobalística y se mantuvieron en observación 

para detectar el  desarrollo de síntomas. A continuación se explican las 

combinaciones con  las que se infectaron las plantas (Tabla 6). Como grupo 

control se infectaron las plantas con las combinaciones siguientes: ToMoV A con 

ToMoV B (6 plantas), ToMoV A con Taino B (6 plantas), ToMoV A con PHYVV B 

(6 plantas) y ToMoV A con TGMV B (6 plantas), de estas plantas solo las 

inoculadas con la combinación de ToMoV A con ToMoV B dio síntomas mientras 

que las otras combinaciones no produjeron síntoma alguno (Figura 14, incisos A, 

F, G y H; Tabla 6). Otro grupo de plantas fue inoculado con la combinación de 

cada uno de los virus híbridos  y el componente B de ToMoV por un lado y por otro 

con el componente B heterólogo correspondiente al hibrido (Tabla 6). En este 

caso, las plantas inoculadas con cada virus híbrido y su componente B heterólogo 

correspondiente mostraron una sintomatología muy severa (Figura 14, incisos I, J 
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y K) mientras que las plantas inoculadas con cada virus hibrido y el componente B  

de ToMoV, de manera no esperada, también mostraron síntomas aunque estos 

fueron de manera atenuada y con un retraso de al menos 5 días con respecto a la 

infección tipo silvestre (Figura 14, incisos L, M y N; Tabla 6). Los síntomas 

observados en las plantas inoculadas con cada híbrido y  componente B 

heterólogo fueron más semejantes a los síntomas que produce la infección de los 

virus heterologos silvestres (Figura 14, incisos B, C y D) que a la producida por 

ToMoV (Figura 14 inciso A). De esta manera la infección por TohibTaino con 

ToMoTV B genera un enchinamiento tenue y amarillamiento de las hojas de 

manera parecida (no idéntica) a la infección de ToMoTV-A con ToMoTV-B (Figura 

14 incisos I y B). La infección de TohibPHYVV con PHYVV-B  genera una 

deformación severa de la hoja, con un enrollamiento hacia el envés de la hoja y 

amarillamieto de las venas (Figura 14, incisos J y C), y el hibrido TGMV con 

TGMV-B genera enchinamiento y moteados amarillos de la hoja de manera similar 

a la infección de TGMV A con TGMV B (Figura 14, incisos D y K). En contraste 

con lo anterior los síntomas de las plantas inoculadas con TohibTaino y ToMoV B, 

TohibPHYVV y ToMoV B y TohibTGMV y ToMoV B  se asemejan más a los 

síntomas generados por ToMoVA con ToMoV B mostrando un enrrollamiento de la 

hoja hacia el envés sin amarillamientos moteados o en las venas. También es de 

notar que el enrollamiento en las infecciones con los híbridos se da de manera 

menos acentuado que en el caso de la infección con el virus silvestre (Figura 14, 

incisos L, M, N y A). En este experimento la presencia del DNA viral en las plantas 

sintomáticas, así como la ausencia en las plantas asintomáticas, se corroboro por 

PCR con los oligonucleótidos DGRS forward / CP-Xba-Gus para el componente A 

y con los oligonucleótidos BC1290 Forward/BV1 310 Reverso para el componente 

B (Figura 15). Estos resultados nos llevan a pensar que la interacción de las 

proteínas quiméricas con el origen de replicación del componente B heterólogo es 

fuerte y eficiente ya que se encuentran los sitios de reconocimiento (iterones) para 

el IRD especifico mientras que para el componente B de ToMoV que no  los posee 

el reconocimiento es débil y se refleja en una atenuación y retardo en la aparición 

de la síntomas (Tabla 6). Otra posible explicación es que el reconocimiento dado 

entre  la proteínas Rep quiméricas y el componente B de ToMoV se deba a que 

este componente haya recombinado con el componente A hibrido y con ello haya 

obtenido elementos del origen de replicación suficientes para establecer la 

infección. Para dilucidar esta última hipótesis los PCR realizados para el 

componente A y componente B (Figura 15) se clonaron en el vector PGEM-Teasy 

y se secuenciaron para analizarla progenie viral en las plantas. 
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Figura 14. Plantas inoculadas con combinaciones diferentes del componente 

viral A y B. A).- ToMoV A:ToMoV B, B).-ToMoTV A:ToMoTV B, C).-PHYVVA: 

PHYVV B, D).-TGMV A:TGMV B, E).- pBluescript, F).- ToMoV A: ToMoTV B, G).- 

ToMoV A : PHYVV B, H).- ToMoV A : TGMV B, I).- TohibTaino : ToMoTV B, J).- 

TohibPHYVV : PHYVV B, K).- TohibTGMV : TGMV B, L).- TohibTaino : ToMoV B, 

M).- TohibPHYVV : ToMoV B, N).- TohibTGMV : ToMoV B.  
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Figure 15. Detección por PCR de los componentes virales A y B en hojas 

apicales de las plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas. A) Plantas 

coinoculadas con  ToMoV A y los componentes B heterologos. A1) ToMoV A: 

ToMoV B, A2)ToMoV A:ToMoTV B, A3)ToMoV A:PHYVV B, A4) ToMoV A:TGMV 

B,. B) plantas inoculadas con los virus híbridos y su respectivo componente B 

heterólogo. B5) TohibTaino:ToMoTV B, B6) TohibPHYVV:PHYVV B, B7) 

TohibTGMV:TGMV B. C) Plantas coinoculadas con los virus híbridos y el 

componente B de ToMoV. C8) TohibTaino:ToMoV B, C9) TohibPHYVV:ToMoV B, 

C10) TohibTGMV:ToMoV B. D) planta inoculada con el vector vacio (11) y planta 

sin inocular (12).  
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Tabla 7. Descripción de los síntomas presentados por las plantas Nicotiana 
benthamiana inoculadas con cada una de las  combinaciones de componentes A y 
B. 

 Construcción Componente B Observaciones en 
las plantas 

Plantas 
infectadas 
/ plantas 
inoculadas 

Días post 
inoculación 
de aparición 
de síntomas 

ToMoV A (tipo 
silvestre) 

ToMoV 

Amarillamiento 
(moteado) y 
enrollamiento apical 
de hojas 

 
11/11 

 
15 

ToMoTV Asintomáticas 0/6 NA 

PYMV Asintomáticas 0/6 NA 

PHYVV Asintomáticas 0/6 NA 

TGMV Asintomáticas 0/6 NA 

 
TohibToMoTV 

ToMoTV 
Amarillamiento de 
hoja 

6/11 21 

ToMoV 

Amarillamiento y 
enrollamiento apical 
de la hoja de manera 
atenuada 

 
6/6 

 
21 

TohibPYMV 

PYMV 
Asintomáticas 
 

0/6 NA 

ToMoTV Asintomáticas 0/6 NA 

ToMoV Asintomáticas 0/6 NA 

TohibPHYVV 

PHYVV 

Severo enrollamiento 
apical de la hoja, 
enchinamiento y 
moteado amarillo 

 
6/11 

 
20 

ToMoV 

Amarillamiento y 
enrrollamiento apical 
de la hoja de manera 
atenuada 

 
6/6 

 
21 

TohibTGMV 

TGMV 
Mosaico amarillo y 
enchinamiento de la 
hoja 

 
7/12 

 
21 

ToMoV 

Amarillamiento y 
enrollamiento apical 
de la hoja de manera 
atenuada 

 
2/6 

 
23 
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III.7.- PCR de las plantas inoculadas  y secuenciación de los productos 

obtenidos 

De cada de una de las plantas de los experimentos previamente descritos se 

extrajo DNA total y de este se tomo 1ul para utilizarlo en pruebas de PCR usando 

oligonucleótidos para amplificar tanto el componente A como el componente B de 

la progenie viral. Del componente  A se obtuvo una banda de 900 pb que 

comprende desde el codón 125 del gen Rep hasta el inicio del gen CP. Para el 

componente B se usaron el par de oligonucleótidos BC1290 forward y BV1310 

reverso que amplifican 1100pb. Ambos productos de PCR abarcan la región 

intergénica y en el caso de del componente A abarca hasta el codón 134 de la 

proteína Rep. Estos productos de PCR  se clonaron en PGEM-Teasy y se 

secuenciaron. Las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias de 

ToMoV y de los híbridos inoculados para detectar posibles re-arreglos genómicos. 

Los alineamientos mostraron que la progenie viral era idéntica a  la usada para la 

infección por lo que se deduce que el reconocimiento es dado por la proteína 

quimérica sin modificaciones y que el reconocimiento es aparentemente más débil 

debido a la menor capacidad de interactuar con el origen de replicación. Estos 

resultados correlacionan con aquellos ejemplos en los que el componente B de un 

virus puede ser trans-replicado por el componente A de otro aún cuando parecería 

no haber compatibilidad entre el IRD y los iterones (Andrade et al., 2007). También 

da pie este resultado a la discusión de cómo los satélites de DNA que acompañan 

a los virus monopartitas en el Viejo Mundo, pueden ser trans-replicados por más 

de una especie viral con diferentes IRD (Saunders et al., 2008).  
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IV.- DISCUSIÓN 

La unión de la proteína Rep al origen de replicación viral ha mostrado que es 

altamente específica y que esta especificidad está determinada por elementos en 

cis (iterones) presentes en el Ori (Lazarowitz et al., 1992; Fontes et al., 1992; 

Fontes et al., 1994; Argüello-Astorga et al., 1994; Choi y Stenger 1995; Choi y 

Stenger 1996; Stenger 1998;). Por otro lado los determinantes  de la  replicación 

especifica en Trans  que interactúan con los iterones han sido mapeados dentro 

de los primeros 120 aminoácidos de la región amino terminal de la proteína Rep 

(Jupin et al., 1996; Choi y Stenger, 1995; Campos-Olivas et al., 2002). En una 

aproximación más fina se mostro que para el virus ToLCV-New Delhi el 

aminoácido 10 de la proteína es responsable de interactuar específicamente con 

el tercer nucleótido de los iterones del virus (Chatterji et al., 1999). En otro trabajo, 

mediante análisis comparativo de secuencias virales,  se propuso la hipótesis de 

que dentro  de los primeros 11 aminoácidos de la proteína se encontraban los 

residuos responsables de la replicación especifica de los geminivirus, estos 

residuos de aminoácidos forman un dominio denominado Dominio relacionado al 

iteron (IRD)  (Argüello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001). En nuestros experimentos 

observamos que el componente A de ToMoV  es incapaz de manera silvestre de 

establecer una infección con los componentes B heterologos  de ToMoTV, 

PHYVV, y TGMV. Pero, en cambio los virus híbridos TohibTaino, TohibPHYVV y 

TohibTGMV  que producen una proteína Rep quimérica con el IRD heterólogo si 

pueden establecer la infección con el componente B de ToMoTV, PHYVV y TGMV 

respectivamente. Este resultado muestra que el IRD es suficiente para conferir a la 

proteína Rep de ToMoV la capacidad de unir de manera especifica el origen de 

replicación del componente B heterólogo.  

Una observación inesperada fue que los virus híbridos no  pierden al cien por 

ciento su capacidad para establecer una infección con el componente B de ToMoV 

si  no que mantuvieron su capacidad infectiva aunque  los síntomas fueron tenues 

y tardíos. Esta observación nos hace pensar que, además del IRD, existe otro u 

otros dominios en la proteína Rep quimérica que al no ser alterados pueden 

interactuar con baja eficiencia con los elementos de replicación en cis en el 

componente B  de ToMoV. El trabajo que determino  la estructura tridimensional 

de la región amino-terminal de Rep  y en el análisis teórico del las secuencias de 

Rep (Argüello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001; Campos-Olivas et al., 2002), 

señalan que el domino beta 5 al estar formando  la lamina beta con el dominio 

beta 1(IRD) también interactúa con el origen de replicación. En las proteínas 

quiméricas este dominio permanece intacto y podría ser el causal del 

reconocimiento débil de ToMoV B por los virus híbridos. Por otro lado podemos 

citar aquellos trabajos en los que el componente A de un virus puede trans-replicar 
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componentes B de otros que no poseen iterones iguales (Andrade et al., 2006) o 

el caso de los begomovirus del viejo mundo que trans-replican DNAs beta satélites 

sin poseer iterones semejantes (Lin et al., 2003; Dry et al., 1997). Las proteínas 

Rep quimericas de ToMoV tienen un comportamiento muy semejante a las de los 

virus ToYSV y virus del viejo mundo analizados en estos trabajos. Los autores de 

estos trabajos sugieren que la proteína Rep es un tanto versátil en la replicación y 

que no es un requisito  la conservación de la relación de los iterones y el IRD. 

Según nuestros resultados parece haber cabida a ambas ideas, por un lado el IRD 

es de gran importancia durante la replicación que el hecho de cambiarlos en la 

proteína de ToMoV le permitió reconocer de manera muy eficiente los iterones de 

los virus heterologos y por otro lado puede permitirse cambios en el IRD de la 

proteína Rep de ToMoV sin perder de todo su capacidad replicativa. Ahora la tarea 

es buscar en la proteína Rep esos factores además del IRD que permiten la 

replicación o buscar factores presentes en la planta que pudieran colaborar con la 

proteína Rep para formar el complejo inicial con el DNA.  

Una indicación de la importancia de los factores de la planta para la acción de la 

proteína Rep nos la da el virus hibrido de TohibPepGMV en donde llevando 

aparentemente los elementos virales necesarios, IRD e iterones, este no puede 

replicarse. 
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V.- CONCLUSIONES 

En nuestro trabajo se ha evaluado experimentalmente la participación de los 11 

aminoácidos iniciales como un factor que determinan la unión específica de la 

proteína Rep de geminivirus a los iterones en el origen de replicación.  Los 

resultados nos indican que los 11 aminoácidos de las proteínas Rep de ToMoTV, 

PHYVV y TGMV  son suficientes para conferir especificidad hacia su origen de 

replicación cognado logrando que las proteínas quiméricas de ToMoV pudieran 

autoreplicar el virus hibrido y pudieran transreplicar los componentes B 

heterologos tanto en la línea celular NT1 como en las plantas de Nicotiana 

benthamiana.  

Para la proteína Rep de ToMoV, puesto que las quimeras de la proteína aun 

mantienen la capacidad de unir  el componente B de ToMoV, queda abierta la 

pregunta de cuan específica es y de qué participación pudieran tener otras 

regiones de la proteína en reconocer los iterones cognado. Si analizamos la 

secuencia de los iterones de ToMoV, GGAGTATTAGAGTA, observamos que  la 

primera base de los iterones directos no se conserva, llevándonos a pensar en 

una  baja especificidad necesaria para ser reconocidos por la proteína Rep. Si 

este planteamiento no fuera acertado otra posibilidad que explique porque las tres 

diferentes quimeras de Rep de ToMoV mantienen el reconocimiento de ToMoV B 

puede encontrarse en los títulos de Rep necesarios para replicar el componente B. 

Así, el hecho de que la sintomatología en la plantas de Nicotiana benthamiana se 

dé con un retraso de 3 o más días  nos indica la necesidad de una mayor 

concentración de la proteína Rep quiméricas para poder recocer los iterones y con 

una baja eficiencia reflejada en la atenuación de los síntomas. 

Una tercera conclusión podemos obtener del resultado con la proteína quimérica 

de TohibPepGMV, en este caso el IRD no fue capaz  de reconocer los iterones 

cognado. Estos nos sugiere que para este virus, que pertenece a un clado 

diferente al de ToMoV, es necesaria alguna otra región, probablemente la región 

beta 5, para poder interactuar con los iterones o con factores de las células que 

permitan la replicación. Una característica encontrada por Arguello-Astorga y Ruiz-

Medrano (2001) en los virus del clado al que pertenece PepGMV fue que, aunque 

existen virus con iterones similares a virus del clado de ToMoV, su IRD no se 

asemeja. Esto puede implicar que existe alguna particularidad en la proteína Rep 

de los virus de este clado (SLCV) para interactuar con los iterones. 

De manera general los experimentos demuestran la importancia de los primeros 

11 aminoácidos de la proteína Rep de geminivirus para la replicación y pensando 

en estrategias de control del patógeno estos aminoácidos son blanco para 

bloquear la interacción de la proteína con el DNA, inhibir la replicación y prevenir 
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la infección. Por otro lado pueden generarse proteínas Rep truncas sin capacidad 

de replicación pero con afinidad específica hacia el DNA de un geminivirus 

específico que compitan por el sitio de unión inhibiendo la replicación viral en una 

infección. 
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VII.- ANEXOS 

Anexo A 

Artículo publicado como co-autor, en el que estuve a cargo de los experimentos de 

inoculación en Nicotiana benthamiana con todas las combinaciones posibles entre 

los componentes genómicos A y B de dos cepas del begomovirus Euphorbia 

mosaic virus, a través de los cuales se demostró la incompatibilidad replicativa de 

estas cepas debida a las diferencias existentes entre sus determinantes de 

especificidad replicativa en cis (los iterones) y en trans (el residuo 11 de Rep) 
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Anexo B 

Artículo aceptado como primer autor 

A new strain of Tomato severe leaf curl virus and a unique variant of 

Tomato yellow leaf curl virus from Mexico. Archives of Virology (en prensa) 

The final publication is available at Springer via http://dx.doi.org/10.1007/s00705-012-1358-z



71 
 

 
 
 
 
 



72 
 

 

 

 

 



73 
 

 

 



74 
 

 



75 
 

 



76 
 

 

  



77 
 

VIII.- APÉNDICES 

A. Protocolo para la mutagénesis sitio-dirigida del plásmido pBluescript; 
Método de QuikChange site-directed mutagenesis kit 

1.- Diseñar los oligonucleótidos con la o las mutaciones necesarias en la región de 
interés. Los oligonucleótidos deberán tener las siguientes consideraciones.  

a.- longitud entre 25 y 45 nucleótidos con una Tm mayor o igual a 78°C. 

b.- el sitio de la mutación debe ubicarse en la parte media del primer con 10 a 15 
nucleótidos en ambos lados del oligonucleótido. 

c- tener un contenido de GC mínimo de 40% y terminar en una o más G o C. 

2.- Preparar la mezcla de reacción como sigue: 

 5ul de buffer 10X para la Pfu DNA polimerasa. 

 2-50 ng de DNA templado. 

 125 ng de oligonucleótido directo. 

 125 ng de oligonucleótido reverso. 

 1ul de dNTPs. 

 Agua desionizada estéril hasta un volumen de 50ul.Este volumen depende 
de la cantidad en microlitros que se hayan puesto de DNA templado y 
oligonucleótidos según la concentración a la que se encuentren. 

 1ul de DNA Polimerasa Pfu turbo (2.5U/ul). 

3.- Someter la mezcla al programa de PCR. Los parámetros a utilizar son los 
siguientes: 

 Desnaturalización inicial de 30seg a 95°C. 

 12 ciclos con tiempos de; 30seg a 95°C, 1min a 55°C y 3min 68°C. El 
tiempo para la temperatura de elongación (68°C) depende del tamaño del 
inserto, por cada kilobase de DNA dar un minuto de elongación. 

 terminados los ciclos incubar la reacción en hielo por 2minutos. 

4.- Agregar al producto de PCR 1ul (10U) de la enzima Dpn I e incubar a 37°C por 
al menos una hora (DpnI digiere el DNA plasmídico original usado como 
templado). 

5.- Usar el producto de PCR tratado para transformar células CaCl2-competentes 
por choque térmico (apéndice C). 

6.- Hacer el escrutinio de las colonias bacterianas obtenidas. 
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B. Precipitación de DNA con acetato de sodio y etanol 100% 

1.- Agregar al DNA 2 volúmenes de etanol absoluto más 1/10 de acetato de sodio 
3M pH 5.2 y mezclar por inversión. 

2.- Centrifugar 5min a 13000rpm y tirar el sobrenadante. 

3.- Agregar 700ul de etanol al 70%. Lavar invirtiendo el tubo suavemente repetidas 
veces. 

4.- Centrifugar 3min a 1300rpm y tirar el sobrenadante. 

5.- Repetir los  pasos 3 y 4. 

6.- Dejar secar la pastilla de DNA y resuspender en 30ul de agua desionizada 
estéril. 

 

C. Transformación por choque térmico de E. coli Top10F’ 

1.- Tomar las células competentes  de E. coli mantenidas a -70°C y colocarlas en 
hielo. 

2.- Agregar el DNA a transformar a las células competentes y dejar en hielo por 15 
minutos. 

3.- Llevar las células competentes con el DNA a 42°C por 1min e inmediatamente 
pasarla a hielo. 

4.- Mantener en el hielo por 5min y posteriormente en la campana (condiciones de 
esterilidad) agregar 1uL de medio LB. 

5.- Llevar las células en  medio LB a recuperación por 1hr a 37°C. (En caso de que 
no se observe nada turbio el medio, dejarlo hasta que adquiera turbidez, sobre 
todo si se trata de transformación de ligaciones). 

6.-  Centrifugar 2min a 8000rpm y eliminar 800ul del medio. 

7.- De los 200ul restantes sembrar 100ul en cajas Petri con Medio LB solido más 
carbenicilina (ampicilina)  a una concentración de 100ug/ml. 

8.- Incubar a 37 ° C por 14 horas. 

9.- Hacer el escrutinio de las colonias bacterianas obtenidas. 

10.- En el paso 7 los 100ul restantes  de células transformadas guardarlos a 4°C 
para su uso posterior, por ejemplo en caso de obtener demasiado crecimiento 
sembrar nuevamente para obtener colonias bacterianas mas separadas. 
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D. Preparación de partículas de tungsteno usadas para la transformación por 
biobalística 

I.- Limpieza de las partículas 

1.- Pesar 60mg de partículas de tungsteno (M10, BioRad) y ponerlos en un 
microtubo de 2ml. 

2.- Resuspender en 2ml de ácido nítrico (HNO3) 0.1N  y sonicar 20minutos. 
Revisar continuamente que las partículas estén resuspendidas) 

3.- Centrifugar  a 10000rpm por 2minutos. 

4.- Eliminar el sobrenadante y agregar 2ml de etanol absoluto y sonicar 
brevemente. 

5.- Centrifugar a 10000 durante 2minutos. 

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1ml de agua desionizada estéril. 

7.- Asegurándose de que las partículas estén bien resuspendidas dividir el mililitro 
contenido en el tubo en 4 tubos (250ul en cada tubo) 

8.- Agregar a cada tubo 750ul de agua desionizada estéril. 

9.- La concentración final de tungsteno en cada tubo es de 15ug/ul. 

10.- Almacenar a -20°C. 

 

II.- Recubrimiento de las partículas de tungsteno con el DNA 

1.-  Poner en un microtubo de 1.5ml (tubo eppendorf) el DNA a utilizar (en nuestro 
caso 6.5ug de DNA A y 6.5ug de DNA B) 

2.- Agregar 50ul de partículas de tungsteno (equivalente a 50ug). 

3.- Agregar 50ul de cloruro de calcio (CaCl2) 2.5M. 

4.- Agregar 20ul de espermidina 0.1M. 

5.- Sonicar brevemente (hasta que las partículas se vean resuspendidas). 

6.- Centrifugar 10seg a 10000rpm. 

7.- Tirar el sobrenadante y agregar 400ul de etanol absoluto. 

8.- Centrifugar 10seg a 10000rpm. 

9.- Tirar el sobrenadante y resuspender en 60ul de etanol absoluto. 
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10.- Colocar 10ul de las partículas en las membranas acarreadoras para 
biobalistica. Dejar secar y proceder con el bombardeo. 

 

E. Inoculación de células NT1 

1.- Filtrar las células NT1 de 3 días de crecimiento en papel filtro millipore de 
200um. 

2.- Colocar las células filtradas en cajas de Petri chicas con  medio NT1 osmótico 
y dejar ahí por 3 horas. 

3.- Montar el DNA a disparar en la pistola de bombardeo de microparticulas 
Dupont modelo PDS1000 de BioRad. 

4.- Colocar las células a una distancia aproximada de 10cm. 

5.- Hacer el disparo usando membranas de ruptura para una presión de 900psi. 

6.- Pasar el papel filtro con las células inoculadas a cajas Petri chicas con medio 
NT1 (no osmótico). 

7.- Incubar las células a 25°C en condiciones de obscuridad por 72 horas. 

8.- Recolectar las células raspando suavemente con una espátula y colocarlas en 
tubos eppendorf de 1.5ml. 

9.- Extraer DNA total de las células para su análisis o almacenar a -70°C. 

  

F. Extracción de DNA de células NT1  

1.-  Congelar las células NT1 contenidas en el microtubo en nitrógeno líquido. 

2.-  Triturar la muestra usando el homogeneizador o el pistilo. 

3.- Agregar 250ul de buffer de extracción (Tris-HCl ph8 0.05M,  EDTA ph 8 0.05M,  
NaCl 0.15M,  N-lauril sarcosina 0.5% m/V,  SDS 0.5% m/V, 2-mercaptoetanol 
0.01M). 

4.- Moler y agregar 500ul más de buffer de extracción. 

5.- Incubar a temperatura ambiente por 30minutos. 

6.- Agregar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y mezclar 
vigorosamente en un agitador (vortex). 

7.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante. 
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8.- Agregar un volumen de  fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y mezclar en el 
vortex. 

10.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante. 

11.- Agregar 5ul de RNAasa (2ug/ul), e incubar 30min. 

12.- Agregar un volumen de isopropanol frio e incubar al menos 20min a -20°C. 

13.- Centrifugar 10min a 13000rpm. 

14.- Eliminar el sobrenadante. 

15.- Agregar 750ul de etanol al 70 % y mezclar por inversión suavemente. 

16.- Centrifugar 3min a 13000rpm y eliminar el sobrenadante. 

17.- Repetir los pasos 15 y 16. 

18.- Dejar secar la pastilla y resuspender en 30 a 50ul de agua Milli-Q estéril. 

 

G. Extracción de DNA de plantas 

1.- Tomar  aproximadamente 50mg de tejido en un microtubo de 1.5ml (eppendorf) 
y colocarlos en nitrógeno liquido. 

2.- Moler la muestra usando un pistilo estéril. 

3.- Agregar 350ul de buffer de extracción y moler nuevamente. 

4.- Agregar 350ul de buffer de extracción (Tris-HCl ph8 0.05M,  EDTA ph 8 0.05M,  
NaCl 0.15M,  N-lauril sarcosina 0.5% m/V,  SDS 0.5% m/V, 2-mercaptoetanol 
0.01M). 

5.- Incubar a temperatura ambiente por 30minutos. 

6.- Agregar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y mezclar 
vigorosamente en un agitador (Vortex). 

7.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante. 

8.- Agregar 5ul de RNAasa (2ug/ul), e incubar 30min. 

9.- Agregar un volumen de isopropanol frio e incubar al menos 20min a -20°C. 

10.- Centrifugar 10min a 13000rpm. 

11.- Eliminar el sobrenadante. 

12.- Agregar 750ul de etanol al 70 % y mezclar por inversión suavemente. 
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13.- Centrifugar 3min a 13000rpm y eliminar el sobrenadante. 

14.- Dejar secar la pastilla y resuspender en 30 a 50ul de agua Milli-Q estéril. 
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