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I. Resumen

Los geminivirus son un grupo muy diversificado de fitopatégenos que, ademas de
ser excelentes modelos para estudiar la replicacion del DNA en plantas, han sido
utilizados como fuente de secuencias reguladoras para la ingenieria genética de plantas, y
como vectores de expresion para la produccion de vacunas en células vegetales. El
reciente hallazgo de un promotor geminiviral que es 5 veces mas potente que el DNA
regulador mas ampliamente utilizado en la biotecnologia de plantas, el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV, un caulimovirus), ha estimulado el interés por
conocer las propiedades funcionales de otros promotores de geminivirus con miras a su
eventual uso tecnoldgico. En el presente trabajo hemos desarrollado una sencilla pero
poderosa metodologia basada en la técnica de la PCR, que permite amplificar de manera
especifica a la Regién Intergénica (RI) de practicamente cualquier geminivirus de
dicotiledoneas conocido. Esta region viral contiene dos promotores divergentes con
propiedades funcionales muy diferentes, pRep y pCP en el genoma A, y pBC1- pBV1 en el
genoma B. El método desarrollado involucra el uso de tres pares de iniciadores
universales: uno que hace posible la amplificaciéon de la Rl del genoma A de los
begomovirus del Nuevo Mundo, de cerca de 400 pb; otro que amplifica la regién analoga
de los begomovirus del Viejo Mundo (Asia, Europa, Africa y Australia), tanto monopartitas
como bipartitas; y un tercer par que amplifica la RI del componente genémico B de los
begomovirus del continente americano, generando un producto de PCR de cerca de 900
pb. Los iniciadores estan disefiados con un sitio de restriccion comun, el cual permite la
clonacién del producto de PCR en un vector que contiene un gen reportero sin promotor
(pBS-X-Gus), especialmente construido para hacer factible, en un solo paso de clonacién
molecular, la generacidon de dos cartuchos de expresién alternativos, Rep-GUS y CP-GUS
en el caso del genoma A, o BC1-GUS y BV1-GUS en el caso del genoma B. Mediante
este nuevo procedimiento logramos generar 22 vectores de expresion, 16 de los cuales se
derivaron de los genomas A de 8 begomovirus de América (algunos de ellos
recientemente descubiertos), otros 2 del genoma A de un begomovirus bipartita de Africa,
2 mas del genoma de un begomovirus monopartita originario del Medio Oriente, y
finalmente, 2 del genoma B de un begomovirus de América. La funcionalidad de 10 de
estos vectores de expresion se estableciéo de manera preliminar por medio de ensayos de

expresion transitoria, utilizando el método de bombardeo con microparticulas. Estos
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ensayos llevaron al hallazgo de 2 promotores Rep excepcionalmente fuertes, derivados de
begomovirus que han sido solo parcialmente caracterizados al presente. La actividad de
estos promotores mostro ser de 3 a 4 veces superior a la de los promotores homologos de
otros begomovirus mejor caracterizados, lo que sugiere que esas secuencias virales
pueden tener un uso amplio en la ingenieria genética de plantas. El método desarrollado
en el presente trabajo sera de gran utilidad para la exploracion del potencial biotecnolégico
de geminivirus de cuatro continentes, y facilitara de modo notable el estudio de los

procesos de control transcripcional en virus pertenecientes a esta gran familia viral.

Il. Abstract

The Geminiviridae is a diverse family of plant viruses that are an excellent model to
study the DNA replication process in plants. Moreover it has been used as a source of
regulatory sequences in plant genetic engineering and as expression vectors for the
production of vaccines in vegetable cells. The recent discovery of a geminiviral promoter 5-
fold stronger than that of the 35S promoter of the cauliflower mosaic virus (CaMV 35S), the
most used in plant biotechnology, has stimulated the interest to know the functional
properties of other geminiviral promoters to use them in biotechnology. In this work we
have develop a simple but powerful methodology based on PCR, that allow to amplify in a
specific way the intergenic region (IR) of almost every known begomovirus. This viral
region contains two divergent promoters with very different functional properties, pRep and
pCP in genome A, and pBC17- pBV1 in genome B. This method includes the use of three
pairs of universal primers: one amplifies the IR of genome A of Begomovirus of the New
World, from about 400 pb, another one amplifies the analogue region of begomovirus from
the Old World (Asia, Europe, Africa and Australia), both monopartites as bipartites; and a
third pair that amplifies the IR of genome B of American begomovirus from about 900 pb.
Primers were designed with a common restriction site that allow cloning the PCR product in
a vector with a reporter gene without promoter (pBS-X-GUS), specially constructed to
make feasible two alternatives expression cassettes in just one step of molecular cloning,
Rep-GUS and CP-GUS for genome A, or BC1-GUS and BV1-GUS for genome B. With this
new procedure we got to generate 22 expression vectors, 16 of genome A from 8
American begomovirus (some of them recently discovered), 2 of genome A from a bipartite

African begomovirus, 2 of the unique genome from a monopartite begomovirus from Middle
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East, and finally, 2 of genome B from an American begomovirus. The functionality of these
expression vectors was established in a preliminary way by transient expression assays
using the particle bombardment method. The methodology that is described here will be of
great utility to explore the biotechnological potential of begomovirus from four continents,
and will facilitate the study of the process of transcriptional control in viruses from diverse

lineages of this large viral family.
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llIl. Introduccion

Entre los factores que alteran significativa y frecuentemente el rendimiento de un
cultivo se encuentran las enfermedades de las plantas, las cuales provocan cambios
drasticos en el funcionamiento de sus raices, tallos, hojas, flores y frutos. Las
enfermedades generan cambios en la capacidad de las células y los tejidos vegetales para
realizar sus procesos fisioldgicos normales. Los cambios pueden ser inducidos por
agentes infecciosos o por factores ambientales que afectan determinados tipos celulares y
tejidos, la indole de los cuales determina las funciones que se veran modificadas. Asi, las
patologias de las raices pueden inhibir la absorcién de agua y nutrientes; las que afectan a
las hojas alteran la fotosintesis, y los procesos patogénicos de flores y frutos modifican las
funciones reproductivas y la produccion de granos o semillas. En términos generales, las
enfermedades causan pérdidas econdmicas por disminucion de la cantidad y calidad de
los productos a cosechar (biomasa, flores, semillas o frutos), ademas de los inevitables
incrementos en los costos de produccion asociados a la necesidad de utilizar productos
agroquimicos o semillas mas resistentes a ciertos agentes patdégenos (que suelen ser mas
costosas). La mayoria de las enfermedades de las plantas son de tipo infeccioso, es decir,
se deben a la accion de otros seres vivos, como hongos, bacterias y virus, que adoptan

una relacion de parasitismo con la planta provocandole enfermedad.

Las plantas son infectadas por una enorme variedad de virus que causan grandes
dafios a los cultivos agricolas a escala mundial. Se pueden transmitir por diferentes vias,
pero la transmisién por insectos es la que tiene mayor repercusion por ser
extraordinariamente eficiente, lo que hace necesario aplicar grandes cantidades de
insecticidas quimicos para controlar a dichos vectores. Los geminivirus son responsables
de enfermedades devastadoras en una amplia variedad de cultivos agricolas como
hortalizas, leguminosas, plantas productoras de fibras, y cereales; destacan entre los
huéspedes de esos virus el maiz, trigo, cafa de azucar, tomate, chile, tabaco, frijol, soya,
algodon, calabacita y betabel. En México y en muchos paises tropicales los problemas por
geminivirus se deben mas a un complejo provocado por la presencia de varias especies
virales que a un solo agente, y esto genera sintomas que pueden confundirse entre si. La

sintomatologia que se observa por las infecciones de geminivirus se asemeja y aun llega a
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confundirse con los sintomas provocados por deficiencias nutrimentales e infecciones por
otros virus. Los sintomas dependen del hospedero, de la etapa de la infeccion, del
geminivirus en cuestion, y de las condiciones climaticas. En general, durante la infeccion
se pueden observar, alternativa o simultaneamente, un mosaico amarillo, clorosis foliar
marginal, moteados cloroticos, enrollamiento foliar, deformaciones de las hojas como
abultamientos o ampulas, reduccion del area foliar, enanismo, abscision floral,
amoratamiento foliar, reduccion de tamano de los frutos, entre otros sintomas (Polston y
Anderson, 1997).

La familia Geminiviridae es una de las dos familias de virus de plantas que poseen
genomas circulares de acido desoxirribonucleico de cadena sencilla (ssDNA), que en el
caso de los geminivirus tiene un tamafo que oscila entre 2.5 y 3 kb. La caracteristica mas
distintiva de estos virus es la estructura “geminada” de la capside que encierra y protege al
genoma viral, la cual adopta la forma de dos poliedros regulares idénticos fusionados por
una de sus caras, lo que le da a los viriones, vistos al microscopio electrénico, una
apariencia de capsides “gemelas”, caracteristica de la que se deriva el nombre de esta

familia viral (Stanley, 1991; Lazarowitz, 1992).

lll.a Clasificacion de los geminivirus

La familia Geminiviridae se divide en cuatro géneros, los cuales se han establecido
sobre la base de diferencias en su organizacion gendmica (Figura 1), la naturaleza de las
plantas que infectan, y los insectos que los transmiten en la naturaleza (van Regenmortel y
col., 2000; Fauquet y Stanley, 2003).

Mastrevirus

Tienen un genoma monopartita (no segmentado), son transmitidos por chicharritas
(“leafhoppers”) y la mayoria de sus miembros infectan plantas monocotiledoneas.
Ejemplos de virus pertenecientes a este género son el virus del estriado del maiz, (MSV),
el virus del estriado de la cafia de azucar (SSV), y el virus del enanismo del trigo (WDV).
Algunos miembros del grupo, como el virus del enanismo amarillo del tabaco (TYDV) y el
virus del enanismo amarillo del frijol (BeYDV), son atipicos por infectar primariamente a

plantas dicotiledoneas (Palmer y Rybicki, 1998; Gutiérrez, 2002).
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Curtovirus

Estos virus tienen un genoma monopartita pero su organizacién génica difiere de la
observada en los Mastrevirus. Por ejemplo, el gen que codifica a la proteina iniciadora de
la replicacion (Rep) carece de intrones, a diferencia del gen homdlogo de Mastrevirus;
ademas, infectan solamente a plantas dicotiledoneas y son transmitidos por varias
especies de chicharritas. Dentro de este género se encuentran los virus del enrrollamiento
de la punta del betabel (Beet curly top virus, BCTV) y de la espinaca (SpCTV) (Palmery
Rybicki, 1998; Fauquet et al., 2000).

Topocuvirus

Este género monotipico se establecio recientemente. El virus del pseudo-
enrrollamiento de la punta del tomate (TPCTV) es su unico miembro conocido, y se
caracteriza por un genoma monopartita cuya organizacion génica es analoga pero algo
distinta a la que poseen los curtovirus, de los que difieren marcadamente por la secuencia
de aminoacidos de su proteina de la capside, y por el insecto vector, que en este caso es
un miembro del grupo de las chicharritas saltadoras o “treehoppers”. (Hanley-Bowdoin y
col., 1999; Gutiérrez, 2002).

Begomovirus

Los virus de este género, el mas diversificado y de mas amplia distribucién
geografica de la familia Geminiviridae, infectan a una gran variedad de plantas
dicotiledoneas, son transmitidos por la llamada “mosquita blanca” (Bemisia tabaci) y
poseen por lo general genomas bipartitas, integrados por dos moléculas de DNA
diferentes, DNA A y DNA B, aunque existen algunos como el virus del enchinamiento
amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) que tienen genomas monopartitas. El virus del
mosaico dorado del frijol (BGMV), el virus Huasteco del amarillamiento de las venas del
chile (PHYVV), el virus africano de la yuca (ACMV), y el virus del enchinamiento de la hoja
de la calabaza (SLCV) son algunos ejemplos de este amplio subgrupo de los geminivirus
(Palmer y Rybicki, 1998; Hanley-Bowdoin y col., 1999).
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lll.Lb Organizacién genémica

Los genomas de los geminivirus estan conformados por uno o dos componentes de
DNA circular de cadena sencilla, de un tamano comparativamente pequefio, que oscila
entre 2.5 y 3.0 kb (Fig. 1B). En los geminivirus bipartitas, entre los que se incluyen todos
los begomovirus del Nuevo Mundo y una parte importante de los originarios de Asia y
Africa, los dos componentes gendmicos son necesarios para que la infeccidn sistémica de
la planta pueda ocurrir. Los productos de los genes que porta el DNA A llevan a cabo las
funciones necesarias para la replicacidon del virus, la transcripcion de los genes virales
tardios, y la encapsidacion del dsDNA. Los genes localizados en el DNA B codifican para
proteinas involucradas tanto en el movimiento del virus de célula a célula, como en el
transporte del DNA viral del nucleo al citoplasma y viceversa (Noueiry y col., 1994;
Lazarowitz y Beachy, 1999; Gafni y Epel, 2002). Consecuentemente, en los begomovirus
bipartitas el genoma A es capaz de llevar a cabo la replicacion y la encapsidacion de

forma auténoma, pero es incapaz de infectar plantas sistémicamente (Townsend y col.,

1986).
A) B)
Bipartitas Monopartitas
Begomoviruses Curtoviruses
TAATATT AC TAATATT *AC

[ TAATATTIAC
CR Re MP
BV1
DNA B \
cP
c2

Figura. 1 Organizaciéon genomica de los geminivirus. A) Los geminivirus bipartitas, presentan

sus genes organizados en dos moléculas de DNA, como es el caso de la mayor parte de los begomovirus.
B) Los geminivirus monopartitas tienen todos sus genes contenidos en una sola molécula de DNA, como en

los curtovirus (Reproducido de Gutiérrez, 2002).

Los genomas virales se representan convencionalmente de forma que los genes en
el lado derecho corresponden a los que se encuentran en la cadena del virion, es decir, los

que se transcriben a partir de la hebra del DNA que posee la misma polaridad que el DNA
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encapsidado (hebra positiva). Estos genes codifican la proteina de la capside (CP) y la
proteina de transporte nuclear (NSP o BV1), en los genomas A y B, respectivamente. Los
genes del lado izquierdo son los que se ubican en la hebra complementaria, ya que se
transcriben de una cadena de DNA complementaria a la del DNA que es encapsidado
(hebra negativa). Estos genes son Rep (previamente denominado AL1 o C1), TrAP ( AL2,
C2), y REn (AL3, C3), correspondientes al genoma A de bipartitas y al genoma unico de
los monopartitas, y BC1 (o BL1) que codifica la proteina de movimiento, en el caso del
genoma B.

Cada componente gendmico contiene unidades de transcripcion divergentes,
separadas por una region intergénica (Rl) que mide aproximadamente 350 nt en el
componente A, y cerca de 900 nt en el componente B. Dentro de la IR se encuentra la
llamada “Region Comun” (RC), una secuencia de unos 200 nt que esta altamente
conservada en ambos componentes de un mismo virus, pero que es muy divergente entre
geminivirus diferentes (Lazarowitz y col., 1992). La RC contiene una secuencia de 30
nucleotidos capaz de formar una estructura de tipo tallo-asa (horquilla): el tallo es rico en
G-C y en el asa se encuentra una secuencia conservada rica en A/T (5-TAATATTAC-3")
la cual es esencial para la replicacion viral, y esta universalmente conservada entre los
geminivirus (Revington y col., 1989). Los genomas circulares ssDNA de los geminivirus
contienen marcos de lectura abiertos (ORF’s) tanto en la hebra positiva como en la hebra
complementaria. Todos los geminivirus transcriben sus genomas de modo similar, aunque
no idéntico, esto es, generando los mensajeros en direcciones opuestas a partir de la
region intergénica o cerca de ella, de tal forma que los transcritos terminan en una misma
regiéon no codificante ubicada en el polo opuesto a la IR, la cual contiene sehales de

terminacion y poliadenilacion bidireccionales (Timmerman y col., 1995).

lll.c- Proteinas virales
Los begomovirus bipartitas codifican tipicamente de 6 a 7 proteinas, involucradas

en funciones muy diversas, y que de manera esquematica pueden describirse como sigue:

Rep. Originalmente denominada AL1 o C1, la proteina Rep es la unica proteina viral
esencial para la replicacidén del virus, y esta involucrada en el inicio de la replicacion del

DNA viral por un mecanismo de circulo rodante. Rep es una proteina multifuncional que se
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une al DNA de modo especifico-de-secuencia (Fontes y col., 1992; 1994), y posee
actividad de endonucleasa sitio-especifica (Heyraud y col., 1995; Laufs y col., 1995); Rep
actua ademas como un factor transcripcional, reprimiendo su propia expresion e
incrementando la transcripcion de los genes tardios en algunos geminivirus, como los

mastrevirus (Haley y col., 1992; Eagle y col., 1994, 1997).

CP. Es la proteina de la capside y esta codificada por un marco de lectura abierto
(AR1 o AV1) que discurre en el sentido del viridon. Es la proteina viral que se acumula en
mayor abundancia en el curso de una infeccion viral, y entre sus funciones se incluye la de
proteger al DNA viral a lo largo de su transito por el insecto vector. La CP esta involucrada
en el movimiento del virus dentro de la planta en los geminivirus monopartitas, pero no en
los bipartitas, en los que esa funcién es desempefada por BV1 (Boulton y col., 1989). Se
ha sugerido que la CP en complejo con dsDNA o ssDNA viral puede interactuar con la
proteina del movimiento para llevar a cabo los movimientos intra- e intercelulares del virus
(Liu y col., 1997).

TrAP. El gen TrAP (ALZ2 o C2) codifica para una pequefia proteina de alrededor de
130 aminoacidos, que transactiva la expresion de los genes tardios, CPy BR1 (Sunter y
Bisaro, 1991; Sunter y Bisaro, 1992). Esta proteina solo se encuentra en los miembros de
tres de los cuatro géneros de geminivirus, y su alto grado de conservacion sugiere que la
misma desempenfa funciones criticas en el proceso infeccioso. En los mastrevirus, que

carecen de un gen homélogo a TrAP, Rep cumple las funciones del transactivador.

REnN. La proteina REn (AL3 o C3) participa en el proceso de replicacién viral,
potenciando por un mecanismo todavia no bien comprendido la accion de Rep, y con esto
la infeccion viral. REn interactua con Rep y con la proteina pRBR, el homdlogo de

Retinoblastoma en plantas (Settlage y col., 2001).

BV1 y BC1. Estas dos proteinas son exclusivas de begomovirus bipartitas y estan
involucradas en el movimiento viral dentro de la planta infectada y, por lo tanto, en el
desarrollo de la infeccién sistémica. BC1 es la responsable del movimiento célula a célula

del virus y BV1 transporta el genoma del virus desde el nucleo al citoplasma y viceversa
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(Gutiérrez, 2002), para que posteriormente BC1 lo transporte a una nueva célula a través

de los plasmodesmos (Timmermans y col., 1994).

lll.d- Ciclo de replicaciéon de los geminivirus

La replicacién de los geminivirus se lleva a cabo en el nucleo celular por el
mecanismo del circulo rodante, a partir de una forma intermediaria de cadena doble
(dsDNA) (Stenger y col., 1991; Saunders at al., 1991; Jeske et al., 2001) (Fig. 2).

Rep 0% —

plus strand ,-"/

Pol Il holoenzyme

minus strand ( \ synthesized | ATP, dNTP’s

synthesis © DNA SSB

" plus strand

Figura. 2. Esquema simplificado de la replicacion de geminivirus. El proceso se lleva a cabo en dos
pasos. Primero el ssDNA se convierte a dsDNA, que sirve como templado para la expresién de genes
virales. Posteriormente el dsDNA inicia la fase del circulo rodante para producir nuevos moléculas de
ssDNA.

La etapa inicial comprende la conversion del DNA gendmico de cadena sencilla
(ssDNA) en un intermediario de dsDNA, circular y superenrollado, poco después de que el
genoma viral llega al nucleo de la célula huésped. Este proceso se lleva a cabo con la
participacion exclusiva de enzimas celulares, aunque no se conocen en detalle los factores
involucrados ni el mecanismo molecular del mismo. En la segunda etapa, la fase de la
replicacion por circulo rodante, participa la proteina Rep y numerosos factores celulares;
Rep, que tiene actividad de endonucleasa, introduce un corte (“nick”) en la cadena positiva
del DNA viral, dentro de la secuencia nonamérica TAATATT*AC conservada en todos los

geminivirus conocidos, dentro de un elemento tallo-asa de la regién intergénica (Heyraud y
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col. 1995; Laufs y col., 1995). El extremo 3 de la cadena escindida sirve entonces como
iniciador para que enzimas del huésped, incluyendo una DNA polimerasa, extiendan la
cadena escindida utilizando como molde a la hebra complementaria. Este proceso
continua hasta que un nuevo origen de replicacion de doble cadena es regenerado, y la
proteina Rep, que permanece unida covalentemente al extremo 5° de la hebra positiva,
vuelve a realizar un corte (“nick”) en la nueva cadena, al tiempo que liga los extremos 5" y
3" de la cadena positiva original, generando asi una molécula circular de ssDNA que se
separa del intermediario de DNA duplex, que de esa manera es regenerado
completamente en el proceso. Se producen asi nuevas formas virales de ssDNA y dsDNA
(Stenger y col., 1991; Heyraud y col., 1993, 1995; Stanley, 1995). Finalmente el ssDNA
genomico es transportado a las células vecinas a través de la accion combinada de las
proteinas BR1 y BC1, y se lleva a cabo la encapsidacién del mismo para formar las

particulas infecciosas o viriones.

lll.,e- Proceso de infeccién.

La infeccion por geminivirus tiene un impacto significativo en varios procesos
celulares de las plantas (Gutiérrez, 2000; 2002). Por lo general, estos virus infectan células
diferenciadas, que no presentan ya niveles detectables de DNA polimerasas y otros
factores involucrados en la sintesis de DNA; sin embargo, para replicarse eficientemente
los virus requieren de células capaces de sintetizar DNA, hecho que el trabajo de Accotto
y col. (1993) puso en evidencia, demostrando que los intermediarios de dsDNA del
begomovirus TYLCV son mas abundantes en células que se encuentran en la fase S que
en cualquier otro estado del ciclo celular. Por lo tanto, los geminivirus deben crear de
algun modo las condiciones propicias para la replicacion de su DNA, lo que
aparentemente logran interfiriendo el ciclo celular del huésped a través de la interaccion de
Rep con la proteina pRBR (“proteina relacionada a retinoblastoma”). Esta interaccion
altera la regulacién transcripcional del huésped para inducir la sintesis de la maquinaria de
replicaciéon del DNA de la planta (Kong y col., 2000, Egelkrout y Hanley-Bowdoin, 2001;
Egelkrout y col., 2002). ElI Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA), es una
proteina que actua como un factor accesorio de la DNA polimerasa § durante la fase S del
ciclo celular, la cual normalmente no se expresa en células diferenciadas; Rep es capaz

de inducir la producciéon del PCNA, y probablemente la de otros factores celulares del
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metabolismo de los acidos nucleicos, favoreciendo asi la sintesis de nuevo DNA viral
(Nagar y col., 1995; Egelkrout y col., 2002 ).

lll.f- La regidn intergénica (RIl) y promotores virales.

La RI contiene dos promotores divergentes y parcialmente sobrelapados que regulan
diferencialmente la expresion temporal de los genes virales (Haley y col., 1992; Sunter y
Bisaro, 1992). Aun cuando no se han establecido todavia los limites precisos de estos
promotores, se ha podido demostrar de manera clara que la mayoria de las secuencias de
DNA que son importantes para la replicacion viral y la regulacion transcripcional de los
genes se encuentran en esa region del genoma.

Los experimentos necesarios para realizar el analisis de la relacion entre la funcién y la
estructura de los promotores virales involucra la generacion de mutaciones puntuales o
por delecion de las secuencias corriente arriba de los genes (Potenza y col., 2004) y la
fusidn de estas secuencias a genes reporteros que hacen posible medir su actividad.

En muchos de estos estudios se ha utilizado al gen uidA (GUS) de E. coli como gen
reportero. Este gen codifica para la proteina p-glucuronidasa, la cual al hidrolizar el
reactivo sintético X-Gluc precipita un producto de color azul indigo que se detecta en los
sitios donde se lleva a cabo la sintesis de la enzima. La actividad de GUS es muy estable
y los tejidos muestran actividad aun después de largos periodos de almacenamiento. Por
otro lado, los analisis histoquimicos se han utilizado para localizar la actividad de los
genes reporteros en células y tejidos de plantas transformadas (Jefferson y col., 1987).
Por ejemplo, se ha demostrado que Rep funciona como un regulador de la transcripcion al
reprimir su propia transcripcion. Esto se demostré6 generando mutaciones en el sitio de
union de Rep, observandose una gran reduccion de los niveles de autorrepresion. Es
interesante sefalar que la mutacion de este sitio no produjo una desrepresion completa, lo
que sugiere que existe un segundo elemento en cis, ademas del sitio de union de Rep,
que se requiere para la represion total (Eagle y col., 1994).

Un analisis filogenético-estructural de la Rl de 30 geminivirus permitio la identificacion de
secuencias que podrian estar involucradas en la replicacion y la regulacion de los genes
virales (Arguello-Astorga y col., 1994). El analisis comparado de las RI's de geminivirus de
dicotiledéneas reveld semejanzas significativas en las secuencias que preceden a la caja

TATA del gen Rep, y la presencia de elementos de secuencia repetidos de 8-12 nt, que
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son especificos para cada geminivirus, y presentan un arreglo similar dentro de grupos
filogenéticamente definidos. Se identifico ademas a un elemento conservado de 10 nt
denominado CLE (“Conserved Late Element”) que se asocia con los promotores de los
genes “tardios” CP y BR1, el cual fue postulado, sobre bases puramente tedricas, como un
probable blanco funcional del transactivador viral TrAP (Arguello-Astorga y col., 1994). En
general, y debido a la gran divergencia en secuencia que ha tenido lugar a lo largo de la
extensa historia evolutiva de los geminivirus (estimada en mas de 100 millones de afios),
los analisis comparativos de la Rl de geminivirus han revelado pocos elementos
conservados, como una caja rica en GC en los mastrevirus (Fenoll y col., 1988), una caja
G (CACGTG) asociada al elemento tallo-asa conservado en la mayor parte de los
begomovirus de América, y un elemento AATTCAAA presente en varias copias en la
region adyacente al mismo elemento tallo-asa donde se inicia la replicacidén por circulo
rodante, en los begomovirus del Viejo Mundo (Arguello-Astorga y col., 1994; Monzalve y
col., 2002).

En un reciente analisis de la Rl de un gran numero de geminivirus y nanovirus, Velten y
col. (2005) identificaron una variedad de elementos repetidos presentes en esa region
viral. Razonando que los elementos que son importantes para la regulacién de genes se
encuentran generalmente duplicados en los promotores, ya sea como repetidos directos o
invertidos (v.gr: palindromes), ellos examinaron 115 secuencias virales repetidas,
fusionadas a un promotor minimo y el gen reportero de luciferasa, en experimentos de
expresion transitoria, y como resultado encontraron que menos del 10% (solo 9) de las
mismas actuan como elementos activadores de la transcripcién. Cuatro de estos nueve

elementos corresponden al CLE y sus variantes (Velten y col., 2005).

Promotores de genes tardios: CP y BRI

Entre los primeros estudios que se realizaron para conocer el modo de regulacion
de los genes de geminivirus, destaca el trabajo de Brough y col. (1992), quienes
analizaron la cinética de la actividad del promotor CP de TGMV en protoplastos de
Nicotiana tabacum utilizando el gen reportero GUS. Se observo que la expresion de GUS
no dependia de la replicacion del DNA viral ni de la expresion de Rep; sin embargo, la
expresidon maxima se llevd a cabo con la replicacion del DNA A, siendo de 60 a 90 veces

mayor en vectores replicativos que en vectores analogos que no podian replicarse.
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En 1993 Zhan y colaboradores demostraron que la actividad del promotor de CP del
mastrevirus CSMV es transactivado por los genes C1 y C2. Este experimento se llevo a
cabo en protoplastos de maiz y con el gen GUS como reportero. Al afio siguiente, Groning
y col. (1994) demostraron en Tomato golden mosaic virus (TGMV) que la transactivacion
del gen CP por TrAP y la supresién del gen Rep por su propio producto, la proteina Rep,
pueden ocurrir simultaneamente. Este estudio se llevd a cabo en protoplastos de N.
benthamiana utilizando el gen GUS como reportero para observar la expresion del
promotor Rep, y para la expresiéon del promotor CP se utilizé el gen de la neomicin-
fosfotransferasa como reportero.

En un trabajo orientado a establecer si la actividad de los promotores del
mastrevirus Maize treak virus (MSV) varia con el ciclo celular, Nikovics y col. (2001)
realizaron experimentos para analizar la expresion de los promotores de ese virus en
plantas y células de maiz transgénico. Se observo que la actividad de todos los
promotores variaba consistentemente con las fases del ciclo celular. ElI promotor CP
mostré la actividad mas elevada en la fase temprana G2, en tanto que el promotor Rep
produjo dos picos de actividad, uno en la fase Sy otra en la fase G2 del ciclo.

El estudio del proceso de transactivacion de los promotores tardios CP y BV1 por la
proteina viral TrAP inici6 con los trabajos de Sunter y Bisaro en 1993. En 1997 estos
autores demostraron que TrAP se requiere para la expresion del gen CP del virus del
mosaico dorado del tomate (TGMV) tanto en tejidos del floema como en el mesdfilo. Sin
embargo, esa proteina parece inducir la expresion de CP por diferentes mecanismos de
acuerdo al tipo de célula, activando al promotor CP en células del mesdfilo, y
desreprimiéndolo en tejido vascular. Esto sugiere que TrAP interactua con diferentes
componentes de la maquinaria de transcripcion celular, en los distintos tipos celulares que
infecta el virus. En este mismo estudio se demostré la existencia de un elemento
silenciador que reprime la actividad del promotor CP en ausencia del transactivador. Este
elemento de regulacion negativa, que fue delimitado en una region de 300 pb. dentro de la
regién codificante del propio gen TrAP (AL2), ejerce su actividad represora en forma
independiente del espaciamiento y de su orientacion con respecto al promotor, como los
silenciadores clasicos, pero a diferencia de estos solo actua sobre el promotor CP y no el

resto de los promotores localizados en su proximidad (Sunter y Bisaro, 1997).
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Evidencia de la existencia de un silenciador analogo en un begomovirus diferente,
PHV, fue obtenida por Ruiz-Medrano y col. (1999), quienes ademas identificaron un
elemento aparentemente involucrado en la transactivacion por TrAP del promotor CP de
ese virus. Examinando tres versiones truncadas de este promotor (-690, -238 y -115)
fusionadas al gen GUS, y por medio tanto de ensayos de expresion transitoria como de
plantas transgénicas de tabaco, esos autores demostraron que el promotor CP truncado
en la posicion -115 pb respondia todavia a la accion de TrAP. Dicho promotor truncado
incluye a un CLE canodnico y dos elementos relacionados, y la mutacion de los tres
elementos elimindé por completo la capacidad de pCPde ser transactivado. Experimentos
de expresién transitoria con vectores de expresion que incluian oligonucledétidos sintéticos
con uno o dos CLEs, fusionados al promotor minimo 35S, demostraron que este elemento
es, efectivamente, un blanco funcional de TrAP (Ruiz-Medrano et al., 1999).

Un estudio posterior de Sunter y Bisaro (2003) no apoy6 la nocién de que el CLE
constituye un elemento de respuesta a TrAP, aunque sus conclusiones se basan en parte
en un error metodoloégico (ver mas adelante). Utilizando un sistema de expresion
transitoria en protoplastos de N. benthamiana, estos investigadores delimitaron la
secuencia minima necesaria para la activacion del promotor CP de TGMV por TrAP dentro
de la region -125/-107 del mismo. Este segmento de sélo 18 pares de bases (5'-
CGTCTAAGTGGTCCCGCA-3’) incluye al unico CLE presente en este promotor viral. Los
autores realizaron luego una delecion de los ultimos 7 nucledtidos de esa secuencia,

eliminando parte del CLE, y examinaron el efecto de esa mutacién en el contexto del

promotor completo (la region intergénica entera). Esta construccion fue transactivable por

TrAP, y Sunter y Bisaro derivaron de ese resultado la conclusion de que el CLE no es un
elemento de respuesta a TrAP. Puesto que dicho elemento comprende la mitad de la
regién de 18 pb donde sus propios experimentos ubicaron al elemento de respuesta a
TrAP, la inferencia natural es que la secuencia de 7 pb. (CGTCTAA) adyacente 5" al CLE
debe ser, entonces, el blanco funcional del transactivador viral. Sin embargo, como los
mismos autores lo reconocen, esa secuencia no se encuentra conservada en los
promotores de otros begomovirus, lo que torna paraddjicos los hallazgos de su trabajo.
Una interpretacion alternativa, que elimina la paradoja, es que el promotor CP contiene
mas de un elemento de respuesta a TrAP, siendo el CLE uno de ellos, pero no el unico

(Arguello-Astorga, comunicacién personal). Por lo tanto, el experimento apropiado para
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definir si el CLE es o no relevante para la transactivacion del pCP de TGMV es examinar
el efecto de su mutacién en la funcion del promotor truncado -125/+1 (el mas corto que

responde a TrAP) y no en el contexto del promotor completo, como se hizo en ese estudio.

Analisis funcional de promotores Rep.

Varios trabajos al inicio de los 90°s mostraron que Rep funciona como un regulador
negativo de la transcripcion de su propio gen, Eagle y cols. (1994, 1997) demostraron que
esa represion es mediada por los mismos elementos repetidos (iterones) que son
esenciales para el reconocimiento del origen de replicacion viral por la proteina Rep, ya
que la mutacion de esos elementos en el promotor Rep de TGMV y BGMV resulté en una
drastica reduccion del nivel de autorrepresion. Observaciones similares fueron realizadas
por Brunetti y cols. (2001) en un estudio de los begomovirus monopartitas TYLCSV-Sar y
TyLCSV-Esp.

Ramos y col. (2004) analizaron la actividad promotora del gen Rep del Virus Taino
del Moteado del Tomate (ToMoTV) en plantas transgénicas de tomate y tabaco, utilizando
al gen GUS como reportero. Se observé una actividad relativamente débil, de 10 a 40
veces menor que la del promotor 35S de CaMV, y se identificd la secuencia minima
necesaria para esa actividad en un segmento de 132 nucledtidos, que incluye a la caja G
asociada al elemento tallo-asa involucrado en la replicacion viral, la cual fue previamente
identificada por mutaénesis como el elemento activador mas importante en el promotor
homdlogo de TGMV (Orozco y col., 1998).

En un analisis de los promotores Rep y CP del virus Multan del enchinamiento de la
hoja del algodon (CLCuMV), de la India, utilizando plantas transgénicas de tabaco, se
observo que la actividad del promotor del gen Rep fue muy superior a la del promotor CP
del propio CLCuMV (en ausencia de transactivador) y, sorprendentemente, de 3 a 5 veces
mayor que la del promotor CaMV 35S (Xie y col., 2003). La actividad del pRep en las
plantas transformadas fue constitutiva, expresandose el gen reportero con fuerza similar
en diversos tejidos (hoja, tallo, raices y flores) y sin modulacion evidente por las
condiciones ambientales. El analisis de variantes progresivamente mas cortas del
promotor Rep delimitdé una region de 36 pb. que afecta significativamente la potencia del
promotor. Esta regidn incluye una parte del elemento tallo-asa del origen de replicacion y
un CLE (Xie et al., 2003).
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Trabajos realizados sobre promotores BV1 y BC1

Se han examinado regiones de los promotores de CP y BV1 del virus huasteco del chile
(PHV) para definir las secuencias involucradas en la regulacién mediada por AC2. En un
trabajo realizado por Frey y colaboradores en el 2000 se demostré6 que TrAP activa
fuertemente al promotor de CP de ACMV en protoplastos de tabaco y yuca. Las proteinas
codificadas por el DNA A activan también al promotor CP en protoplastos pero también en
plantas transgénicas. Estas proteinas reducen la expresién del gen Rep al mismo tiempo
qgue activan la expresion de la proteina de movimiento BC1 en el DNA B. Este experimento

se realizé utilizando dos genes diferentes de la luciferasa.
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IV. Justificacion.

El reciente hallazgo (Xie y col., 2003) de un promotor geminiviral cuya actividad es
de 4 a 5 veces mayor que el promotor 35S de CaMV, uno de los mas utilizados en la
biotecnologia vegetal moderna, ha generado gran interés por conocer las propiedades
funcionales de otros promotores de este grupo viral. Dado que se conocen ya mas de 100
especies de begomovirus, distribuidas en todas las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, y se estima que la diversidad real de los mismos puede superar el millar de
especies, las posibilidades de encontrar entre esos virus algunos promotores con
propiedades funcionales diferentes a los ya conocidos, y muy interesantes desde el punto
de vista biotecnoldgico, son elevadas. Ademas de esto, la diversidad de elementos cis-
reguladores que se encuentran compactamente organizados en la region intergénica, junto
con la gran divergencia en secuencia que se observa en esta region genomica entre los
miembros de diferentes linajes de esta familia viral, proporcionan material excepcional
para el estudio de ciertos mecanismos de control transcripcional en sistemas vegetales,
incluyendo la actividad de silenciadores especificos de promotor, de activadores con
accion direccional, y de factores remodeladores de cromatina, al tiempo que se obtienen
datos valiosos sobre la evolucién de promotores homdlogos en un periodo temporal que
abarca varias decenas de millones de afos. Por todo esto, resulta importante desarrollar
nuevas metodologias que simplifiquen y hagan mas rapida la generacion de
construcciones para analizar funcionalmente a un gran numero de promotores de

begomovirus. El presente trabajo se orienta en esa direccion.
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V. Objetivo general
Desarrollar una metodologia molecular que haga factible la rapida caracterizacion
funcional de promotores divergentes de los Begomovirus, a fin de identificar aquellos con

elevada actividad y propiedades funcionales utiles para la ingenieria genética de plantas.

Objetivos especificos

+ Disenar iniciadores universales para amplificar selectivamente la Regién Intergénica
de los componentes A y B de begomovirus, tanto los del continente Americano
como los del Viejo Mundo.

+  Construir un vector con un gen reportero sin promotor para insertar corriente arriba
del mismo a los promotores virales que se desea examinar.

+  Generar vectores de expresion con los promotores Rep, CP, BV1 y BC1 de
multiples geminivirus.

+ Realizar la evaluacion preliminar de la actividad de las construcciones generadas

por medio de un sistema de expresion transitoria.
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VI. Materiales y métodos

V1.1 Material biolégico y medios de cultivo

VI1.1.1. Medio MS-Agar (Murashige-Skoog) (Para 1 litro de medio se agregan:
1.650 mg de NH4NO3, 440 mg de CaCl,, 370 mg de MgSQO4. 7H20, 170 mg de KH2POy,
1.9 g de KNO3, 6.2 mg de H3BO3, 0.025 mg de CoCly, 0.025 mg de CuS04.5H,0, 27.8 mg
de FeS04.7H,0, 22.3 mg de MnSO4. 4H,0, 0.83 mg de Kl, 8.6 mg de ZnSO4. 7H,0, 37.2
mg de Na,EDTA.2H,0, 100 mg de i-inositol, 0.5 mg de piridoxina HCI, 1-30 mg de IAA, 2 g
de glicina, 20 g de sacarosa, 0.5 mg de acido nicotinico, 0.1 mg de tiamina. HCI, 0.05-10

mg de cinetina, 1 g de edamina, 15 g de agar).

Para la manipulacién y amplificacién de plasmidos se utilizé la cepa TOP10F" de
Escherichia coli. Esta cepa fue crecida y mantenida en medio LB (1% de Triptona,
DIFCO™ 0.5% de extracto de levadura, DIFCO y 1% de NaCl). El medio LB sdlido se
prepard agregando 15 g/l de agar bacteriolégico. Cuando fue necesario se agrego

carbenicilina (100 ug/ml) o Kanamicina (100 mg/ml).

VI1.1.2. Plasmidos. Los plasmidos utilizados fueron: pBluescript SK (Stratagene™),
pGEM-T easy (Promega™), pBl121, PK19.

VI1.1.3. Plantas. Durante ensayos de biobalistica se utilizaron plantas de Nicotiana
tabacum, estas se sembraron en frascos de vidrio con medio MS y crecieron en camaras
de incubacién a 25 C, con una humedad relativa del 60% y con un foptoperiédo de 16 h

luz/8 h oscuridad por 6 semanas.
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V1.2 Preparacién del la mezcla de reaccién para el ensayo histolégico de la 8-

glucoronidasa.

Tabla 1. El reactivo para el ensayo histolégico de la p-glucuronidasa se prepara de

la siguiente manera: (R. Ruiz Medrano y col. 1998).

Para 200 mi:

Requerido Stock V de Stock
Buffer de fosfatos|100 mM 1™ 20 mi
de sodio
EDTA 10 mM 0.5M 4 ml
Triton X-100 0.2% Puro 200 ul
K4(Fe(CN)g).3H20 [0.05mM 0.042g
MQH20 Aforar a 100 ml
Ajustar a pH 7.0 con NaOH
Pesar 100 mg de X-gluc y disolverlos en 2 ml de DMSO y agregarlos al buffer

VI1.3 Extracciéon y manipulaciéon de acidos nucléicos

VI1.3.1. Extraccion de DNA de plantas. El método de extraccion de DNA de
plantas utilizado fue el establecido por Green y Thompson (1999), en el cual no se utiliza
nitrégeno liquido y consiste en moler el tejido vegetal, con buffer de extraccion CTAB
(bromuro de hexadeciltrimetilamonio) (100 mM de Tris-HCI a pH 8.0, 1.4M de NaCl, 50mM
de EDTA a pH 8.0, 2.5% de CTAB, 1% polivinilpirrolidona y 0.2% p-mercaptoetanol). Se
pesaron 0.5 g de tejido infectado y se agregaron 500 ul de buffer de extraccién, para
posteriormente triturar por maceracion en un mortero. El homogeneizado se Incubé a 65°C
por 30 min, se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min y se paso el sobrenadante a un tubo
eppendorff limpio, se adiciond un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
y centrifugd a 13,000 rpm por 10 min. La fase acuosa se separo y se adicioné un volumen
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugé a 13,000 rpom por 10 min.

Se pasoé la fase acuosa a un tubo eppendorff limpio y se agregaron 2 ul de RNAasa 10
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mg/ml y se incubé a 37°C por 30 min. EI DNA se precipité con un volumen igual de
alcohol isoamilico y se incubd en hielo por 5 min. Se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min y
se elimino el sobrenadante. La pastilla se lavo con 450 ul de etanol al 70%, se centrifugo a
13,000 rpm 2 min y se elimind el sobrenadante. Finalmente se secd al aire y se
resuspendio en 40 ul de TE (Tris.HCI 10 mM y EDTA 1 mM) pH 8.0.

V1.3.2. Preparacion del vector pPBSGUS para la clonacién de los productos de
PCR. Debido a que un vector cortado con una sola enzima de restriccion tiende a
religarse, se procedio a digerir el vector pBS-X-Gus con la enzima de restriccion Xbal, se
purificd por columna de afinidad y se defosforilé con la fosfatasa alcalina de camaron SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) para evitar la religacion del mismo y obtener una mayor

eficiencia en la clonacion de los productos de PCR.

VI1.3.3. Ligacién de los productos de PCR. Una vez obtenidos los productos de
PCR, estos fueron purificados en columnas de afinidad (Quiagen™), para posteriormente
someterlos a digestion con la enzima de restriccion Xbal | (New England BioLabs™),
siguiendo las recomendaciones del provedor. Los productos de restriccion fueron
purificados utilizando las columnas de afinidad antes mencionadas y se procedi6 a relizar
la ligacién de los productos el el vector de clonacion pBSGUS por métodos

convencionales (Sambrook et al., 2001)

VI1.3.4. Amplificacion de la Rl de geminivirus a partir de DNA total de plantas y
de DNA plasmidico. Se prepararon mezclas de reaccién de 50 ul con la siguiente

composicion: 50-200 ng de ADN, 3 mM MgCl,, 20 pmol de iniciador, 5 ul de Taq
polimerasa (casera) y 200 uM de cada dNTP en 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM
NaCl.
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Para el caso de la Rl del componente A de los begomovirus:
Desnaturalizacion inicial: 94°C, 2 min
94°C 30 s desnaturalizacion
55°C 30 s alineamiento 35 ciclos
72°C 30 s amplificacion
Extension final : 72°C 5 min

Para el componente B y para los geminivirus del Viejo Mundo
Desnaturalizacion inicial: 94°C, 2 min
94°C 1 min desnaturalizacion
55°C 1 min alineamiento 35 ciclos
72°C 1 min amplificacion

Extension final : 72°C 5 min

Posteriormente, se tomaron alicuotas de 6 ul y se sometieron a electroforesis
en geles de agarosa al 1% y se tifieron en bromuro de etidio (0.5 ug/ml) por 15 min,

finalmenete los geles fueron fotografiados.

Vi.4. Preparacién de células competentes de Escherichia coli Top 10 F'por el método
de CaCl2.

Se crecio un precultivo de la bacteria toda la noche para posteriormente inocular
100 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incub6 hasta alcanzar una densidad éptica de 0.6
a 600nm. El cultivo se distribuy6 en alicuotas de 25 ml en tubos para centrifuga estériles.
Se centrifugd a 3000 rpm por 10 min, y el paquete bacteriano se resuspendié en 12 ml de
MgCl, 0.1M. Se volvié a centrifugar con las mismas condiciones y el paquete bacteriano
se resuspendid nuevamente en 12 ml CaCl, 0.1M. Finalmente se repitio el procedimiento
del paso anterior, pero esta vez las bacterias se suspendieron en 5 ml de CaCl; 0.1 M mas
70 ml de dimetilsulfoxido. Todo el proceso se realizé a baja temperatura (en hielo). Se
distribuyeron alicuotas de 50 ul en tubos Eppendorff estériles y se congelaron de

inmediato con nitrogeno liquido, almacenandose a -70°C.
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V1.5 Transformacion de E. coli

Se descongelaron las células competentes en hielo y se les adicioné 1-4 ul de la
reaccion de ligacion, mezclando rapidamente e incubando en hielo por 10-15 min.
Posteriormente se dio a las bacterias un choque térmico a 42°C por1.5 min, seguido de
incubacion en hielo por 5 a 10 min. Se les adiciond 500 ul de medio LB y se incubaron a
37°C pord5 min. Posteriormente se obtuvo el paquete bacteriano por centrifugacion a 8000
rpm por2 min. Este se resuspendio con vortex en 100 ul de LB. Alicuotas de 20 a 50 ul se
sembraron en medio LB conampicilina.

Para verificar la presencia del inserto primeramente se llevd a cabo la extracciéon de
ADN plasmidico (miniprep) de acuerdo a un procedimiento modificado de Birnboim y Dolly
(Sambrook y Russell, 2001) y posteriormente se confirmé la clonacion del inserto mediante
la digestion de los plasmidos obtenidos con las enzimas de restriccion Xba |, y
subsecuente electroforesis en gel. De las clonas positivas se realizé una maxiprep de
acuerdo a protocolos estandar (Sambrook y Russell, 2001) para obtener el ADN
plasmidico en suficiente cantidad para la secuenciacion y los estudios de expression

transitoria.

VI1.6. Secuenciacion de DNA.

Los productos clonados fueron secuenciados por el método enzimatico (Sanger et al.,
1987), en la Unidad de Secuenciaciéon del CINVESTAV, lrapuato, y la secuencia
nucleotidica obtenida en cada caso se comparé con secuencias disponibles en la base de
datos del GenBank, utilizando el programa BLAST, adicionalmete se obtuvieron los tres
marcos de lectura utilizando el programa MegAlign de DNA Star, que utiliza los métodos

alternativos Jotun Hein y Clustal (referncia).
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VIL.7. Ensayo de Biobalistica

VI.7.1. Preparacién de las particulas de oro (Ruiz-Medrano et al., 1999). Se
pesaron 60 mg de particulas de oro (0.6um) en un tubo eppendorff de 1.5 ml y se
resuspendieron en 2 ml de HNO3 0.1 N y se sonicaron por 20 min en hielo, posteriormente
se centrifugaron 2 min a 10,000 rpm, se elimind el sobrenadante y se agregaron 2 ml de
etanol al 100% (grado de biologia molecular) y se sonicaron por 3-5 segundos. El tubo se
centrifugé 2 min a 10,000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se agregd 1 ml de agua
destilada esteril y se separo en 4 tubos eppendorff de 1.5 ml con 250 ml cada uno y se les

agregaron 750 ml de agua bidestilada esteril a cada tubo.

VI1.7.2. Recubrimiento de microproyectiles de oro con el DNA de interés (Ruiz-
Medrano et al., 1999). En un tubo Eppendorff agregar uno a uno en el orden indicado los
reactivos, mezclando a homogeneidad la suspensién entre las adiciones. Se agregaron a
un tubo eppendorff 10 ul de DNA plasmidico (1 ug/ul) de la muestra problema,
posteriormente se agregaron 50 ul de la suspensién de particulas de oro, 50 ul de CaCl,
2.5 M, 20 ul de espermidina base libre 0.1 M y se centrifugaron de 5-10 s y se eliminé el
sobrenadante. Se agregaron 140 ul al 70%, se centrifugd 5-10 s a 10,000 rpm y se elimind
el sobrenadante y repetir el paso anterior. La mezcla se resuspendié en 60 ul de etanol
absoluto y se resuspendioé con ayuda de la micropipeta y se sonico de 2-5 s dos veces.
Aplicar 10 ml de la suspension de microparticulas a cada disco acarreador de Kapton y

secarlas al aire.

VI1.7.3. Preparacién de las hojas de tabaco para el bombardeo (Ruiz Medrano y
col., 1999). Los analisis de expresion transitoria se llevdo a cabo por el método de
bombardeo de microparticulas en hojas de tabaco. Las semillas de tabaco se sembraron
en frascos con medio MS y se mantuvieron durante 15 dias a una temperatura de 25°C,
humedad de 65% con un fotoperiodo de 16 horas luz vs 8 de oscuridad (Ruiz y col., 1998).

Las hojas de tabaco y colocaron en una caja de Petri con agua bidestilada esteril y
se cortaron en fragmentos de aproximadamente 0.3 cm? con ayuda de unas pinzas de
diseccion y un bisturi flameados previemente para su esterilizacion. Después, se
colocaron aproximadamente 10 fragmentos de las hojas en forma circular en cajas de Petri

con medio solido de MS.
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VI1.7.4. Condiciones para el bombardeo de microparticulas

Tabla 2. Los parametros utilizados en este trabajo para el bombardeo de

microparticulas de oro son los siguientes:

Presién de bombardeo 1800 psi
Numero de disparos por placa 1
Tamarnio de particulas 0.6 um
Concentracion de particulas 60 mg/ml
Concentracion de DNA 1 ng/ul
Distancia recorrida por el DNA/oro 10 cm
Resistencia del disco de ruptura 800 psi

VI.7.5. Bombardeo de las hojas de tabaco (Pistola Biorad). Se abri6 la valvula
del tanque de helio y se ajustd la presion del mandmetro de salida a 1400 psi (libras por
pulgada cuadrada). Es importante que la presion de salida sea superior a la resistencia del
disco de ruptura. Posteriormente se encendié la bomba de vacio y la camara de vacio
para realizar los disparos. Se colocaron los discos de ruptura de 800 psi. Las suspension
de microparticulas de DNA se sonico de 2-5 s dos veces antes de colocarla en los discos
macroacarriadores y se resuspendeieron las particulas de oro completamente pipeteando
para eliminar cualquier aglomeracion. Se tomaron 10 ul de las particulas de oro cubiertas
con el DNA plasmidico (microacarreador) y se distribuyeron en el centro de los
macroacarreadores. Se colocd la caja de Petri con medio MS y los fragmentos de hoja de
tabaco a 9-10 cm de distacia (segundo carril). Se cerr6 la camara y se generd vacio hasta
que el indicador marco 25-28 Hg (mm de mercurio. Se mantuvo el vacio cerrando el paso
de este y se realiz6 el disparo de microparticulas con el DNA. Se retir6 la muestra y se

cerro.
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VI.7.6. Regeneracion de las hojas bombardeadas y expresion transitoria. Las
hojas bombardeadas se incuban en la oscuridad a 25°C por 48h en medio MS,
posteriormente se colocan en cajas de microtitulo de 26 pozos con 1 ml de solucion de
tincion de GUS y se incuban toda la noche a 37°C en oscuridad. Las hojas bombardeadas
ya tefiidas se lavaron con una solucion de metanol/acetona (3:1) hasta que las hojas
qguedaron lo suficientemente claras para poder observar los puntos azules, para poder
contarlos y fotografiarlas. Finalmente las muestras se almacenaron en una solucion de
glicerol al 50% a 4°C.
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VIl. Resultados
VILi- Construccién del vector pBS-X-GUS.

Para evaluar la actividad reguladora de la transcripcion de los promotores
begomovirales, fue necesario primero construir un vector de expresion carente de
promotor propio, pero dotado de un adaptador multiple corriente arriba del gen reportero, a
fin de hacer factible la subclonacion de la region intergénica de cualquier begomovirus en
esa posicion. Para ello, se subclon6 el fragmento Xbal/ EcoRI de 2.1 Kb del vector binario
pBl121, en los sitios correspondientes del vector pBlueScript-SK+ (Fig. 3). Ese fragmento
incluye a la region codificante del gen uidA (GUS) y el terminador de la transcripcion del

gen de la nopalina sintetasa ( 3'nos).

Xbal EcoRl

pBluescript SK (+/-)
phagemid vector
2958 bp

pBS-X-GUS
5100 ph

Figura 3: Construccion del vector pBS-X-Gus. Se clond el fragmento Xbal-EcoRI de
2100 pb. del vector pBI121 que contiene la region codificante del gen GUS y la secuencia 3" del

gen nos que actua como terminador de la transcripcion, en el vector pBS-SK+.

VILii Disefo de iniciadores para amplificar la Rl de los genomas Ay B.

Para disenar los oligonucleoétidos sintéticos que serian utilizados para amplificar la
region intergénica de los genomas A y B de los begomovirus, se realizé una serie de
alineamientos de las secuencias correspondientes utilizando el programa MegAlign del
paquete computacional DNA Laser Gene (DNAstar, Inc). La comparacién de la Rl de 40

begomovirus del continente americano (Nuevo Mundo o NM) mostré que no existen en
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esta regidn secuencias universalmente conservadas (ademas del elemento tallo-asa del
origen de replicacion), y por lo tanto, fue necesario identificar, en las secuencias
codificantes adyacentes, segmentos altamente conservados que pudiesen constituir los
“blancos” de los iniciadores universales requeridos para nuestro propdsito. La region del
llamado “Motif 1” caracteristico de las proteinas iniciadoras de la replicacion por circulo
rodante (RCR) como Rep (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001), es el bloque de
secuencia conservada mas cercano al codon de inicio del gen Rep, y fue elegido por ello
como el “blanco” de un iniciador degenerado, Rep-MotGUS (Tabla 3). Por la parte del gen
CP, los primeros 8 codones del mismo estan razonablemente bien conservados en todos
los begomovirus NM, y se eligieron para disefar el iniciador degenerado complementario,
CP-MotGUS (Tabla 3). Dado que los iniciadores anteriores se ubican en regiones
codificantes, fue indispensable disefarlos de tal manera que al ser subclonados en el sitio
unico Xbal de pBS-X-GUS, los genes virales quedasen en fase con el gen reportero. Eso

se hizo introduciendo un sitio Xbal, colocado convenientemente, en ambos iniciadores.

Rep cP
— 4
Rep-Mot X CP-X GUS

Figura 4: Esquema de la Rl del componente A con la regién 5" de los genes Rep y CP. Se
muestra la posicidn relativa de las secuencias conservadas a partir de las que fueron disefiados los
iniciadores sintéticos para amplificar por PCR la region intergénica del componente A de los begomovirus del
Nuevo Mundo.

Para disefar iniciadores utiles en la amplificacion de la region intergénica de los
begomovirus del Viejo Mundo (VM) fue necesario realizar comparaciones mas exhaustivas
de la Rl y las regiones codificantes adyacentes. Se compararon 15 begomovirus de los
continentes Africano y Europeo, y 30 begomovirus de diferentes regiones de Asia (India,
Pakistan, China, Japédn, etc.) y se llegd a la conclusion de que el iniciador Rep-MotGUS
utilizado para amplificar la Rl de los virus NM es también apropiado para los virus OW,

pero ese no era el caso del iniciador CP-MotGUS. Esto se debe a la considerable
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divergencia de los genes CP de estos linajes. Se disefio, por lo tanto, un nuevo iniciador
degenerado, OW-CP-C19 GUS, que esta dirigido a un bloque de secuencia conservada
que incluye los codones 12-19 del gen CP (Tabla 3). La regién amplificada es de mayor
tamafio que la de los begomovirus americanos, pues en los virus VM existe un gen
adicional, V2, parcialmente sobrelapado con CP, y que se localiza entre este ultimo gen y

la RI (ver Figura 5).

Rep (= o
— I —
Rep Mot X OW.CP-C19-GUS

Figura 5: Esquema de la Rl de begomovirus del Viejo Mundo con la regiéon 5°de los genes Rep
y CP. Con una flecha roja se indica la posicion relativa de las secuencias sobre las cuales se disefiaron los
iniciadores para amplificar la regién intergénica del componente A de los begomovirus del VM. EI gen
representado en azul es V2, universalmente presente en los virus VM, cuyo producto participa en el

movimiento viral.

En el caso del genoma B, que presentan una mayor divergencia global en
secuencia aun entre begomovirus de un mismo continente, se identifico un segmento
razonablemente bien conservado de 21 pb cercano al coddén de inicio del gen BC1, pero
solo se encontraron bloques de secuencia conservados en el caso del gen BV1 a una
distancia considerable del inicio de la traduccion del mismo, en una region que incluye a
los codones 63-70. Los iniciadores universales que se sintetizaron para amplificar la Rl del
genoma B estan optimizados para begomovirus NM, y se designaron BC1-PrCo3-GUS y
BV1-Pr210GUS (Tabla 3), a los cuales se les introdujo un sitio de restriccion Xbal para
permitir la subclonacion del producto de PCR en el vector pBS-X-GUS, de modo que los

genes virales queden en fase con el gen reportero.
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BC1 Bv1
— —

Figura 6: Esquema de la RI del componente B con fragmentos de los genes BC1 y BV1. Se
muestra la posicion relativa de los sitios sobre los cuales se disefaron los oligonucledtidos utilizados para

amplificar la region intergénica del componente B de begomovirus del Nuevo Mundo.

Tabla 3- Iniciadores universales para la amplificacién de la regién intergénica de

begomovirus.

Rep-Mot-GUS GAGTCTAGATGGATANGTDAGGAAATARTTYTTRGC

CP-MotGUS GCGTCTAGATCGCCANGGRGCRTCACGCTTAGGCATT

OW-CP-Co08-GUS GAGTCTAGAAATATCKSCKGGWCGCTTCGRCAT

OW-CP-C19-GUS GAGTCTAGATTCGRCGWACCTTSGAKRCGGGMGTGG

BC1-PromCo3-GUS | GAGTCTAGATGGAGGATTNRCYARYTGAGA

BC1-PromCo020-GUS | GAGTCTAGAGTCATGRGAHARYTGATAYTCRTC

BV1-Prom210-GUS GAGTCTAGAATTATGRGCCAWDACAAAWTCWGGNCC

VILiii Amplificacién por PCR de la regién intergénica de begomovirus.

Para la amplificacion de la Rl del componente A de begomovirus se utilizaron dos
tipos de templados o “moldes”. Unos fueron clonas infecciosas de virus bien
caracterizados, como el virus Huasteco del chile (PHV), el virus del mosaico amarillo de la
papa (PYMV), el virus del mosaico dorado del chile (PepGMV), el virus del enrrollamiento

amarillo de la hoja del tomate TYLCV), y el virus africano de la yuca (ACMV) (ver Tabla 4).
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El segundo tipo de moldes o “plantillas” de DNA fueron plasmidos con productos de
PCR como insertos, los cuales incluyen a la IR y parte de los genes Rep y CP de
begomovirus que, en algunos casos, solo han sido parcialmente caracterizados al
presente. Estas clonas parciales de begomovirus tanto conocidos como aun sin
denominar, incluyen a los siguientes: 1) el virus del mosaico dorado de Rhynchosia, cepa
Sinaloa (RhGMV-Sinaloa); 2) una clona con un fragmento gendémico de lo que parece ser
una variante del virus Iguala del mosaico amarillo de la okra (OkYMIgV), aislado de una
planta de Datura stramonium (aqui designado simplemente “virus de Datura”; 3) una clona
de PCR aislada de una planta de tomate sintomatica, colectada en Sinaloa por el Dr.
Jesus Méndez, y que por no tener identidad con virus conocidos denominamos aqui virus
“Sinaloa 22”; 4) una clona de PCR aislada de una planta de soya, y que esta relacionada
con una nueva especie de begomovirus provisionalmente denominado virus Sinaloa del
mosaico amarillo de Rhynchosia minima, RhYMSinV (Mauricio-Castillo, com. personal); 5)
una clona de PCR derivada de una planta de Ipomoea sp. (una maleza) colectada en
Yucatan, en 1999, y de la cual solo se conoce (y se conserva) un fragmento genémico de
600 pb (Rivera-Bustamante, com. personal).
En la figura 7a se observan los productos de amplificacion en experimentos en los que se
utilizaron genomas virales completos como plantillas. En estas reacciones de amplificacion
se obtuvieron, ademas del producto del tamafo esperado (aprox. 400 pb) otras bandas
inespecificas, que fueron notablemente mas numerosas en comparacion con las derivadas

de clonas de genomas parciales como molde (figura 7c).
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Virus Genoma Origen
African cassava mosaic virus A Nigeria
(ACMV)
Pepper golden mosaic virus AyB Tamaulipas
PepGMV
Pepper Huasteco yellow vein virus AyB Tamaulipas
PHYVV (PHV)
Potato yellow mosaic virus AyB Isla de
PYMV-Gpe Guadalupe
Rhynchosia golden mosaic virus AyB Sinaloa
RhGMV-Sinaloa ( Dr. Mendez)
Tomato taino mottle virus AyB Cuba
ToMoTV
Tomato yellow leaf curl virus Unico Israel
TYLCV
Secuencias parciales de
Begomovirus
Virus de Datura stramonium A Morelos
Virus de Ipomoea sp. A Yucatan
(lpomoea 600)
Virus del tomate Sinaloa 22 A Sinaloa
( Dr. Mendez)
Virus de Soya 5 A Sinaloa
( Dr. Mendez)
Virus del frijol 1-11 A Sinaloa

( Dr. Mendez)
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Figura 7: A. Amplificacion de la RI a partir de genomas completos o parciales de
begomovirus clonados. A.- Utilizando los oligonucledtidos Rep-MotGUS y CP-MotGUS. 1)
Marcador de PM, 2) PYMV 3) Ipomoea-600, 4) TYLCV, 5) ToMoV, 6) PepGMV. B: Productos de
PCR de 600 pb, obtenidos con los iniciadores Rep-MotGUS y CP-c70. 1) MPM, 2) PYMYV, 3) virus
de Datura, 4) TGMV, 5) PHV, 6)ToMoTV; C: Amplificaciones por PCR anidado con el par de
oligos Rep-MotGUS y CP-MotGUS a partir de los productos de PCR de 600 pb: 1) Marcador de
PM, 2) virus de Datura, 3) PHV, 4) TGMV. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%
y aun voltaje de 70 V.

La amplificacion de la Rl del genoma A de los begomovirus, tanto los del Nuevo y
el Viejo Mundo, se llevd a cabo por un procedimiento estandar que se describe en el
apartado de “Materiales y Métodos”. Se utilizé la misma estrategia para amplificar el
componente B de PepGMV y PHV, que fueron los unicos genomas B que se probaron en

el presente trabajo.
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Figura 8: Amplificacion por PCR de la RI de dversos begomovirus utilizando los
iniciadores desarrollados en este trabajo. A. Oligonucleotidos Rep-MotGUS y CP-GUS. 1) y 2)
Clona de PCR de virus de calabaza, 3) y 4) Clona de PCR de virus de Soya, 5) y 6) Clona de PCR
de virus de frijol, 7) marcador de PM, 8) y 9) Clona de PCR de virus de Frijolillo (Rhynchosia). B.
Oligonucleotidos BV1-Pr210GUS y BC1-PrCo3GUS, 1) Marcador de PM, 2) PHV, 3) PepGMV.
C. Oligonucledtidos Rep-MotGUS y OW-CP-C19GUS, 1) ACMV, 2) TYLCV, 3) ACMV-2, 4)

TYLCV-2, 5) Marcador de PM. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%.

Viliv Generacion de vectores de expresion con promotores begomovirales.

Si bien los productos de PCR obtenidos con los diferentes juegos de iniciadores que
se crearon pueden, en principio, ser clonados directamente en el vector pBS-X-GUS,
previa digestion con Xbal, encontramos muy problematico este proceso directo, debido a
la inevitable contaminacion de los productos de PCR con los plasmidos utilizados como
plantillas para la reaccién de PCR. Dado que estos ultimos portan un gen de resistencia a
ampicilina, similar al que esta presente en pBS-X-GUS, con frecuencia se recuperaban
solo plasmidos contaminantes, haciendo lenta e ineficaz la labor de busqueda de las
recombinantes deseadas. Para evitar este “fondo” de plasmidos contaminantes, decidimos
clonar primero los productos de amplificacién en un plasmido con un marcador de
seleccion diferente, pKS19, que tiene un gen de resistencia a kanamicina. Una vez

clonados los productos de PCR en este plasmido, pudieron ser escindidos digiriendo con
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Xbal, para posteriormente ligarlos a pBS-X-GUS, sin necesidad incluso de aislar el inserto
de un gel (ver Figura 11). Adicionalmente, este procedimiento se beneficia del sistema de
escrutinio basado en la a-complementacién que posee pK19, pero no pBS-X-GUS, lo que
facilita mucho la identificacidon de clonas recombinantes (colonias blancas vs. azules en un
medio suplementado con IPTG/ X-Gal). Siguiendo este procedimiento con un paso
intermedio de clonacidén en pKS19, se aumento significativamente la eficiencia global del

proceso de generacidn de vectores de expresion.

12345678 91011121314151617 181920212223
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Figura 9: Plasmidos pKS19 recombinantes con productos de PCR (RI) derivados del
componente A de diversos begomovirus de América. 1) Marcador de PM, 2) Vector pK19/Xbal
(digestion parcial), 3 a 7) PCR derivados de Okra, 8) vacio, 9 a 15) PCRs derivados de Ipomoea-
600, 16) vacio, 17 a 23) PCRs derivados de PHV.

En las figuras 10A-B se pueden observar las bandas amplificadas de modo
caracteristico en el caso del genoma A de los begomovirus del NM (tamafio de la RI:
aprox. 400 pb), del genoma B de los mismos (aprox. 850 pb), y la Rl del genoma A de los
begomovirus del VM (aprox. 500 pb).
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Figura 10: Productos de digestion con Xbal de las clonas que contienen la RI de
begomovirus inserta en el vector pBS-X-Gus. A.- RI del componente A, begomovirus NM. 1 a 3)
virus de soya, 4) virus de calabaza, 5) Marcador de PM, 6 a 8) virus de calabaza, 9 y 10) RhGMV;
B.- RI del genoma B, 1y 2) PHV, 3 y 4) PepGMV, 5) Marcador de PM.

VIl.v Determinacion de la orientacion del fragmento clonado (RI)

En algunos iniciadores disefiados para la amplificacion de la Rl de genomas A de
begomovirus se introdujo un sitio de corte para la enzima de restriccion Styl con el
proposito de determinar facilmente la orientacion en la que las secuencias virales se han
insertado en el vector pBS-X-GUS. Esta determinacion es clave, pues de esa manera
puede saberse con certeza cual de los dos promotores virales, CP o Rep, es el que dirige
la expresion del gen reportero en un vector dado. La digestion con Styl y EcoRI de los
vectores de expresion obtenidos en el proceso de clonacion de los productos amplificados,
genera productos de digestidn caracteristicos. El sitio Styl se encuentra en el iniciador
cercano al promotor CP, en tanto que el sitio EcoRI se ubica al final del terminador Nos
que forma parte de pBS-X-GUS. Si el gen reportero se encuentra bajo el control del
promotor pCP, la digestion del vector generara fragmentos de 2160 pb y 3400 pb. Si, por

el contrario, el gen GUS se encuentra bajo la direccidén del promotor pRep, los fragmentos
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que se produciran seran de 2560 pb y 3000 pb (los tamafios se refieren al caso de la Rl de

begomovirus del NM).

EcoRl EcoRl

pRep-GUS
2500 pb
3000 pb

pCP-GUS
2200 pb

3300 pb
Styl

stvl

Figura. 11: Determinacion de la orientacion de las Rl clonadas en el vector pBS-X-GUS. La figura
muestra los fragmentos esperados para las dos posibles orientaciones de las RI. En azul se muestra el gen
GUS, en blanco el vector pBS y en rojo la RI clonada. La parte amarilla pertenece al promotor Rep y la verde

al promotor CP.

En la figura 12 se puede observar el patrén de restriccion de algunas clonas
tratadas con las enzimas de restriccion Styl y EcoRlI. Las clonas en las que se observan
las bandas de 3000 y 2560 (carriles 2 y 3 de la figura 13a) contienen el gen GUS bajo el
control del promotor Rep, mientras que las clonas que presentaron las bandas de 3400 y
2160 (carriles 1,4, 6 y 7 de la figura 12a) tienen al gen reportero bajo la influencia del

promotor CP. El mismo patrén se observa en la figura 12c.
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Figura. 12: Determinacion de la orientacion de la RI por digestion con las enzimas Styl y
EcoRI. A.- clonas del componente A de begomovirus del NM, 1y 2) virus de calabaza, 3 y 4) virus
de soya, 5) Marcador de PM, 6 y 7) virus del frijol. B. Clonas del componente B. 1 a 4) PepGMYV, 5)
Marcador de PM, y C) de begomovirus del Viejo Mundo. 1 a 4) ACMV, 5) Marcador de PM, 6y 7)
ACMV. Las clonas del genoma A fueron digeridas con las enzimas Styl y EcoRI, las del genoma B
con Hinc Il y Sacl.

En el caso del componente B las enzimas que se utilizaron para definir la orientacién de la
RI clonada fueron Sac | y Hinc Il, y el patron de restriccion es distinto, como se muestra en

la figura 12b.

VIl.vi Secuenciacién de los vectores de expresion generados.

Las clonas con la Rl de 10 genomas A de begomovirus, en ambas orientaciones,
‘pRep” y “pCP’ (un total de 20 vectores de expresion), asi como dos clonas con los
promotores BC1 y BV1, respectivamente, de PepGMV, se enviaron a la Unidad de
Secuenciacion del CINVESTAV, Unidad Irapuato, para determinar si o no las secuencias
virales habian quedado, efectivamente, en fase con el gen GUS, y para confirmar la
correcta identidad de cada clona.

En la tabla X se presentan las secuencias de DNA de los 22 vectores de

expresion producidos en este trabajo, y se sefalan el codén de inicio (ATG) de los
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genes que codifican las proteinas Rep (negro) y CP (rojo), o bien las proteinas BC1
(verde) y BV1 (violeta), respectivamente. La secuencia del gen GUS se presenta en

azul, y la que corresponde al adaptador multiple de clonacion en color amarillo.
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VIRUS Secuencia de DNA Secuencia de DNA
(Rep-GUS) (CP-GUS)
ATGCCATTACCTAAACGATTTCG | ATGCCTAAGCGCGATGCTCCATGGCGT
PHYVV TTTAAACGCTAAGAACTATTTCC
TTACGTATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATG
TTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCATCGGTTAGTCGTTTCAA | ATGCCTAAGCGCGATGCCCCATGGCGT
Datura- AGTTTCAGCCAAGAACTATTTCC
OkYMolV | TTACCTATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGT
TACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCACGCTTAGGTCGTTTCA ATGCCTAAGCGAGATCCCCCAT
Ipomoea- | AGATAAATGCTAAGAACTATTTC | GGCGT
Yucatan CTCACTTATCCA
ATG | ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
TTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCCCGAAAAGGCTCCTTCT | ATGGCTAAGCGGGATGCCCCATGGCG
PYMV CTATAAAAGCTAAGAACTATTTC | T
CTCACGTATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
AT
GTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCACTCCCAAAGCGCTTTC ATGCCTAAGCGAGATGCCCCATGGCGT
RhGMV- GCTTAAATGCTAAGAACTATTTC
Sinaloa CTAACATATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
AT
GTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCACCGCCTAAACGTTTTC
Tomate- GCCTTCAAGCTAAGAACTATTTC
Sinaloa22 | CTCACGTATCCA (en secuenciacion)
AT
GTTACGTCCTGTAGAAACCC...

Frijol-

ATGCCATTGCCTAAACGGTTTC
GTCTAAATGCCAAGAATTATTTC

ATGCCTAAGCGTGATGCTCCATGGCGT
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Sinaloa11 | CTTACCTATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATG
TTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGCCACGCAACCCTAATTCCT ATGCCTAAGCGCGATGCTCCATGGCGT
Soya 5- TTCGTTTACAATCCAAGAACTAT
Sinaloa TTCCTAACCTATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC
ATGCCTCGTTTATTTAAAATATA | ATGTCGAAGCGACCAGGCGATATAATC
TYLCV TGCCAAGAACTATTTCCTCACCT | ATTTCCACGCCCGTCTCGAAGGTTCGC
ATCCA CGA
ATGTTACGTC ATGTTACGTCCTGTAGAAAC
CTGTAGAAACCC... ccC...
ACMV ATGAGAACTCCTCGTTTTCGAAT | ATGTCGAAGCGACCCGGAGATATA
TCAAGCCAAGAAATATTTCCTTA
CATATCCA ATGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
ATGTTA
CGTCCTGTAGAAACCC...
Secuencia DNA (BC1-GUS) Secuencia DNA (BV1-GUS)
ATGTATATAAGGGACTCCAGGA | ATGTATCAGTCAAGGTATACACGTGTG
CTCCACAATATATGACAGGAGT | GCACCCTATGTGCAGAGACGATTTCAA
PepGMV- | TGAGGGACTCCGCTGGAGTCCT | CGACGTAATCAAGTGTTTAAGCGCAC
Genoma | ATACCATATTTACATATTTGCCA | AGTATCAGGGAGACGTAATGACGTTAA
B TTCTTCTCAACTGGCCAATCCTC | ACGTCGATCAAGTCAATTAATTAAGAG

CA
ATGTTACGTCCTG
TAGAAACCC...

TAATGAGGAACCTAAGATTACGTCGC
AGCGCATACATGAAAACCAATATGGCC
CAGAATTTGTCATGGCCCATAAT

A
TGTTACGTCCTGTAGAAACCC...
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Tabla 5. Secuencia nucleotidica de la region codificante de las proteinas de
fusion Rep-GUS, CP-GUS, BC1-GUS y BV1-GUS de los vectores generados en el
presente trabajo. EI codon de inicio del gen viral y del gen uid4 (GUS) estan subrayados.
Amarillo, adaptador del vector pBS-X-GUS; azul, gen reportero; negro: gen Rep; rojo, gen

CP; verde, gen BC1; violeta, gen BV1.

En la tabla 6 se presentan las secuencias de las proteinas de fusién, en las
que se observa la region amino-terminal de la proteina Rep de cada geminivirus
(negro) y de las proteinas CP (rojo). El azul corresponde a la proteina GUS vy el
amarillo corresponde a la secuencia de aminoacidos “codificada” por el adaptador
multiple de clonacion. En el caso de las construcciones con la Rl del componente

B, la proteina BC1 se muestra en verde, y la proteina BV1 en violeta.
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Virus Rep-Gus CP-Gus
PHV MPLPKRFRLNAKNYFLTYP MLRP | MPKRDAPWR MLRPVET...
VET...
Datura- MPSVSRFKVSAKNYFLTYP MLRP MPKRDAPWR MLRPVET...
OkYMolV VET...
Ipomoea- MPRLGRFKINAKNYFLTYP MLRP MPKRDPPWR MLRPVET...
Yucatan VET...
PYMV MPRKGSFSIKAKNYFLTYP MLRP MAKRDAPWR MLRPVET...
VET...
RhGMV- MPLPKRFRLNAKNYFLTYP MLRP MPKRDAPWR MLRPVET...
Sinaloa VET...
Tomate- MPPPKRFRLQAKNYFLTYP MLRP (en secuenciacion)
Sinaloa22 VET...
Frijol- MPLPKRFRLNAKNYFLTYP MLRP MPKRDAPWR MLRPVET...
Sinaloa11 VET...
Virus MPRNPNSFRLQSKNYFLTYP MLR MPKRDAPWR MLRPVET...
Soya 5 PVET...
TYLCV MPRLFKIYAKNYFLTYP MLRPVET | MSKRPGDIIISTPVSKVRR ML
RPVET...
ACMV MRTPRFRIQAKNYFLTYP MLRPV MSKRPGDI MLRPVET...
ET...
BC1- GUS BV1-GUS
PepGMV- MTGVEGLRWSPIPYLHICHSSQLANPP MYQSRYTRVAPYVQRRFQRRNQVFKRTVSG
GenomaB MLRPVET... RRNDVKRRSSQLIKSNEEPKITSQRIHENQY
GPEFVMAHN MLRPVET...

Tabla 6. Secuencia del extremo aminoterminal de las proteinas de fusion correspondientes a

los vectores derivados de pBS-X-Gus. Se indica en amarillo a los residuos aa codificados por el

polilinker del vector anterior, en azul los primeros residuos de la proteina $-glucuronidasa, y en

diferentes colores los residuos correspondientes a las proteinas virales. Negro, proteina Rep; rojo,

proteina CP; verde, proteina BCI; violeta, proteina BR1.
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Vil.vii- Evaluacién funcional de los vectores de expresién generados.

Una parte de los vectores de expresion construidos en la etapa previa fueron
examinados en experimentos de expresién transitoria, utilizando el sistema de bombardeo
de tejidos vegetales con microparticulas. Los experimentos se realizaron bombardeando
hojas jovenes de plantas de chicharo (Pisum sativum) y de tabaco cultivadas en camaras
de ambiente controlado. Luego de varios intentos, soélo logré observarse actividad de GUS
(puntos azules) en el caso de un vector con el promotor Rep del virus de Datura
controlando al gen reportero (Figura 13), pero el resto de las construcciones examinadas,
incluyendo un control 35S-GUS, no produjeron ningun punto azul en varios ensayos.
Aunque la explicacion mas plausible de estos resultados era un funcionamiento deficiente
del equipo de bombardeo utilizado (de reciente adquisicidn, y en el que existe un problema
en el sistema de vacio) y/o falta de experiencia en los experimentos de biobalistica, otra
posibilidad era que, no obstante que los datos de secuenciacion mostraban que los genes
CP, Rep, BC1 y BV1 estaban en fase con GUS en todos lo vectores, esto no fuese

realmente asi.

Figura. 13. Tincién histoquimica para la expresion de B-glucoronidasa en hojas de tabaco. A

control negativo, B y C bombardeo con el vector Rep-Datura.

A fin de superar estos problemas, se realizé un experimento de biobalistica en otra

institucion (CINVESTAV, Unidad de Biotecnologia de Plantas, en Irapuato, Gto.) con la
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asesoria técnica de la I.A. Rosa Maria Adame. Esta vez los resultados fueron como se
esperaban: los vectores con promotores Rep y CP dieron actividad de GUS en un rango
de niveles que iban de lo apenas detectable a muy fuerte. Destacaron por su fuerte
actividad los vectores con promotores Rep derivados de los virus de Ipomoea y de Datura,
ambos solo parcialmente caracterizados al presente. Los promotores Rep del virus del
Frijol 1-11, que es una variante de PHV adaptada a leguminosas, del virus del tomate
Sinaloa 22, y del virus africano del mosaico de la yuca (ACMV), dieron una actividad
significativa que fue sin embargo de 4 a 6 veces menor que la exhibida por los promotores
homdélogos de los virus de Datura e Ipomoea. Por otra parte, los promotores CP de
diferentes virus mostraron actividades de moderadas a muy débiles (en ausencia de
TrAP), lo que es consistente con lo reportado para otros begomovirus del NM. La asimetria
en la actividad de los promotores Rep y CP de un mismo virus es muy notoria en el caso
del virus de Datura, y aun mas en el caso del virus de Ipomoea, lo cual resulta
sorprendente tomando en cuenta que los vectores de expresidén correspondientes
contienen exactamente la misma secuencia viral, pero en orientaciones opuestas. Eso
pone en evidencia que muchos de los elementos reguladores presentes en la Rl de los
begomovirus poseen actividad dependiente de la orientacion.

Como era de esperarse, el vector pBS-X-GUS, carente de promotor, no mostré actividad
alguna del gen reportero en este experimento. Por omision involuntaria, no se incluyé un
control positivo tal como podria serlo un vector de expresion 35S-GUS, lo que permitiria
establecer una escala relativa de actividad promotora con un referente bien caracterizado.

Sin embargo, eso podra subsanarse facilmente en experimentos futuros.
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Figura 14. Actividad de GUS bajo el promotor del geminivirus Ipomoea. A)

Fragmentos de hojas de plantas de tabaco fueron bombardeadas con DNA de promotores

del geminiviruslpomea. B) Detalle de los puntos de actividad de GUS en las hojas de

tabaco.
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Figura 15. Anadlisis de la actividad de promotores de begomovirus. Los
promotores de varios geminivirus fusionados al gen que codifica para la $-glucoronidasa
fueron bombardeados a hojas de tabaco. Se contaron los puntos azules generados por la
actividad de la pB-glucoronidasa para determinar de la actividad de los diferentes

promotores.



Astrid Garcia Moreno Rubli
Tesis Maestria - 57

VIIl. Discusion

Los geminivirus han despertado gran interés entre los biotecnologos de plantas por
constituir una fuente potencial muy rica de secuencias reguladoras (promotores
divergentes, terminadores bidireccionales, silenciadores, etc.) para la ingenieria genética
de plantas (Timmermans y cols., 1994). El interés ha crecido a raiz del descubrimiento de
un promotor geminiviral que es 3 a 5 veces mas potente que el promotor 35S de CaMV
(Xie y col., 2003), el cual ha sido por casi dos décadas el promotor constitutivo por
excelencia en la biotecnologia vegetal. Por esas y otras razones, el desarrollo de métodos
moleculares para la generacién y evaluacion rapida de promotores derivados de este
extenso grupo de virus constituye una interesante e importante area de investigacion.

En el presente trabajo nosotros desarrollamos con éxito un nuevo procedimiento para
construir vectores de expresion con promotores derivados de begomovirus (geminivirus
transmitidos por la mosquita blanca) que utiliza muy pocos elementos y consume un
minimo de tiempo y trabajo técnico, en comparacion a los procedimientos utilizados
convencionalmente. Disefiamos cinco nuevos iniciadores degenerados cuyas
combinaciones hacen factible la amplificacion de la region intergénica de los genomas Ay
B de la mayoria de las mas de 100 especies de begomovirus conocidas al presente.
Nosotros hemos probado la funcionalidad de los iniciadores para la Rl del genoma A con
cerca de 20 especies virales de las que tenemos genomas completos o parciales en
nuestro laboratorio, incluidos dos virus del Viejo Mundo, TYLCV (Israel) y ACMV (Nigeria).
Los iniciadores para amplificar la Rl de genomas B no han sido hasta ahora probados en
gran extension, pero es previsible que funcionaran eficientemente, al menos para
amplificar los DNAs B de los begomovirus del continente americano. En el laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas del IPICYT se ha reunido una coleccién de genomas B
completos o parciales correspondientes a cerca de una docena de begomovirus, lo que
constituye material suficiente para examinar la idoneidad de los iniciadores disefiados en
este estudio, para la generacion de vectores de expresion con promotores BC1 y BV1.

El método desarrollado nos permitié generar 22 vectores de expresion con promotores
begomovirales, lo cual es una evidencia muy clara de que funciona mejor que los
procedimientos usualmente seguidos para construir vectores analogos, que se basan en el

uso de sitios de restriccidn naturales o artificialmente creados, o bien en el disefio y uso de
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iniciadores especificos. Sin embargo, en el curso de nuestro trabajo enfrentamos ciertas
dificultades que nos permiten visualizar algunas mejoras al método. Por ejemplo, se podria
sustituir el vector pBS-X-GUS con un vector pKS19-X-GUS, muy facil de construir, a fin de
evitar el paso intermedio de subclonacion de los productos de PCR en pKS-19, que se
llevé a cabo en vista de los problemas planteados por la contaminacion del DNA viral
amplificado con los plasmidos utilizados como plantillas en la reacciéon de PCR. Otras
posibles mejoras al método incluyen el uso de vectores con el gen de la proteina verde
fluorescente (GFP) como reportero, y la generacion de vectores binarios en los que sea
factible la clonacion directa de los PCRs derivados de virus para crear vectores de
expresion que pueden ser utilizados en la evaluacion funcional rapida de los promotores
virales por el método de Agroinfiltracion, mas econémico que el método biolistico, y que
pueden ser utilizados también, en el caso de que el promotor muestre propiedades
interesantes en la primera evaluacion, para generar plantas transgénicas en las que pueda
realizarse una evaluaciéon mas completa de las propiedades reguladoras de las secuencias
virales.

La evaluacion funcional de los vectores de expresion generados no pudo realizarse en la
extension y el nivel de detalle que era posible y deseable hacer, por obstaculos técnicos
que pudieron resolverse apenas recientemente. Sin embargo, esos experimentos podran
efectuarse de aqui en adelante de una manera sencilla y rapida, pues se lograron ya
establecer las condiciones experimentales y los protocolos apropiados. No obstante lo
limitado de los datos funcionales recabados hasta el momento, nuestro estudio llevé al
hallazgo de dos promotores especialmente potentes, que provienen de dos begomovirus
cuya secuencia completa no se conoce todavia. Uno de ellos, aislado originalmente de
okra (una planta comestible de origen africano y cultivada en nuestro pais desde hace
algunas décadas) y transferida experimentalmente a Datura stramonium, de la que se
amplificd la secuencia viral utilizada en este estudio, parece corresponder a una nueva
especie aislada en el Estado de Guerrero y cuya secuencia ha sido depositada
recientemente en el GenBank, denominada de modo provisional Okra yellow mosaic
Iguala virus (Valadez-Moctezuma y col., 2005, sin publicar). El otro begomovirus proviene
de un extracto de una maleza identificada sélo al nivel de género, Ipomoea sp., colectada
en Yucatan en 1999, y de la cual se amplificé y clon6 un fragmento de 600 pb, que incluye

a la RI del virus (Rivera-Bustamante, com. personal). El extracto se perdié luego, de tal
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modo que no fue posible caracterizar otras regiones gendmicas del virus, que parece sin
embargo representar una especie diferente a todas las conocidas al presente, segun se
infiere de ciertas caracteristicas unicas de su RI (secuencia peculiar de sus iterones,
presencia de elementos CLE/ cajaG sobrelapantes, no encontrados en otros virus, etc.) y
los 70 codones del gen CP que estan secuenciados. Aunque no fue posible en esta
ocasion establecer una comparacion directa de la actividad de estos promotores con el
promotor 35S de CaMV, es posible no obstante compararle con otros promotores
begomovirales bien caracterizados, como los de PHV. Desde esta perspectiva, se puede
establecer la conclusion provisional de que los promotores Rep de los virus de Ipomoea y
Datura son, al menos, 4 veces mas potentes que los de un begomovirus como PHV, en
este tipo de ensayos funcionales. Por lo tanto, esta plenamente justificado recomendar la
exploracion en mayor extensién y profundidad del potencial biotecnologico de estos dos
nuevos promotores, para lo cual resulta pertinente generar plantas transgénicas con los
cartuchos de expresiéon que hemos obtenido. Este proceso se iniciara pronto en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Rafael Rivera-Bustamante, del CINVESTAV.

En resumen, en este trabajo se desarroll6 un método sencillo y poderoso para examinar
las propiedades reguladoras de promotores de begomovirus, que puede utilizarse incluso
con virus cuya secuencia genomica completa no se conoce, y que es aplicable a todos los

miembros de este grupo viral sin importar su origen geografico y las plantas que infectan.
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