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Resumen

El virus Huasteco del chile (PHV) es un importante fitopatégeno que pertenece
a la familia de los geminivirus, los cuales se caracterizan por un genoma circular de
DNA de cadena sencilla (DNAcs) y una capside con apariencia de particula
geminada. Trabajos previos enfocados al estudio del control transcripcional de los
genes de diferentes geminivirus, han conducido a la identificacion de varios
elementos reguladores, dos de los cuales son criticos en el control de la expresion de
los llamados “genes tardios”. Uno de ellos es un silenciador que funciona de modo
promotor-especifico, y el otro es el llamado “elemento tardio conservado” (CLE), que
es un blanco funcional de la proteina viral que activa la expresion de los genes
tardios, como el que codifica a la proteina de la capside (CP).

Este trabajo forma parte de un amplio proyecto de investigacion orientado a la
caracterizacion y analisis funcional de secuencias reguladoras del promotor CP de
PHV y otros geminivirus. Se generaron cuatro vectores de expresion que contienen
fragmentos progresivamente menores de la potencial region silenciadora de PHV, los
cuales seran utilizados para definir con mayor precision la localizacién gendémica del
silenciador. Se construyé también una serie de vectores de expresion transitoria y
otra de vectores binarios para la transformaciéon de plantas, que contienen diferente
numero de copias del llamado “elemento tardio conservado” (CLE) fusionados a dos
tipos de promotores minimos; estos vectores permitiran establecer, tanto en sistemas
de expresién transitoria como estable, si la multimerizacion del CLE incrementa la
activacion del promotor por el transactivador viral (TrAP), y hasta qué limite.

Adicionalmente, se desarroll6 un analisis filogenético-estructural de la regién
intergénica de 120 geminivirus, dando como resultado la identificacion de nuevos
elementos y modulos complejos conservados, que podrian estar involucrados en el
control transcripcional del gen CP y otros genes tardios. El andlisis también revelo
una serie de conexiones filogenéticas previamente insospechadas entre geminivirus
de América y de Asia, las cuales contradicen algunas de las hipdtesis mas aceptadas
acerca de la historia evolutiva de esta familia viral, y sugieren otras con amplias
implicaciones biologicas y taxonOomicas. Por udltimo, se generaron vectores de
expresion que contienen dos de los modulos complejos conservados identificados en
el estudio comparativo, fusionados a promotores minimos que controlan la expresion
del gen reportero GUS; dichos vectores permitirdn el analisis experimental de esos
modulos conservados, proporcionando informacién importante acerca de la
organizacion funcional del promotor CP de los geminivirus.
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Abstract

Pepper Huasteco virus (PHV) is an important plant pathogen that belongs to
the family of the geminiviruses, which are characterized for a single-stranded circular
DNA genome (ssDNA) and virions with appearance of twinned isometric particles.
Previous studies on geminivirus transcriptional control of genes have led to the
identification of several regulatory elements, two of which are critical in controlling the
expression of the so-called “late genes”. One of them is a promoter-specific silencer,
and the other one is called the “conserved late element” (CLE), which is a functional
target for the viral protein that activates late genes expression, including the gene that
encodes the virus coat protein (CP).

This work is a part of an extensive research project aimed to delimitate and
functionally characterize regulatory sequences of the CP promoter of PHV and other
geminiviruses. Four expression vectors containing progressively smaller fragments
from the potential silencer region of PHV were generated, which will be used to define
more precisely the silencer genomic location. It was also constructed a series of
plasmids for transient expression assays, and another one of binary vectors for plant
transformation, containing a variable number of copies of the “conserved late
element” (CLE), fused to different minimal promoters; these vectors will allow us to
establish, both in transient expression assays and stable expression systems, if or not
promoter activation by the viral transactivator (TrAP) is dependant on the CLE
number of copies.

In addition, a phylogenetic-structural analysis of the intergenic region of 120
geminiviruses was carried out, leading to the identification of new putative regulatory
elements and “conserved modular arrangements” (CMASs), which may be involved in
the transcriptional control of CP gene and other viral genes. Our analysis also
revealed previously unsuspected phylogenetic connections between geminiviruses
from America and Asia, which disagree with prevalent hypotheses on the evolutionary
history of this viral family, and suggest other ones with wide biological and
taxonomical implications. Finally, expression vectors that contain two of the CMAs
identified in the comparative study, fused to minimal promoters controlling the
expression of a GUS gene reporter were generated; these vectors will make possible
the experimental analysis of these evolutionarily conserved modules, providing
important information about the functional organization of the geminivirus promoters.

11
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Introduccioén

Los geminivirus constituyen un grupo muy diverso de virus fitopatégenos, que
ocasionan dafios considerables a cultivos agricolas en todas las regiones tropicales y
subtropicales del mundo; se caracterizan por poseer un genoma circular de DNA de
cadena sencilla (DNAcs) y una capside que semeja dos icosaedros incompletos y
fusionados, que al microscopio electrénico se observan como particulas “gemelas”,
rasgo que los distingue de todos los virus conocidos (Zhang et al., 2001). Los
geminivirus tienen la capacidad de replicar su genoma en el nucleo de las células
vegetales a través de un mecanismo de circulo rodante (RCR), usando las DNA
polimerasas celulares. La transcripcion es realizada por la RNA polimerasa Il a partir
de la forma replicativa (RF) de doble cadena que se genera por la accion de la
maquinaria molecular del huésped (revisado por Bisaro, 1996; Gutiérrez, 1999;
Hanley-Bowdoin et al., 2000).

La familia Geminiviridae se clasifica actualmente en cuatro géneros definidos
en base al vector que los transmite, el hospedero que infectan y su estructura
genodmica, en:. Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus y Begomovirus (Tabla 1),
(Rybicki et al., 2000; Fauquet et al.,, 2003). El género mas diversificado y
ampliamente distribuido, el de los Begomovirus, agrupa a los virus que son
transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci), infectan plantas dicotiledoneas
y poseen en su mayoria genomas bipartitas. A este género pertenecen virus de gran
importancia econémica que causan pérdidas cuantiosas a los productores agricolas
de muchos paises, como el virus del enrollamiento amarillo de la hoja del tomate
(TYLCV), el virus africano del mosaico de la yuca (ACMYV), el virus del enrollamiento

de la hoja del algodon (CLCuV), y el virus Huasteco del chile (PHV), entre otros.

Tabla 1. Clasificacion de la familia Geminiviridae.

Género Genoma Tipo de Planta que | Vector
Infecta
Mastrevirus | Monopartita | Monocotiledoneas y Chicharritas
Dicotiledéneas (Cicadellidae)
Curtovirus Monopartita | Dicotiledoneas Chicharritas
(Cicadellidae)
Topocuvirus | Monopartita | Dicotiledéneas Chicharritas
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Saltadoras
(Membracidae)
Begomovirus | Monopartita | Dicotiledoneas Mosquita
y blanca
Bipartita (Aleyrodidae)

Organizacion gendmica de los Begomovirus

El genoma de los begomovirus bipartitas, entre los que se encuentran todos
los originarios del continente americano, se compone de dos moléculas de DNA,
denominadas DNA-A y DNA-B, cada una de los cuales miden entre 2.6 y 2.8 kb.
Ambos componentes estan organizados en unidades de transcripcion divergentes
separados por una region intergénica (IR), la cual contiene el origen de replicacion
del virus y dos promotores divergentes (Hanley-Bowdoin et al., 2000). La
organizacién gendmica del virus Huasteco del chile (PHV), que se encuentra
ampliamente distribuido en México, ilustra bien las caracteristicas tipicas de los
begomovirus (Figura 1). Con la excepcion de un segmento de aproximadamente 200
pb de la IR, conocida como la “region comun” (RC) que se encuentra en ambos
DNAs virales, los componente gendmicos de los begomovirus son completamente
diferentes. El componente A tipicamente codifica 5 genes, denominados AV1, AC1,
AC2, AC3, AC4, en tanto que el DNA-B codifica 2 genes, BV1 y BC1. El componente
A contiene toda la informacion necesaria para la replicacion y encapsidacion del
virus, mientras que el componente B codifica a las proteinas involucradas en el
movimiento viral célula-célula y sistémico (Hanley-Bowdoin et al., 2000).

El producto del gen AV1 es la proteina de la capside o CP (Kallender et al.,
1988) y es necesaria para la transmision por el insecto (Azzam et al., 1994). El
producto de AC1 es Rep, una proteina multifuncional que se une a secuencias
especificas de DNA, posee actividad de endonucleasa y ATPasa, interactia con
reguladores del ciclo celular, y es esencial para la replicacion de ambos
componentes gendmicos (Elmer et al., 1988; Fontes et al., 1992, 1994; Gutiérrez,
1999). El producto del gen AC2 es TrAP (proteina activadora de la trascripcion), la
cual estd involucrada en la regulacion de los genes virales que se expresan en
etapas tardias de la infeccion (CP y BV1), y actiia como un supresor del mecanismo

del silenciamiento de plantas (Sunter y Bisaro, 1991; Sunter et al., 1994; Saunders y
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Begomovirus

TAATATTIAC TAATATTAC
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Figura 1. Organizacion genomica de un begomovirus bipartita tipico, como PHV.
Proteinas codificadas: Rep, proteina de replicacién; TrAP, proteina activadora de la
transcripcion; REn, proteina potenciadora de la replicacion; CP, proteina de la
capside; MP, proteina de movimiento y NSP, proteina de transporte nuclear; RC,
region comun de ambos componentes gendmicos. La secuencia TAATATTAC es el
sitio de inicio de la replicacion por circulo rodante.
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Stanley, 1995; van Wezel et al., 2001; 2002; 2003). El producto de AC3 se ha
denominado REn (proteina potenciadora de la replicacion), la cual interactia con
Rep para hacer mas eficiente la replicacion (Elmer et al., 1988; Sunter et al., 1990;
Sung y Coultts, 1995; Hanley-Bowdoin et al., 2000). El producto de BV1 es la proteina
de transporte nuclear (NSP), la cual facilita el movimiento del DNA viral del nucleo
hacia el citoplasma (Sanderfoot y Lazarowits, 1996), en tanto que el producto de
BC1, la proteina de movimiento (MP), funciona como una proteina de movimiento
clasica, promoviendo un incremento en el limite de exclusion de los plasmodesmos
(Sudarshana et al., 1998; Ward y Lazarowitz, 1999).

La nomenclatura para los genes de los geminivirus ha experimentado varios
cambios en los dultimos afios, lo que ha derivado en el uso de diferentes
designaciones para un mismo gen en la literatura especializada, provocando
confusion. Para evitar esto, en el presente escrito se usara en lo sucesivo la
nomenclatura moderna, en la que Rep, TrAP, REn, CP, NSP y MP sustituyen a las
designaciones AC1, AC2, AC3, AV1, BV1yBC1 (o AL1, AL2, AL3, AR1, BR1y BL1),

usadas anteriormente.

Regulacién de los genes “tempranos” en Begomovirus

En todos los sistemas virales, sean estos bacterianos, vegetales o animales, la
expresion coordinada de los genes es fundamental para que se realice
adecuadamente el ciclo de infeccién. La mayoria de los virus codifican sus propias
proteinas reguladoras, las cuales interactian con factores del hospedero y modulan
sus actividades. Al inicio de la infeccion, el virus depende por completo de la
maquinaria transcripcional de la célula huésped; sin embargo, una vez que ciertas
proteinas se han sintetizado, éstas participan en la regulacion de un segundo grupo
de genes, cuyas actividades son requeridas en etapas subsecuentes de la infeccion.
Los genes virales que son expresados en la primera fase de la infeccién suelen
denominarse “tempranos“ mientras que los requeridos en las Ultimas etapas de la

misma son llamados genes “tardios” (Nevins, 1991; Martin y Green, 1992).
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En el caso de los geminivirus, la transcripcién de los genes que se expresan
en etapas tempranas de la infeccion (Rep, TrAP y REN), se lleva a cabo sin la
participacion de los factores virales. Hasta ahora solo se ha estudiado en detalle la
regulacion de Rep, aunque se tiene ya alguna informacion acerca del control de la
expresion de TrAP y REn en PHV (Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante,
comunicacion personal). En los primeros trabajos con promotores de Rep se
encontré un hallazgo interesante: la proteina Rep regula negativamente su propia
expresion. Varios grupos de investigacion observaron, en ensayos de expresion
hechos en protoplastos, que la co-transformacion de plasmidos que expresan Rep y
vectores que portan el promotor Rep del mismo virus fusionado a un gen reportero,
resultaba en un descenso en el nivel de expresion del mismo, indicando que esta
proteina reprime su propia expresion (Haley et al., 1992; Sunter et al., 1993).
Posteriormente se formuld la hipétesis de que esta auto-represion es mediada por los
mismos elementos de DNA que son reconocidos y unidos por Rep para iniciar la
replicacion viral, los “iterones” (Arglello-Astorga et al, 1994; a; b). Esta hipoétesis fue
luego confirmada experimentalmente en varios sistemas, incluyendo TGMV, BGMV y
TYLCSV (Eagle et al., 1994; Eagle y Hanley-Bowdoin, 1997; Brunetti et al. 2001).

El analisis funcional de los promotores Rep ha demostrado que éstos poseen
propiedades muy variadas, las cuales dependen del virus del cual provienen. Por
ejemplo, el promotor Rep de PHV fue examinado en plantas transgénicas de tabaco,
y se encontré que es capaz de dirigir la expresion de un gen reportero a niveles que
van de bajos a moderados, dependiendo del estado de desarrollo de la planta; esa
expresion estd restringida al tejido vascular y a los meristemos (Ruiz-Medrano,
1996). El promotor equivalente del virus Taino del moteado del tomate (ToMoTV)
dirigié también una expresion especifica de tejido vascular en plantas de tabaco
transgénicas, que fue de 10 a 40 veces menor al nivel de actividad del promotor 35S
(pr35S) del virus del mosaico de la coliflor (CaMV, un caulimovirus) (Ramos et al.,
2004). En constraste, el promotor Rep del virus Multan del enrollamiento de la hoja
del algodon (CLCuMV) de la India, parece funcionar como un promotor constitutivo

en plantas y es 4 o 5 veces mas fuerte que el promotor 35S de CaMV, lo que lo
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convierte quizads en el promotor natural mas potente que se ha caracterizado en
sistemas vegetales (Xie et al., 2003).

Pocos son los estudios que se han orientado a delimitar en forma detallada los
elementos especificos que determinan las propiedades de los promotores Rep. Uno
de estos elementos reguladores, la llamada “caja G” (CACGTG), se encuentra
conservada en posicion y secuencia en todos los begomovirus de América (Argtello-
Astorga et al., 1994 a; b). La mutacion experimental de la caja G presente en la IR
del virus del mosaico dorado del tomate (TGMV) provoco una disminucion drastica
de la actividad del promotor Rep, indicando que este elemento es crucial para activar
la expresion temprana de este virus y quizas también la de todos los begomovirus de
este continente (Eagle y Hanley-Bowdoin, 1997). Los promotores Rep de
begomovirus del Viejo Mundo (VM), que carecen de un elemento homologo a la caja
G, no han sido estudiados tan detalladamente. Sin embargo, se reporto
recientemente el analisis funcional de variantes truncadas del promotor Rep de
CLCuMV, en el que se descubrié que una secuencia de 35 pb en la regién -146/-112
contribuye de modo particular a la excepcional fuerza de este promotor (Xie et al.,
2003). Esa secuencia incluye tres elementos conservados (identificados en este
estudio; ver mas adelante), ninguno de los cuales es homélogo a la caja G de los

begomovirus americanos.

Regulacién de los genes tardios: descubrimiento de un silenciador viral

En uno de los primeros trabajos en los que se examind de modo sistematico a
los promotores de un begomovirus (ACMV), se realizaron experimentos para
determinar si alguna de las proteinas virales interviene en su regulacion. Para ello, se
cotransfectaron construcciones en los que diferentes promotores virales dirigian la
expresion del gen reportero GUS y vectores que expresaban a cada uno de los
genes virales bajo el control del pr35S. Estos experimentos Illevaron al
descubrimiento de que el producto del gen TrAP incrementa la actividad de los
promotores de CP y NSP (Haley et al., 1992). Otros investigadores llegaron a una

conclusion similar analizando los promotores de TGMV (Sunter y Bisaro, 1991,
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1992). Estos hallazgos permitieron establecer la funcion de TrAP como un regulador
de la transcripcion de los genes tardios CP y NSP.

Debido a que los estudios iniciales de los promotores tardios fueron realizados
en protoplastos, en los que su actividad fue apenas detectable en ausencia de TrAP,
se supuso que el mecanismo por el cual esta proteina viral regula la expresion
génica debia ser muy sencillo: basicamente, un proceso de activacion por la unién de
TrAP a secuencias especificas del promotor y la posterior interaccion de la proteina
con la maquinaria transcripcional del hospedero. Esta idea tuvo que ser descartada
una vez que se analizaron las primeras plantas transgénicas con construcciones que
incluian promotores CP de begomovirus. Ruiz Medrano (1996) observé que plantas
de tabaco portadoras de un transgén compuesto por el promotor CP truncado de
PHV, y la secuencia codificante del gen GUS, presentaban una fuerte actividad del
gen reportero en tejido vascular, en ausencia completa de TrAP y cualquier otro
factor viral. Lo mismo se encontré en plantas con construcciones que contienen a
otro promotor tardio, BV1 (NSP) fusionado a GUS (Ruiz-Medrano, 1996). Por otra
parte, Sunter y Bisaro (1997) al examinar plantas de Nicotiana benthamiana
portadoras de un transgén con el promotor CP truncado de TGMV, encontraron
también una elevada expresion del gen reportero en el floema, en ausencia de
infeccién alguna. Estos trabajos mostraron claramente que los promotores CP de
begomovirus contienen secuencias que son reconocidas por factores activadores
presentes en las células del tejido vascular. Este hallazgo sugeria que los genes CP
y NSP podrian expresarse en el floema en las etapas tempranas de la infeccion, lo
cual no tenia mucho sentido; esas observaciones contradictorias fueron finalmente
explicadas con el descubrimiento de un elemento silenciador, localizado mas arriba
del limite 5’ de los promotores CP truncados que fueron examinados en los estudios
mencionados. En ambos casos los investigadores observaron que plantas portadoras
de una construccién con el promotor CP completo no expresaban al gen reportero en
ningun tejido cuando TrAP estaba ausente. Sin embargo, cuando estas plantas
fueron infectadas con el virus silvestre (PHV o TGMV, segun el caso), la expresion

de GUS se pudo observar tanto en el tejido vascular como en mesdfilo. Estos
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resultados llevaron a la conclusion de que debia existir un elemento silenciador arriba
de los promotores CP truncados. En el caso de TGMV dicha secuencia silenciadora
pudo ser mapeada en un fragmento de aproximadamente 300 pb, flanqueado por los
sitios de restriccion Nhel/BamHlI, y localizado en la regiéon genémica que codifica a la
misma proteina TrAP y una pequefia porcion de la proteina Rep. Esta secuencia de
300 pb fue capaz de reprimir, en el tejido vascular, la actividad del promotor CP
truncado, tanto cuando se coloc6 en posicion 5 como en 3’ respecto al mismo. El
silenciador no mostro tener un efecto sobre ningun otro promotor del componente A,
sino que parece reprimir en forma especifica al promotor CP por un mecanismo no
conocido (Sunter y Bisaro, 1997). El silenciador de PHV no ha sido todavia mapeado,
pero puesto que el elemento analogo de TGMV reside en una region codificante, en
la que las variaciones de secuencia estan mas restringidas que en regiones no
codificantes, es razonable suponer que dicho elemento regulador puede estar bien

conservado, tanto en secuencia como en posicion relativa, en todos los begomovirus.

Delimitaciéon de los elementos que responden a TrAP.

En el estudio de Sunter y Bisaro (1997) se demostré que TrAP es necesaria
para la activacion del promotor CP en células de mesofilo, y para la desrepresion del
mismo en células del floema, sugiriendo que esa proteina viral interactia con
factores celulares especificos de tejido para hacer posible la expresién de CP por
diferentes mecanismos. La siguiente cuestion a resolver fue la identificacién de las
secuencias virales que median estas acciones de TrAp sobre los promotores tardios.
Una serie de observaciones han mostrado claramente que la funcion del
transactivador viral no es especifica de virus, ya que la proteina de un begomovirus
es capaz de activar promotores CP de otros virus del mismo género. Por ejemplo, se
ha demostrado que los genes TrAP de ACMV, TPV (virus texano del chile), SLCV
(virus del enchinamiento de la hoja de la calabaza), TYLCV y TGMV, son
funcionalmente intercambiables entre ellos (Sunter et al., 1994; 1997; Saunders y
Stanley, 1995; Sung y Coultts, 1995). La ausencia de especificidad funcional sugiere

gue los promotores tardios de la mayoria, si no es que todos los begomovirus,
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contienen una 0 MAs secuencias conservadas que son reconocidas, directa o

indirectamente, por el transactivador viral.

En un intento por identificar tentativamente las secuencias blanco de TrAP,
Arguello-Astorga et al. (1994a) analizaron la region intergénica de los geminivirus
entonces conocidos, con un enfoque comparativo “filogenético-estructural”. Como
resultado de ésto, se identific6 a un elemento de secuencia que se encuentra
conservado en los promotores CP y NSP de la mayoria de los begomovirus del VM y
en una parte de los del Nuevo Mundo (NM), lo cual sugeria una funcién potencial
como elemento de respuesta a TrAP. Esta secuencia, con el ndcleo octamérico
GTGGTCCC, se denominé el “Elemento Tardio Conservado” o CLE (por sus siglas
en inglés).

Para examinar la hipotesis del CLE como un blanco funcional de TrAP se
realizaron dos clases de experimentos. Los primeros consistieron en realizar
mutaciones dirigidas de tres elementos con el ndcleo GGTCC presentes en una
version del promotor CP de PHV, truncada en la posiciéon —115, y cuya actividad es
potenciada por TrAP. La mutacion del CLE mas proximal al gen CP abolié
practicamente la respuesta a ese transactivador viral, en tanto que la mutacion de los
dos elementos mas distales disminuyé el nivel de inducibilidad, pero sélo
parcialmente (Ruiz-Medrano et al., 1999; Monsalve- Fonnegra, 2002). Estos
experimentos de “pérdida de funcion” demostraron que los CLEs son necesarios para
la activacion por TrAP, pero no prueban que ellos son suficientes para conferir al
promotor la capacidad de responder a TrAP. Por lo tanto, se realiz6 un segundo tipo
de experimentos, en los que se utilizaron construcciones con oligonucleotidos
sintéticos que incluian una o dos copias del CLE, fusionados a diferentes versiones
truncadas del promotor 35S, -90/+1 y —46/+8. Estas construcciones CLE-t35S-GUS
fueron transfectadas por biobalistica a hojas de tabaco y chicharo, junto con
plasmidos que expresaban la proteina TrAP de PHV, observandose una clara
transactivacion del gen reportero en todos los casos; esto demostré que el CLE es
necesario y suficiente para mediar la accion de TrAP sobre un promotor heterélogo

(Ruiz-Medrano et al., 1999). Un estudio posterior, en el que se analizo el nivel de
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transactivacion de promotores quimeéricos con 1 o 2 copias del CLE, mostr6 de modo
concluyente que la duplicacion del elemento resulta en un mayor nivel de activacion

por TrAP (Monsalve-Fonnegra, 2002).

La participacion del CLE en el proceso de activacion de los promotores tardios
de otros begomovirus no ha sido confirmada por otros grupos de investigacion,
aungue en un estudio reciente del promotor CP de TGMV se demostré que una
secuencia de 18 pb (region -125/-107), que incluye al unico CLE presente en ese
promotor, contiene un elemento de respuesta a TrAP (Sunter y Bisaro, 2003). Por
otra parte, es un hecho que el CLE no estd presente en la IR de todos los
begomovirus; sin embargo, los promotores que contienen CLE y los que no lo tienen
son funcionalmente equivalentes como lo indica la observacion de que los
promotores tardios de BGMV (Virus del mosaico dorado del frijol) que no cuentan
con CLE, son transactivados por la proteina TrAP de TGMV, en tanto que la proteina
de BGMV también transactiva los promotores tardios de TGMV. La conclusion es
gue en los promotores de estos virus deben existir secuencias funcionalmente
equivalentes que responden al transactivador heterélogo (Quin y Petty, 2001).

En un estudio mas reciente, Sunter y Bisaro (2003) demostraron que las
secuencias requeridas para la transactivacion del promotor CP de TGMV se
encuentran dentro de los primeros 125 pb del mismo, y que uno o méas elementos
requeridos para la activacion por TrAP se encuentra en la region -125/-107, ya que
su delecion abolio la inducibilidad del promotor por TrAP. Esta region de 18 pb
contiene el CLE; sin embargo, experimentos en los que se fusioné dicha secuencia a
un promotor minimo heterdlogo, mostraron que ella por si sola no confiere la
capacidad de responder a esa proteina viral, indicando que el proceso de
transactivacion involucra secuencias adicionales, las cuales fueron luego mapeadas
en la regién —96/-60. Una observacion interesante es que esta region reprime la
expresion basal del promotor CP cuando TrAP no esta presente. Otra observacion
importante de este estudio, es que la delecion parcial del CLE presente en la region
activadora (-125/-107), en el contexto del promotor CP truncado (—657), no afecto la

capacidad del promotor de ser transactivado por TrAP (Sunter y Bisaro, 2003). Esto
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sugiere, entre otras explicaciones, que existe mas de un elemento de respuesta a

dicha proteina viral en el promotor (Sunter y Bisaro, 2003).

Mecanismos de accion de TrAP

Los estudios de promotores CP de begomovirus han mostrado que las
secuencias localizadas en la region intergénica son capaces de dirigir la transcripcion
de los genes tardios en el tejido vascular, independientemente de cualquier proteina
viral. Sin embargo, estas actividades potenciales del promotor son normalmente
reprimidas en ausencia de TrAP, por la accion de un silenciador especifico de
promotor. Estas observaciones sugieren que la transactivaciéon de los promotores
tardios podria ocurrir por al menos dos mecanismos diferentes: por desrepresion en
el floema y por activacién en otros tejidos como el mesdfilo. Puesto que TrAP
interviene en ambos procesos, se concluye que esa proteina viral funciona como un
desrepresor/ activador especifico de tejido.

No se sabe con certeza si TrAP actla solo o requiere la presencia de factores
del hospedero para interactuar con el CLE y secuencias analogas como un complejo
transcripcional. Sin embargo, se ha demostrado en ensayos de union al DNA in vitro
gue el transactivador de TYLCV (Virus del enchinamiento y amarillamiento de la hoja
de tomate) y de PYMV (Virus del mosaico y amarillamiento de la papa) se unen
preferentemente a DNA de cadena sencilla, y de un modo inespecifico,
independiente de la secuencia (Noris et al., 1996; Sung y Coutts, 1996). En realidad,
no hay actualmente ninguna evidencia de que TrAP se una al CLE o alguna otra
secuencia especifica en DNA de cadena doble (Sunter y Bisaro, 1997, 2003). Por
otra parte, algunos datos experimentales sugieren que uno o mas factores de las
plantas hospederas pueden reconocer al CLE y afectar la actividad del promotor
asociado, ya que plantas transgénicas de tabaco portadoras de construcciones
sintéticas con una o dos copias de ese elemento viral fusionadas a promotores
minimos heterdlogos, expresan el gen reportero a niveles mas elevados y con un
patron tisular diferente al de plantas transgénicas con construcciones idénticas pero

gue carecen de CLEs (Monsalve-Fonnegra, 2002).
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TrAP tiene una estructura modular que consiste de una region amino terminal
de naturaleza basica y una region carboxilo terminal de caracter acidico. La region
central de la proteina se caracteriza por una serie de residuos de cisteinas e
histidinas conservadas que podrian dar lugar a estructuras analogas a los llamados
“dedos de zinc”. Se ha demostrado que una porcion del dominio carboxilo terminal
acidico de TrAP, cuando se fusiona con dominios de union a DNA heterdlogos, es
suficiente para activar la transcripcion en sistemas de levaduras y mamiferos (Hartitz
et al., 1999). Es muy probable que TrAP dirija la respuesta de los promotores virales
a través de interacciones proteina-proteina, de modo analogo a las proteinas
transactivadoras de algunos virus de DNA de mamiferos, como las proteinas VP16
de HSV (herpes virus simplex) y EBNA2 del virus de Epstein-Barr, las cuales se
requieren para la activacion de genes virales y celulares, pero no se unen
directamente al DNA, sino que interactian con proteinas represoras de la célula
huésped (Gester y Roeder,1988; Triezamberg et al., 1988; Kristie et al., 1989).

Se han descubierto recientemente otras propiedades funcionales importantes
de las proteinas TrAP. Por ejemplo, la proteina TrAP del Virus del enchinamiento y
amarillamiento de la hoja del tomate de China (TYLCCV) induce necrosis y es un
supresor activo del silenciamiento génico postranscripcional (PTGS), el cual es un
mecanismo de proteccién de las plantas contra las infecciones virales (van Wezel et
al., 2001; 2002). En congruencia con esos resultados, se ha demostrado que la
sobre-expresion de proteinas TrAP de TGMV y BCTV (Beet curly top virus, un
curtovirus) aumentan la susceptibilidad de plantas transgénicas a infecciones virales
(Sunter et al., 2001; 2003).

Algunas interrogantes en el campo de la regulacion de genes tardios de
begomovirus.

Varias preguntas acerca del control de los genes tardios de begomovirus
esperan todavia respuesta. Entre las mas importantes se encuentran las relativas al
tamafio del silenciador, y la naturaleza de los factores represores que interactian con
el mismo, pues es muy probable que sus dimensiones sean bastante inferiores a los

300 pb en los que dicho silenciador ha sido mapeado en el caso de TGMV. La
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delimitacion mas precisa de este elemento hara posible un analisis detallado del
mismo, que sera importante tanto para definir las secuencias que son criticas para su
funcién, como para lograr el aislamiento de los factores del huésped que interactian
con las mismas.

Otras preguntas se relacionan con la observacion de que los transactivadores
de begomovirus no relacionados pueden complementarse funcionalmente, a pesar
de que tales virus presenten muy pocas similitudes en las secuencias de sus
regiones intergénicas: ¢reconoce el transactivador varias secuencias especificas de
DNA?; ¢ existen caracteristicas comunes a los promotores tardios de begomovirus de
diferentes continentes?; ¢por qué el CLE parece mediar la respuesta a TrAP en
ciertos begomovirus, como PHV, pero no en otros, como TGMV?; ¢qué secuencias
son el blanco funcional de TrAP en los begomovirus que carecen de CLEs, como
BGMV?.

Finalmente, persisten otras cuestiones mas especificas relacionadas a los
CLEs de PHV, tales como ¢ qué tanto puede incrementarse la respuesta a TrAP de
un promotor mediante el aumento del numero de copias de ese elemento? ¢ese
efecto se da de igual manera y al mismo nivel en sistemas de expresion transitoria y
en sistemas de expresion estable?. Algunas de estas preguntas se pretenden
contestar en el amplio proyecto de investigacion en el cual se enmarca el presente

trabajo.
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Objetivos

Objetivo general

El propésito global del proyecto de investigacion en el cual se enmarca el
presente trabajo, es obtener una mejor comprension de la organizacion funcional de
los promotores tardios de los begomovirus, utilizando para ello un doble enfoque,
tanto experimental como teodrico. Por una parte, delimitando y caracterizando los
elementos reguladores del promotor CP del virus Huasteco del chile (PHV), como
modelo experimental de esos promotores tardios; y por otro lado, desarrollando un
analisis filogenético-estructural de los promotores de los begomovirus conocidos, a
fin de identificar elementos comunes y arreglos modulares conservados (CMAS), que

guien futuros estudios experimentales de esos promotores virales.

Objetivos Especificos
- Generar construcciones que hagan posible el mapeo fino del elemento silenciador
del promotor CP de PHV.

- Construir vectores con promotores quiméricos TGMV-Sil/PHV-CP, en los que pueda
determinarse experimentalmente si el silenciador de TGMV puede reprimir al
promotor CP de un virus no relacionado.

- Generar vectores de expresion transitoria y vectores binarios para la transformacion
estable de plantas, con promotores sintéticos que contengan un namero variable de

copias del CLE.

- Desarrollar un analisis comparado de la region intergénica de 120 begomovirus,
para identificar potenciales elementos reguladores y trazar relaciones evolutivas

entre diversos linajes virales.
- Construir vectores de expresion transitoria y estable que contengan algunos de los

modulos complejos conservados identificados en el analisis comparado, para

determinar experimentalmente sus propiedades reguladoras.
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Materiales y Métodos

Analisis de secuencias

Las secuencias genomicas de los virus PHV (No. de acceso X70418) y TGMV
(No. de acceso K02029) fueron obtenidas del banco de datos del NBCI (National
Center for Biotechnology Information). Las secuencias de la region intergénica de los
begomovirus mencionadas en Fauquet et al. (2003) fueron obtenidas del GenBank,
accesible a través de PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). Para el
analisis filogenético-estructural de la region intergénica (IR) se gener6 un banco de
datos especifico para la IR de cada uno de los 120 begomovirus fue editada a partir
de las secuencias gendémicas completas disponibles en el GenBank. En muchos
casos, la RI fue dividida en varios segmentos, utilizando algunas secuencias
invariantes, como la caja TATA del gen Rep y el elemento tallo-asa del origen de
replicacion, como puntos de referencia para hacer las divisiones. Esta subdivision de
la IR permiti6 una comparacion mas apropiada de regiones gendmicas homodlogas
entre virus de diferentes continentes, utilizando el programa MegAlign de DNAstar,
gue utiliza los métodos alternativos Jotun Hein y Clustal para alinear las secuencias
comparadas. Los alineamientos generados de esa manera fueron la base de datos
utilizada para realizar el analisis filogenético-estructural, en el cual se lleva a cabo
primeramente una separacion de las secuencias comparadas de acuerdo a los
linajes reconocidos, y se procede a la identificacion de elementos conservados
dentro de cada uno de ellos; en una fase posterior esos elementos se comparan
entre si, ajustando gradualmente las similitudes entre lineas de descendencia hasta
obtener un sistema de equivalencias robustas, que permita definir las verdaderas
relaciones de homologia, las cuales pueden o no corresponder a similitudes
significativas a nivel de secuencia nucleotidica (Arguello-Astorga y Herrera-Estrella,
1996; 1998).
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Oligonucledtidos y plasmidos

La sintesis de los oligonucleotidos utilizados en este trabajo fue realizada por

Invitrogen (Accesolab); sus secuencias son descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para la generacién de los vectores de

expresion.

Nombre

oligonucledétido

de

Secuencia

SMC 1

5’ -ctcgaggcctggatccgtcgacgctagctctagagggeccggg-3’

SMC 2 5’ -aattcccgggccctctagagctagcgtcgacggatccaggcectcgaggtac-3’
Sil-100 5’ -caaagtactgtcgacttcttccatggtgacgtagatggc-3’

Sil-140 5’-aaacccgggtcgactacgtcgtatctgtctctttge-3’

DGRSAR-Rev 5’-gagtctagacggcagatcwgctagaggagg-3’

A-3CLE 5’-agcttgactagtggtccccgctagcagtggtcccaaggcectagtggtcccgttaact-3’
A-3CLEcomp 5’-ctagagttaacgggaccactaggccttgggcaaactgctagcggggaccactagtca-3’
B-3CLE 5’-agcttaagtggtggtcccccaagatctagtggtccccatatgagtggtcccagtactt-3'
B-3CLEcomp 5’-agctaagtactgggaccactcatatggggaccactagatcttggggaccactta-3’
CLE-G 5’-agctttgtcgacaagtggtccctttcacgtggcatgcaagtggtcccaggegcect -3’
CLE-Gcomp 5’-ctagaggcgcctgggaccacttgcatgccacgtgaaagggaccacttgtcgacaa-3
T-CLE 5’-agctttgtcgacaccggatggccgcegcgattttttaagtggtccccgttaact-3’
T-CLEcomp 5’-ctagagttaacggggcaaacttaaaaaatcgcgcggccatccggtgtcgacaa-3’

Los oligonucleétidos complementarios, que requieren aparearse para formar

DNA de cadena doble que puede entonces clonarse en plasmidos, se disefiaron de

manera que al ser apareados generaran extremos cohesivos Hind Ill y Xba I, y se
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pudieran insertar en los vectores binarios pBI46S y pBI90S, excepto en el caso de
los oligonucledtidos SMC 1 y 2 (que se usaron para generar el polilinker), que
contienen extremos Kpn | y Eco RI. Los iniciadores Sil100 y Sil140, utilizados en
reacciones de PCR para obtener los fragmentos del silenciador mas pequefios,
contienen un sitio Sal | en su extremo 5.

Los oligonucleotidos fueron apareados para formar DNA de doble cadena
siguiendo el procedimiento recomendado por Sambrook y Russell (2001), en cual se
describe a continuacion:

Buffer de apariamiento 1X (Tris 20mM pH7.5, MgCl, 10mM y NaCl 250mM)

Loa solucipon “stock” de los oligonucledtidos se preparo a una concentracion
de 2um/ul

El apariamientoo se realiz6 en el bufer 1X. la concentracién final de los
oligonucledtidos fue de 250ng/pul cada uno. La solucién se coloca en un bafio a 75°C
se deja bajar la temperatura, cuando llega a 55°C se mantiene a esa temperatura por
2 horas, posteriormente se deja a temperatura ambiente y finalmente se almacena a
4°C.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados para la generacion de las construcciones del
presente trabajo fueron los siguientes:
pB146S y pBI90S: vectores binarios que contienen las versiones minima (-46/+8) y
truncada (-90/+1) del promotor 35S de CaMV, colocado corriente arriba del gen
reportero GUS, y el terminador nos (Arguello-Astorga, 1996)
pCP693GUS: es un vector de expresion transitoria que contiene el cassette GUS-nos
fusionado a los ocho primeros codones del marco de lectura abierto (ORF) de la
proteina de la capside (CP) y dirigidos por el promotor CP truncado en la posicién —
693 respecto al coddn de inicio del gen CP (Ruiz-Medrano et al. 1999).
pBS (pBluescript Il SK+) (vector de clonacion de Stratagene, Inc.).
pBI121: vector binario que incluye un cassette de expresion con el promotor 35S
completo del virus del mosaico de la coliflor, fusionado al gen GUS (Jefferson et al.,
1989).
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Construccion y verificacion de los vectores

La construccion de los plasmidos pBS503Sil y pBS248Sil usados para
incrementar la cantidad del fragmento y conferirle nuevos sitios de restriccion, se
obtuvo mediante la clonacion de los fragmentos de 503 y 248 pb en pBS, que se
obtuvieron a partir de un pladsmido que contiene el genoma de PHV A completo; y la
construccién de los vectores pBS300SiITGMV y pCP698GUS300SIITGMV, se obtuvo
clonando el fragmento silenciador de 300 pb que se obtuvo a partir de un plasmido
gue contiene el genoma de TGMV A completo en pBS.

Para generar los vectores para analisis de expresion transitoria pCP693Sil503,
pCP693Sil248, y pCP693TSil300, los fragmentos de 503 pb, 248 pb, de PHV, y 300
pb de TGMV, fueron insertados en el plasmido pBS-CP693B y pCP693Sil140,
pCP693Sil100 fueron generados clonando los fragmentos de140 pb y 100 pb de PHV
el vector pCP693*GUS (modificacion de pCP693GUS). Los vectores pBI3CLE46S,
pBI3CLE9OS, pBI46S-CLE/G, pBI46S-T/CLE, pBI90S-CLE/G y pBI90S-T/CLE,
fueron generados insertando cada uno de los oligonucleétidos (A-3CLE, CLE-G y T-
CLE) corriente arriba de los promotores (46S, 90S) de los vectores pBI46S y pBI90S.
los correspondientes vectores para analisis de expresion transitoria pBS3CLE46S,
pBS3CLE9OS, pBS46S-CLE-G, pBS46S-T/CLE, pBS90S-CLE-G, pBS90S-T/CLE,
pBS35S se obtuvieron clonando sus respectivos casetes de expresion en el caso de
3CLE9OSGUS, 90S-CLE-G, 90S-T/CLE y 35SGUS en pBS, y en el caso de
3CLE46SGUS, 46S-CLE-G, y 46S-T/CLE, se clonaron en pBS35SGUS.

La verificacion de las diferentes construcciones se hizo por analisis de
restriccion y/o secuenciacion. La verificacion de  pBS503Sil y pBS248Sil y
pBS300SiITGMV se hizo mediante un analisis de restriccion con Apa I/Xba I, Apa
I/Pst I, y Bam HI/Nhe | respectivamente; para los vectores pCP693Sil503,
pCP693Sil248, y pCP693TSil300, se realizdé el mismo procedimiento utilizando Eco
RI/Bam HI para las primeras dos y Bam HI/Nhe | para la tercera; pCP693Sil140 y
pCP693Sil100 fueron analizadas utilizando las enzimas Sty I/Kpn | y Sty |
respectivamente y se secuenciaron. El escrutinio de pBI3CLE46S y pBI3CLE9OS se
realizo con Nhe I, y para pBS3CLE46S y pBS3CLE9OS con Hind Ill y Sac I,
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pBI3CLE46S y pBI3CLESOS tambien fueron secuenciadas; para verificar pBS35S,
se extrajo el casete de expresion usando Hind Il y Eco RI, o Hind Ill y Sac I. el
escrutinio de pBI46S-CLE/G, pBI46S-T/CLE, pBI90S-CLE/G y pBI90S- T/CLE se
realizo comparabdo su patrén de restriccion respecto a los plasmidos solos al
digerirlos con Avall; pBS90S-CLE/G, pBS90S- T/CLE, pBS46S-CLE/G y pBS46S-
T/CLE se verificaron utilizando las enzimas Hind Il y Eco RI para las primeras dos y
Hind Il y Sac | para las dos restantes.

Los vectores con 6 CLEs (pBI6CLE46S y pBS6CLE46S), se obtuvieron
digiriendo los vectores pBI3CLE46S, y pBS3CLE46S con Hind Il donde se clono el

oligonucleotido B-3 CLE. Para el escrutinio se utilizo la enzima Sca I.

Aislamiento y manipulacion enzimatica del ADN

La extraccion de ADN plasmidico y la transformacion de células competentes
de Escherichia coli, se realizaron de acuerdo a procedimientos estandar (Sambrook y
Russell, 2001); la transformacion por electroporacion de Agrobacterium tumefaciens
se realiz6 como lo describen Gelvin y Schilperoot (1997); se utiliz6 un aparato de
electroporacion Electro Cell Manipulator ECM 630, y las condiciones de
electroporacion fueron de 25uF, 400Q con un pulso de 2.5KV. Para la purificacion del
DNA se utilizaron los kits comerciales Wizard SV Gel and Clean-Up System de
Promega , QIQquick PCR purification kit, y QIAquick Gel Extraction kit de QIAGEN,
los cuales fueron utilizados segun las recomendaciones del proveedor. Las enzimas
de restriccion Apa I, Eco RI, Bam HI, Xba I, Nhe I, Pst I, Kpn I, Spe |, Sally Smal l, y
la Ligasa de T4 fueron de Invitrogen, inc.; Hind Ill, Sac | y Xba I, de Promega; Ava ll,
Nhe | y Sty I, de New England BioLabs.

El procedimiento para generar extremos romos con el Fragmento Klenow de la
polimerasa fue el siguiente:
- DNASs con extremos cohesivos 5’
800 ng DNA
2 pl Buffer 10X
1 ul dNTPs (10 mM)
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1 pl Klenow (2 U/pl)
H,O destilada estéril para 20 ul de volumen de reaccion
20 min a 37°C

- DNAs con extremos salientes 3’
800 ng DNA
2 pl Buffer 10X
1 pl Klenow (2 U/ul)
H,O para 20 ul de volumen de reaccion
5 minutos a 37°C, y luego adicion de 1 pl dNTPs (10 Mm).
15 minutos a 37°C

PCR

Para la amplificacion de los fragmentos que contienen los segmentos del
silenciador de 140 y 100 pb se utilizé un termociclador TouchGene (Techne), y un
protocolo con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 2 min a 94°C, 35
ciclos de amplificacion de 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C, y 1.5 min a 72°C, con una

extension final de 5 min. a 72°C.
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RESULTADOS

A.- Construcciones para delimitar el silenciador de PHV

A.1- Identificacion de la regién de PHV homodloga a la region silenciadora de
TGMV

Considerando la importancia de su funcion, es razonable suponer que el
segmento gendmico que funciona como silenciador en TGMV debe estar
conservado, al menos en su posicion dentro del genoma, en todos o la mayoria de
los begomovirus. Por lo tanto, el primer paso para delimitar el silenciador de PHV fue
localizar en este virus la regibn gendémica que es homologa al segmento con
propiedades de silenciador de TGMV. Esto se llevo a cabo a través de la
comparacion de las secuencias de ambos geminivirus utilizando el programa
MegAlign de DNAStar, que permitio identificar la region de PHV que es equivalente al
segmento Nhel/ BamHI de TGMV. Como puede apreciarse en la Figura 2, éste ultimo
comprende una secuencia que inicia 63 nucledtidos arriba del codon de inicio de
TrAP (nt. 1660 en la secuencia publicada, # de acceso: K02029) y termina en los
codones 81-82 (nt.1356) del mismo gen. La region homodloga de PHV (que
denominaremos “HSil” de aqui en adelante) empieza 56 nt arriba del codon de inicio
de TrAP, y termina en el codon 88 del gen. Los sitios Nhel y BamHI de TGMV no
existen en PHV, aunque en éste ultimo, un sitio Apa | se encuentra adyacente al
extremo 5" de la region de homologia. Otros sitios de restriccion relevantes también

se indican la Figura 2.

A.2- Obtencion de fragmentos de tamafio decreciente de la potencial region
silenciadora de PHV

Uno de los principales objetivos del proyecto de investigacion del que forma
parte el presente trabajo, es delimitar la secuencia minima que funciona como
silenciador en PHV. Dado que este virus no posee un sitio de restriccion unico
cercano al extremo 3" de la potencial region silenciadora, analogo al sitio Bam HI de

TGMV, decidimos utilizar como segmento inicial a un fragmento nativo de PHV de

32



Rosa Gémez Castafion
Tesis Maestria-

hpa I
PHV-5il GEECCCCCAGTCTTCCT ATARAGACTACCTC AGC CAAL AL

TEMY-5il GCTAGCTATARAGTTTTCC TCEAC AR AGAG
lhe T

ARAAATAGGAGCCTCAATGACT GGGTCCARRADRARC GCCA
GAAARCAC TCCACTAAAGARCT GCACTTT CCATAAT GCGA

TCTACGTCACCAT CHAAGAAGC TATCTTC ACCACC G GAAG
AATTCGTCTTCCTCAA————— CTCCCCCCTCTATCAAMGT

TCARRCTT CGCCATAGATTTGC ARAGAGACAGATAC GACE
TCAR——CACAGAGCAGCTAAAC GAAGAGE TAT -TAGAAGG

TAGAAGGATTGATCT CGCTTGC GG CTGTT CAATTTATATA
C-GACGAATTGACCT GAACTGT GGCTGTT CCATATACATT

CEIETTEECTGTGTTEEEBBTGGEITTECGCECCGGG?EEI
CACATCGACTGCAGARACAATGGATTCAC GCACAGG GGAL
st I
CCCATCACTGCAGCT CAAGCAG CGRAATGECGTTTTTATCT
CCTATCACTGTGCCT CAAGCAGAGAATGGCGT CTATATCT

GEEAGCTT CGAAATC CCCTATATTTCARARTACGGC TAGT
GoEAGATAACARATC CCCTCTATTTCARGATAATCAGCGT

GEAGACGC CAATGTACACACGC AGCCGEGTATTTC ACATT
AGAGGATCC

Bam HT

CAAGT CAGAGCAADNC CACARCATGAGGAC AGCGTTGGGTC
TCCACAAAGCCTACT TCAACTT CCAAGTC TEGACGACGTT

GACGACGATTTCTGHGCAGATT TACTTAAATAGATT TALA

¥ba T
TTGCTTGT CATGTTTTATCTAGA

Figura 2. Alineamiento obtenido por el método Clustal (DNAStar) de la region de 300
pb que contiene el silenciador de TGMV (en azul) con la region homéloga en PHV
(en negro). Los sitios de restriccion se indican en rojo: Apa |, Pst I, Kpn 1y Xba | para
PHV, y Nhe | y Bam HI para TGMV; el codon de inicio esta indicado en azul claro, y
las regiones de homologia estan marcadas en amatrillo.
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503 pb (Apal/Xbal) que contiene toda la regién de homologia (HSil) con el silenciador
de TGMV, y unos 200 nt adicionales, es decir, la totalidad del gen TrAP y parte del
gen REn (ver Figura 3). A partir de este fragmento genOmico, que muy
probablemente contiene al silenciador completo, planeamos generar otros de menor
tamano, que luego se examinaran en sistemas de expresion transitorios o estables, y
de ese modo delimitar con mayor precision la localizacion de ese elemento
regulador. El segundo fragmento (248 pb) de la serie decreciente planeada, esta
limitado por los sitios Apa | y Pst | (Figuras 2 y 3), por lo que su aislamiento no
representd en principio mayor dificultad; sin embargo, para obtener fragmentos de
menor tamafo fue necesario seguir una estrategia diferente, debido a la ausencia de
sitios de corte apropiados (ver mas adelante).

El fragmento de 503 pb se obtuvo a partir del vector pARA (el cual contiene al
genoma A de PHYV, clonado en pBlueScript) digiriéndolo con las enzimas Apa | /Xba
I, y se subclon6é en el vector pBlueScript SK+ (que para simplificar denotaremos
“pBS” de aqui en adelante) con lo cual se genero el plasmido pBS503Sil (Figura 4a).
El fragmento de 248 pb se obtuvo a partir de este ultimo plasmido por digestion con
las enzimas Apa | y Pst I; el fragmento se aislo del gel y se subcloné luego en pBS,
dando lugar al vector pBS248Sil (Figura 4b). La insercion de los dos fragmentos de
PHV en el vector fue verificada por un analisis de los patrones de restriccion de los
plasmidos recombinantes con las enzimas apropiadas (Figura 4d y 4e).

Para obtener fragmentos mas pequefios del potencial silenciador, se
disefiaron dos oligonucleotidos (“Sil140” y “Sil100”) con extremos a 140 y 98 pb de
distancia, respectivamente, del sitio Apal adyacente al extremo 5" de la region de
homologia con Sil300 de TGMV; estos oligonucleétidos, que incluyen un sitio Sal |
artificialmente creado, fueron utilizados junto con los iniciadores universales prDGR y
prWAR (que corresponden a secuencias conservadas del gen Rep), para amplificar
un segmento de PHV de 700-660 pb (parejas con prDGR) (Figura 5a), o de 450-400
pb (parejas con prWAR) utilizando al plasmido pARA como molde molecular en la
PCR (Figura 5). Los productos de amplificacion fueron digeridos con Apal y Sal |
para producir los fragmentos de 140 y 98 pb, que fueron entonces directamente

clonados en el vector pBS-CP693*GUS (ver méas adelante).
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TrAP REnN
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Homologia Sil-TGMV

Apal Xbal
> 503 pb
- Sal |* 140 pb
*
= Sal | 8 pb

Figura 3. Fragmentos de tamafio decreciente de la region silenciadora potencial de
PHV. Se muestra la regiéon de homologia de PHV con el silenciador de TGMV, asi
como los fragmentos de tamafio decreciente que se eligieron para delimitar la region
del silenciador, y los sitios de restriccion que los delimitan. Los sitios marcados con

asterisco (Sal 1) no se encuentran en la secuencia original, fueron introducidos en los
iniciadores utilizados en la PCR.

a -
= =
d Fr e =
x x
= - e
. LT
2Dl | -
Bam HI 4
[ =
c ¥ ]
L] 7 “ " =
pBSI00 le" e
ST GR

-

= Biloh

i Cp—

Figura 4. Plasmidos con fragmentos derivados de la region silenciadora de PHV y
TGMV. (a) pBS503Sil, el fragmento de PHV de 503 pb delimitado por los sitios Apa |
y Xba |, clonado en pBS; (b) pBS248Sil, el fragmento de PHV de 248 pb delimitado
por los sitios Apa | y Pst I, clonado en pBS; (c) pBS300SIITGMV, el fragmento
silenciador de TGMV de 300 pb clonado en pBS; (d, e, f) analisis con enzimas de
restriccion de los plasmidos antes mencionados; en el gel (d) se muestra la digestion
de pBS248Sil con las enzimas Apa I/Pst | que libera el fragmento de 248 pb, el gel
(e) muestra la digestion de pBS503Sil con Apa I/Xba | que libera el fragmento de 503

pb, y el gel (f) muestra la digestion de pBS300SilTGMV con Bam HI/Eco RI que libera
el fragmento de 300 pb.
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Figura 5. Iniciadores para la obtencion de los fragmentos de 140 y 98 pb del
silenciador potencial de PHV. (a) La figura muestra la regién de PHV que amplifican
los diferentes pares de iniciadores, y el tamafio de los productos de PCR que se
generan con cada uno de ellos; (b) el DNA de PHV fue amplificado con los
iniciadores DGR y Sil 100 o Sil 140 y WAR y Sil 100 o Sil 140; el gel muestra los
productos de PCR amplificados con los diferentes pares de iniciadores, (1) DGR-SI
100, (2) WAR-SIl 100, (3) DGR-SIl 140, (4)WAR-Sil 140 y (5) MPM 1kb.
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A.3- Modificacién del vector pCP693GUS

El plasmido pCP693GUS contiene un cassette de expresion que consta de un
promotor CP de PHV, truncado en la posicion —693 (relativa al codén de inicio del
gen CP), y los primeros 8 codones del mismo gen viral, fusionados en fase con el
gen reportero uidA (“GUS”) de E. coli, mas el terminador del gen nos de
Agrobacterium tumefasciens (Ruiz-Medrano, 1996). Las caracteristicas mas
relevantes de dicho plasmido se ilustran en la Figura 6. Plantas transgénicas de
tabaco que contienen dicho casete de expresion presentan una fuerte actividad del
gen reportero en el tejido vascular, en ausencia de cualquier factor viral, como ya fue
mencionado en la Introduccion. Por lo tanto, este promotor truncado es un buen
sistema para examinar las propiedades silenciadoras de los fragmentos genémicos
de PHV, ya que al colocar a éstos arriba del promotor truncado se espera que la
expresion del gen reportero serd reprimida en las plantas transgénicas, si el
fragmento de PHV contiene un silenciador integro; por el contrario, en aquellas
construcciones en las que el silenciador haya sido afectado por las deleciones
progresivas, el transgén se expresard normalmente en el tejido vascular de las
plantas transformadas.

Los sitios para clonacién presentes en el polilinker situado arriba del promotor
CP693 no resultaban muy dtiles para la subclonacion de los fragmentos
“silenciadores” de PHV y TGMV, razén por la cual se decidié introducir algunas
modificaciones al plasmido pCP693GUS a fin de hacerlo mas versatil como vector
para el analisis de secuencias virales reguladoras. La primera modificacion fue la
eliminacion del sitio Eco RI ubicado al final del terminador nos, a fin de poder utilizar
un segundo sitio que se encuentra en uno de los extremos del polilinker; esta
modificacion se efectué mediante una digestion parcial con Eco RI, seguida de la
generacion de extremos romos con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa |, y la
religacion subsecuente del plasmido. La identificacion de clonas que perdieron el sitio
EcoRI deseado se realizo digiriendo con Eco RI y Pst I. Este plasmido modificado fue
luego digerido con Xbal y Smal, seguido de un tratamiento con Klenow para rellenar

el extremo cohesivo (Xba 1), y religando finalmente al plasmido para generar
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Figura 6. Modificacién del vector pCP693GUS. Diagrama de los sitios de restriccion
gue presentaba inicialmente el vector y sitios eliminados: Eco RI al final del
terminador Nos; y los sitios Xba I, Spe I, Bam HI y Sma | del polilinker .

Xhol Bam HIi NhE | Apal Ecg Ri
%’ —ctcgaggcctggatccgtegacgctagcetctagagggeccggg- 3°
3’ —catggagctccggacctaggqceagcetgcgatcgagatcteccegggeccttaa- 5°
Kpnl Stu l Sal | Xbal

Smal

Figura 7. Polilinker disefiado para incrementar la versatilidad del vector pCP693GUS.
Secuencia nucleotidica del polilinker y sitios de restriccion que contiene (Kpn I, Xho I,
Bam HI, Stu I, Sal I, Nhe |, Xba |, Apa I, Sma |l y Eco RI).
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pCP693*GUS, el cual carece de los sitios Xba I, Spe I, Bam Hl y Sma I, que se
encuentran corriente abajo del gen que codifica para GUS en pCP693GUS (Figura
6). Para completar las modificaciones planeadas, el polilinker original de este
plasmido fue sustituido con un polilinker sintético, que diseflamos para hacer mas
versatil al vector, ahora denominado pBS-CP693B. En la Figura 7 se muestra la
secuencia nucleotidica de dicho sitio multiple de clonacion, que se disefi6 para incluir
los sitios de restriccion requeridos para la facil transferencia de los fragmentos de

PHV y TGMV con potencial funcion silenciadora.

A.4- Generacion de vectores de expresion transitoria con fragmentos de la
region Sil de PHV.

El fragmento “silenciador” de 503 pb se escindié de pBS-Sil503 digiriéndolo
con Apal/Xbal, y subclonandolo en pBS-CP693B (Apal/Nhel) para generar el
plasmido pCP693-Sil503 (Figura 8a). El segundo vector, pCP693-Sil248, se obtuvo
subclonando el fragmento Apal/BamHI de pBS-248Sil en los mismos sitios de pBS-
CP693B. Los fragmentos menores, de 140 y 98 pb, fueron insertados rio arriba del
promotor CP truncado sin necesidad de reemplazar el polilinker de pCP693GUS, ya
gue este plasmido contiene sitios adecuados para la subclonaciébn de esos
fragmentos (Apa | y Sal I); de ese modo, se generaron los vectores de expresion
pCP693-Sil140 y pCP693-Sil100 (Figura 8a). Es importante hacer notar que ademas
de la diferencia en los tamafios de los fragmentos de PHV, hay una diferencia en la
orientacion de los mismos entre pCP693-Sil503 y pCP693-Sil248, por un lado, y
pCP693-Sil140 y pCP693-Sil100, por el otro, pues mientras que los primeros tienen
la orientacion “nativa’ respecto al promotor CP, es decir, con el extremo Apal
proximal al promotor CP, los segundos tienen la orientacion opuesta. Esto se debe a
gue las construcciones con los fragmentos Sil140 y Sil100 se obtuvieron primero en
el vector pCP693*GUS, en el cual el sitio Apa | se localiza en el extremo distal del
polilinker. Esta ubicacion inapropiada del sitio Apal fue luego corregida en pCP693B
por lo que sera ahora muy sencillo subclonar los fragmentos (Apa I/Sal 1) Sil140 y
Sil100 en la misma orientacion que los fragmentos mayores. En cualquier caso, dado

que los silenciadores suelen funcionar en forma independiente de la orientacion, no

39



Rosa Gémez Castafion
Tesis Maestria-

pCPE&93SIl

Sal | Sal | pCPE93TSIl

300

Apal

pCP633Sil pCPE23SIl
140 100

4 i
b o e
B E21E a2
L It [
- B I
H ‘ N o el
I‘l_ e
800 ot ol B i
700 oty e
£ Wl
1 -
1 CPEONSII00 }I&-. )lllll

D CPaRESin40
1|pCPESSS D48 2pCPEaS ST
NpCFREIETSIE00

Figura 8. Vectores de expresion transitoria con los segmentos del silenciador de PHV
y TGMV. (a) esquemas de los vectores de expresion transitoria pCP693Sil503,
pCP693Sil248, pCP693Sil140, pCP693Sil100 y pCP693TSil 300. Se indican los sitios
de restriccion que flanquean las secuencias clonadas en el vector pCP698*GUS; (b)
analisis de restriccion de los pladsmidos pCP698Sil100 y pCP698Sil140 con las
enzimas Sty | y Kpn I/Sty | respectivamente; (c) el gel muestra la digestion de los
vectores pCP698Sil503, pCP698Sil248 y pCP698TSil 300 con las enzimas Eco Rl y
Bam HI para los primeros dos y Bam HI y Nhe | para el tercero, con las que se
liberaron los fragmentos de 248 y 503 pb de PHV, y 300 pb de TGMV. (*plasmido no
digerido).
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anticipamos diferencias significativas en los ensayos funcionales de las
construcciones con orientaciones alternativas de un mismo fragmento viral.

Esta serie de vectores de expresion con fragmentos progresivamente menores
de la region HSIil que hemos generado, si bien pueden ser directamente utilizados en
ensayos de expresion transitoria, seran empleados mas bien en la generacion de
vectores binarios con los cuales se obtendran plantas transgénicas, en las que sera
posible valorar el efecto funcional de los fragmentos HSil sobre el promotor CP693

en los diferentes tejidos vegetales.

A.5- Generacion de vectores de expresion transitoria con promotores hibridos
TGMV-PHV.

Una cuestion interesante que no ha sido todavia resuelta, es la de si los
silenciadores de begomovirus actian especificamente sobre su promotor CP
homdlogo, o son capaces de reprimir promotores similares de otros begomovirus
filogenéticamente distantes. Para responder a esta pregunta, decidimos construir un
vector de expresion con un promotor hibrido (Sil-T)/ CP693 en el cual fuese posible
examinar el efecto del silenciador de TGMV sobre la actividad del promotor CP
truncado de PHV. El silenciador de TGMV fue aislado de un plasmido con 1.5X
genoma A de ese virus (amablemente proporcionado por el Dr. Rivera-Bustamante)
mediante digestion con Nhel/BamHI; el fragmento de 300pb fue aislado del gel y
subclonado en pCP693B usando los mismos sitios de restriccion, generandose asi
pCP693-Sil300T (Figura 8a). EI mismo fragmento de TGMV fue transferido también a
pBS (plasmido pBS-TSil300; Fig 4c), de donde podra ser escindido con diversas
enzimas de restriccion para generar construcciones en las que el silenciador se
encuentre en orientacion inversa respecto al promotor CP693, o pueda ser insertado
3’ respecto al gen reportero, a fin de evaluar todas las propiedades caracteristicas de
un silenciador tipico. El casete de expresion de pCP693-TSil300 sera transferido a un
vector binario para transformar plantas de tabaco, en las que podra determinarse si
el silenciador de TGMV puede reprimir la actividad del promotor CP de PHV en tejido

vascular.
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B- Vectores para evaluar promotores sintéticos con multiples copias del CLE.

B.1- Disefio de oligonucledtidos con tres copias del CLE

En dos estudios previos se pudo establecer que 1 o 2 copias del “Elemento
Tardio Conservado” (CLE), cuyo consenso es GTGGTCCC, son suficientes para que
promotores heterdlogos minimos adquieran la capacidad de ser activados por TrAP.
En esos estudios se observd que los promotores sintéticos con dos copias del CLE
experimentan mayor activacion por TrAP que aquellos con un solo elemento (Ruiz
Medrano et al., 1999; Monsalve-Fonnegra, 2002). Estas observaciones plantean
I6gicamente la interrogante de si se puede incrementar el nivel de activacion por
TrAP de un promotor hasta un limite determinado, mediante la simple multiplicacion
del CLE. De ser asi, podrian diseflarse promotores sintéticos inducibles por
infecciones begomovirales, con distintos niveles maximos de actividad. Para explorar
esta interesante cuestion, se disefiaron y sintetizaron dos oligonucleotidos diferentes
gue contienen tres CLEs como repetidos directos, separados por sitios de restriccion
para diversas endonucleasas (A-3CLE y B-3CLE; Figura 9a). El oligonucleétido A-
3CLE fue disefiado para insertarse rio arriba de dos versiones truncadas del
promotor 35S de CaMV, una que comprende la region -90/+1 (en pBI90S) Yy otra el
segmento —46/+1 (en pBI46S); el oligonucléotido B-3CLE, por otra parte, se disefio
para ser subclonado corriente arriba de A-3CLE en los vectores correspondientes
(pBI9OS y pBI46S).

B.2- Obtencion de los vectores binarios pBISCLE46S y pBI3CLE9OSGUS

El oligo-3CLE, en su forma de cadena doble, posee extremos cohesivos Hind
'y Xba I, y fue subclonado en los sitios Hind Il y Spe | de los vectores binarios
pBI90S y pBI46S (Arglello-Astorga, 1996), generandose los vectores pBISCLE46S y
pBI3CLE9OS (Figura 9 b y c). El escrutinio de potenciales clonas recombinantes se
realizé digiriendo los plasmidos con la enzima Nhel, ya que la insercion del
oligonucledtido introduce un nuevo sitio para esa enzima, Yy los recombinantes se

distinguen de los plasmidos sin inserto por generar un fragmento de 2248 pb (Figura

42



Rosa Gomez Castafion

Tesis Maestria-
a Olige 3-CLE
Hnd Il Spa | fha 1 2| Hpa | #bal
P T A S N |, i
A S-AGCTTGACTAGTGGTCCCOGCTAGCAGTEGGTCCCAMGGCCTAGTGETCCOGTTAACT-3"
Hind [l 11l Mele | Fen | Hind 111
.-'-\.-"1..-"'- _%ﬂ_ﬂ_ .d—H.."rl_E-“ .--'.-"1-.#'\. -"'H.-""_-'
B E'WwWGTGETEEEE':#AE.#TCT#ETEGTtEE'C.ﬁ.TATGAETEﬁTﬂEE#'&T#ETT‘J
Smil

Spe I'

b TLE4
= = =
L C1.¥s
» w =

Eco RI

1ipBECLESS ZpRacLEANS

Figura 9. Vectores binarios 3CLE. (a) Oligonucleotidos 3CLE; los CLEs se destacan
en rojo, y se indican los sitios de restriccibn que se crearon en el oligonucleétido;
(b)casete de expresion de pBISCLE46S y (c) pBI3CLE9QOS; el oligonucleotido 3CLE
se clono en los sitios Hind Il y Spe | de los vectores pBI46S y pBI90S que contienen
los promotores minimo (46S) y truncado (90S) del promotor 35S del CaMV fusionado
al gen reportero GUS; (d) el gel muestra el analisis de restriccion con Nhe |, a los
vectores pBISCLE46S (1) y pBISCLE9OS (2), que origina un fragmento de 2248 pb
(indicado con la flecha), lo que confirma la introduccion de los oligonucleétidos en los
vectores pBI46S y pBI90S, que tienen un solo sitio Nhe I.
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9d). Una clona positiva de cada construccion se secuencio, confirmando su
identidad. Estos vectores binarios se transformaron por electroporaciéon a
Agrobacterium tumefaciens, y seran utilizados para generar plantas transgénicas de
tabaco, en las que se evaluara el nivel y patron de expresion tisular del gen

reportero, tanto en ausencia como en presencia de una fuente de TrAP.

B.3- Obtencion del vector binario pBI-6CLE46S

El oligonucleétido B-3CLE se disefidé con extremos cohesivos compatibles con
sitios Hindlll, pero s6lo uno de ellos (el extremo 5 en la orientacidbn deseada)
regenera la secuencia reconocida por esa enzima, de tal forma que es posible
determinar la orientacion en la que B-3CLE se inserta en el plasmido receptor. Para
generar un vector binario en el que el promotor minimo 35S (-46/+1) tenga corriente
arriba 6 copias del CLE, pBI-3CLE46S se digirié con Hindlll, y el oligo B-3CLE de
doble cadena se ligb a dicho vector. Las clonas recombinantes (pBI-6CLE46S)
fueron identificadas mediante corte del DNA con Scal, y subsecuente electroforesis
de los productos de digestion; B-3CLE, pero no A-3CLE, contiene un sitio Scal, lo
gue permite distinguir facilmente las clonas con y sin inserto. Se obtuvieron varias

clonas positivas, que seran verificadas por secuenciacion.

B.4- Obtencién de los vectores de expresion transitoria pBS-3CLE46S, pBS-
3CLE9OS, y pBS-6CLE46S.

Con el fin de analizar y comparar, en ensayos de expresion transitoria, los
niveles de activacion de los promotores que contienen diferente numero de copias
del CLE, los casetes de expresion de los vectores binarios mencionados se
escindieron enzimaticamente y se aislaron de gel, para ser transferidos
posteriormente a un vector mas pequefio (pBS); el casete de expresion 3CLE-90S-
GUS-Nos del vector pBI3SCLE9OS se extrajo mediante digestion con Hind IllI/Eco RI
y se clondé en pBS en los mismos sitios, obteniéndose asi el vector pBS-3CLE9OS
(Figura 10a); para obtener el vector analogo con el casete de expresion 3CLE-46S-
GUS-Nos fue necesario generar una construccion adicional, ya que pBI3CLE46S

posee un sitio Eco RI adicional entre el promotor y el gen reportero; ese plasmido
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adicional se genero introduciendo el fragmento Hindlll/EcoRI de 2.9 Kb del plasmido
pBl121 (casete de expresion 35S-GUS-Nos) a un pBS modificado, del que
eliminamos previamente el sitio Sac | del polilinker por tratamiento con Klenow. El
plasmido resultante, pBS35SGUS (Figura 10b), fue luego digerido con Hindlll/Sacl
para eliminar tanto el promotor 35S como el gen reportero, y dejando solo al
terminador Nos, flanqueado por el sitio Sac | en su extremo 5°. En este plasmido se
insertd el casete de expresion 3CLE-46S-GUS de pBI46S-3CLE (Hind Ill/Sac 1),
originandose el vector de expresion pBS3CLE46S (Figura 10c). La integridad de
estos nuevos vectores se verificd mediante el analisis de sus patrones de restriccion
(Figura 10 d, e y f). Finalmente, el vector pBS-6CLE46S se gener0 insertando el
oligonucledtido B-3CLE en el sitio Hindlll de pBS3CLE46S, verificandose la
incorporacion del mismo mediante digestion con Scal (Figura 11).

Estos tres nuevos vectores seran utilizados en ensayos de expresion
transitoria (mediante biobalistica y/o transfeccion de protoplastos) para evaluar el
nivel de expresion del gen reportero en presencia o ausencia de una fuente de TrAP,
la cual puede ser un plasmido con el genoma A de PHV o un vector en el que la
expresion del gen TraP sea dirigido por el promotor 35S. Para determinar el efecto
del numero de copias del CLE sobre la actividad de los promotores truncados 35S,
se realizaran experimentos que involucren plasmidos de la misma serie (46S o 90S)
con 1, 2, 3 0 6 copias del CLE y como controles negativos los plasmidos pBS46S y
pBS90S.

C.- Delimitacion tedrica de potenciales elementos reguladores de promotores

tardios y generacidon de vectores para caracterizarlos experimentalmente.

C.1- Identificacion de “médulos complejos conservados” en los promotores CP
y V2

Los CLEs no estan presentes en la Rl de todos los geminivirus que codifican
las proteinas TrAP, como los Begomovirus, Curtovirus y Topocuvirus. Este hecho
sugiere, naturalmente, que deben existir otros elementos de respuesta a TrAP, cuya

identificacion es importante para lograr una comprension mas completa del control
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Figura 10. Vectores de expresion transitoria 3CLE. (a) pBS3CLE9OS, se generd
transfiriendo el casete de expresion 3CLE/90S/GUS/Nos (fragmento Hind IlI/Eco RI)
de pBI3CLE9OS al plasmido pBS; (b) pBS35S, se obtuvo subclonando el casete de
expresion 35S/GUS/Nos (fragmento Hind IlI/Eco RI) de pBI121 en pBS; (c)
pBS3CLE46S, se generod subclonando el fragmento Hind lll/Sac | de pBI3CLE46S en
un vector pBS35S digerido con las mismas enzimas; (d) patrones de restriccién de
dos clonas del vector pPBS3CLE9OS con las enzimas Hind IlI/Eco RI (carriles 2 y 5)
con las que se libera el casete de expresion ([2400 pb), y Eco RI (carriles 3 'y 6) con
la que se lineariza el vector, los carriles 1 y 4 corresponden al plasmido sin digerir;
(e) patrones de restriccion de dos clonas del vector pBS35S (carriles 1 y 4, sin
digerir) con las enzimas Eco RI (carriles 2 y 5) y Hind Ill/Sac | con las que se libera el
promotor 35S y GUS formando un fragmento de poco mas de 2 kb (carriles 3y 6); (f)
digestion de dos clonas de pBS3CLE46S (1 y 4, sin digerir) con Hind Ill/Sac | (2 y 5),
gue libera el casete de expresion introducido ((2200 pb), y Hind lll, con la que se
lineriza el vector (3 y 6).

46



Rosa Gémez Castafion

Tesis Maestria-
Hind il Sca | Hind Il Sca |
b2 |
Gus
PBIBCLE46S | | pPBSECLE46S | |
Sac | Sac |

Figura 11. Vector binario, para expresion estable: (a) pBI6CLE46S Vector de
expresion transitoria: (b) pPBS6CLE46S.

47



Rosa Gémez Castafion
Tesis Maestria-

génico de estos virus. Se plantea asi la necesidad de utilizar enfoques generales
para guiar los esfuerzos orientados a identificar esos hipotéticos elementos de
respuesta a TrAP.

El analisis comparativo de promotores homologos ha mostrado ser una
metodologia de gran utilidad para la identificacion preliminar de secuencias
reguladoras, en toda clase de sistemas biologicos. De hecho, varios elementos
reguladores de geminivirus, como los CLEs y los iterones, fueron inicialmente
identificados a través de esta clase de analisis (ArglUello-Astorga et al., 1994 a, b).
Por esa razdn, nuestro grupo de investigacion emprendid6 un amplio estudio
comparado de la regién intergénica de los begomovirus identificados a la fecha, que
suman cerca de 120 “especies” (reportados por Fauquet et al, 2003), en un intento
por identificar nuevos elementos potencialmente involucrados en la regulacion del
gen CP (V2, en el caso de begomovirus del VM). Razonando que el fracaso de
estudios previos que intentaban delimitar elementos conservados en los promotores
tardios de geminivirus, podria deberse a que las secuencias reguladoras que
comparten estos virus son en realidad, elementos complejos cuya similitud global en
secuencia no es elevada y por ello escapan a la resolucién de los métodos de
comparacion de DNA convencionales. Por lo anterior, decidimos utilizar el método de
analisis “filogenético-estructural”, el cual permite identificar regiones reguladoras
homologas, pero con diversos grados de divergencia en su secuencia nucleotidica
(Arguello-Astorga y Herrera-Estrella, 1996; 1998).

Para desarrollar este analisis fue necesario generar un banco de datos
especifico, en el que la region intergénica de cada uno de los 120 begomovirus
conocidos fue editada a partir de las secuencias gendmicas completas disponibles en
el GenBank. Una explicacion mas detallada de la metodologia utilizada se presenta
en el apartado de “Materiales y Métodos”. Los principales resultados de este analisis

comparado fueron los siguientes:
a) Se identificaron varios “footprinting” filogenéticos (potenciales sitios de union

de proteinas reguladoras) en el segmento temprano de la IR, varios de los

cuales son especificos de linaje viral. Por ejemplo, algunas secuencias
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conservadas asociadas a los iterones, que denominamos ItABE, y una serie
de motivos TCA conservados, que se encuentran exclusivamente en
begomovirus del Viejo Mundo (Asia, Europa, Africa y Australia) (Figura 12a),
en tanto que los virus del continente americano presentan a su vez una
combinaciéon de elementos GA-1 y caja G (definidos en estudios previos) que

estan completamente ausentes en virus de otros linajes (Figura 12b).

Un pequeiio linaje de begomovirus de América, el llamado “grupo del SLCV”
gue comprende 12 especies, presenta una combinacion de elementos
conservados Unica, que no tiene homologos evidentes en otros virus de este u
otro continente. Una observacion interesante es que la presencia de estos
arreglos especificos en la IR viral correlaciona de forma muy clara con
caracteristicas especiales de la mitad amino terminal de su proteina Rep, lo
gue sugiere que este linaje emergid como resultado de un evento de
recombinacion entre un begomovirus americano tipico y un geminivirus de otro

género (muy probablemente un curtovirus ancestral) (Figura 12c).

En contraste con las marcadas diferencias en la regién promotora “temprana”
de los begomovirus del NM y del VM, se encontraron un gran ndmero de
semejanzas en el segmento “tardio” de la IR de todos ellos, y se pudieron
identificar al menos 6 secuencias distintivas que podrian representar
elementos cis-reguladores comunes a todos los begomovirus (Figuras 13 y
14). Estos elementos se encuentran en combinaciones 0 agrupamientos
especificos que son genéricamente denominados “Arreglos Modulares

Conservados” (CMAs, por sus siglas en inglés).

Varios de los CMAs identificados contienen “motivos” idénticos o similares al
CLE (GTGGTCCC). Estos arreglos incluyen las combinaciones horquilla-CLE-
caja G; CLE-caja CCAAT; CLE-caja TATA, y caja TATA-TAPE/CLE (Figura 13
y 14).
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Figura 12. Combinacion de secuencias de DNA conservadas (“motifs”) que
componen la region “temprana/Ori” (origen de replicacién) de los tres linajes
principales de begomovirus. La mayoria de los begomovirus americanos tienen entre
el elemento conservado “tallo-asa” y la caja TATA, a dos elementos caracteristicos,
GA-1y caja-G. El linaje SLCV, también de América, muestra una combinacion Unica
de motivos conservados. Los begomovirus de otros continentes (virus del VM)
incluyen varios “motifs” que no existen en los virus del Nuevo Mundo. Notese que el
nuamero y arreglo de los iterones también es diferente en los tres linajes virales.
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a Begomovirus del Viejo Mundo
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Figura 13. CMA tripartita encontrado en algunos begomovirus de Asia que
aparentemente involucra Diferentes CMAS, los cuales se encuentran en los
begomovirus de los 5 continentes. Un CMA similar con arreglo diferente también se
encuentra en curtovirus.
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CGTCT :Vilegleic][oedem S CAT (o{of YN NN YTTGG CCCTGAAATCT AGATATTT
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Region-B (Transactivacién) Regidn-C (Regulacién Negativa)
TYVSV- Brazil
—~11 nt-- TTGT | TCTGAACGCTT AATTATTT
DiYMV- Florida
-33 nt-- TGCA | GTGCAGAGTCT AGATATTT

Begomovirus Africanos

ThLCZV- Zanzibar
AAGTGGGCCC --23 nt-- (oo VAR AN CGTA | GCCTGAAAGGCT AGATATTT

Begomovirus Asiaticos

TYLCThV- Myanmar

17 nt-- CGCT | GTCTCAAAGCTT AATTATTT
Figura 14. Elementos conservados en las regiones B y C del promotor TGMV que
fueron definidas experimentalmente por Sunter y Bisaro (2003) como necesarias
para la activacion por TrAP. Los elementos marcados son el CLE (region B) y el motif
CCAATCA, la caja H3 (azul claro) y la caja rica en A/T (regién C). Estos ultimos
conforman un CMA préacticamente invariante en posicion relativa, pero altamente
variable en secuencia en la serie evolutiva de los begomovirus.
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e) Los promotores tardios de un numero importante de begomovirus de América
carecen de CLEs, pero poseen CMAs que son claramente homoélogos a los
CMAs con CLEs presentes en otros virus de Ameérica y del VM. Estas
relaciones proporcionan una explicacion sencilla a observaciones paradojicas
de que los promotores de los virus como BGMV y PYMV, que carecen de
CLEs tipicos, son transactivados por proteinas TrAP de virus que poseen

dichos elementos.

Los CMAs identificados en este trabajo han resultado ser elementos muy Utiles
para trazar las principales lineas de evolucion de los begomovirus. Por ejemplo un
CMA de tres componentes, localizado muy cerca del inicio del gen V2 (presente solo
en virus del VM e involucrado en movimiento) de algunos virus de China, Bangladesh
e India, es aparentemente la unidad ancestral de varios CMAs bipartitas que se
encuentran en los promotores tardios de la mayoria de los begomovirus africanos,
americanos, asiaticos y australianos. Estos datos, junto con otras evidencias
obtenidas en el presente andlisis (ver Figuras 12, 13 y 14), sugieren con fuerza que
los begomovirus tienen un origen asiatico y que se dispersaron luego hacia otros
continentes, una hipotesis que se ha visto reforzada por el andlisis comparado de la
proteinas Rep y CP, en las que se encuentran ciertos secuencias conservadas de
aminoacidos (“motifs”) que relacionan a los virus americanos con los asiaticos, pero
no con los africanos (datos no mostrados).

En la figura 15 se presenta un esquema hipotético de como evolucionaron las
regiones de control de begomovirus del continente asiatico, a partir de un presunto
virus ancestral, y en la figura 16 se traza el diagrama de la probable derivacion del
arreglo de elementos reguladores que se encuentra en los virus americanos, a partir
de un ancestro cuya organizacion modular se asemeja mas a los virus de la India y

del Sudeste Asiatico, que a las de Africa, geograficamente mas cercanos.
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Figura 15. Algunas lineas de evolucion de promotores tardios de Begomovirus
originarios de Asia y Australia, inferidas del andlisis comparado realizado en el
presente estudio. Virus: AYVV (Ageratum yellow vein virus), ICMV (Indian cassava
mosaic virus), PaLCCV (Papaya leaf curl China virus), PepLCBV (Pepper leaf curl
Bangladesh virus), PepLCV-IR (Pepper leaf curl virus), SbCrLCV (Soybean crinkle
leaf curl virus) SLCMV (Sri Lankan cassava mosaic virus), StLCV (Stachytarpheta
leaf curl virus), ToOLCBDV (Tomato leaf curl Bangladesh virus), ToLCLV (Tomato leaf
curl Laos virus), ToLCMV (Tomato leaf curl Malasia virus), ToLCV (Tomato leaf curl
virus) y TYLCThV-MM (Tomato yellow leaf curl Thailand virus-Myanmar).

54



Rosa Gémez Castafion
Tesis Maestria-
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Figura 16. Hipotesis sobre la evolucion del promotor CP de begomovirus del NM a
partir del promotor V2 de begomovirus asiaticos. El analisis de promotores tardios
de begomovirus del NM sugiere que son derivados de begomovirus asiaticos. Virus:
LeMV (Leonorus mosaic virus), MaYMV (Macroptilium vyellow mosaic virus),
MChLCBYV (Melon chlorotic leaf curl virus), PepGMV-CR (Peper goleen mosaic virus-
CR), PHYVV (Pepper huasteco yellow vein virus, PHV), SiMoV (Sida mottle virus),
SiYMV-BZ (Sida yellow mosaic virus-(Brazil)), SLCV (Scuash leaf curl virus),
SYMMoV (Squash yellow mild mottle virus), ToMBarV (Tomato mosaic Barbados
virus), ToMMoV (Tomato mild mottle virus) y ToSLCV (Tomato severe leaf curl virus).
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C.2- Construcciones para el andlisis funcional de CMAs que contienen CLEs

Los resultados del estudio comparado de promotores virales sugiere que los
CMAs pueden constituir unidades reguladoras complejas, capaces de conferir por si
mismas ciertas propiedades del control transcripcional que contribuyen a la actividad
global de los promotores virales. A fin de determinar experimentalmente si los CMAs
identificados en nuestro andlisis participan en la regulacién del gen CP, y de que
manera, procedimos a disefiar y sintetizar oligonucledtidos con la secuencia
consenso de algunos de los CMAs que incluyen CLEs. Dos tipos de oligonucleotidos
se sintetizaron: a) “T-CLE”, que contiene tres secuencias conservadas, “tallo”,
elemento CGATn, y CLE; este CMA es caracteristico de la mayoria de los
begomovirus de Asia y de algunos de América, y queda integramente comprendido
en la secuencia de 35 pb (-146/-112) cuya delecion redujo de modo dréastico la
actividad del promotor Rep de CLCMV, considerado uno de los mas potentes que se
han caracterizado en sistemas vegetales (Xie et al., 2003); b) “CLE-G”, que consta
de una caja G flanqueada por dos CLEs, y se encuentra, en forma modificada en
algunos virus asiaticos como ICMV, africanos como AREV, y australianos como
ToLCV.

C.2.1-Obtencién de los vectores binarios pBI46SCLE-G, pBI46S-T/CLE,
pBI90SCLE-G y pBI90S-T/CLE

Para facilitar la clonacion de los oligonucledtidos CLE-G y T-CLE corriente
arriba de los promotores minimos 35S, se les disefié de tal manera que una vez
apareadas las dos cadenas complementarias de DNA las moléculas presentaran
extremos cohesivos Hind 11l 'y Xba | (Figura 17). Los oligos fueron clonados en los
sitios Hindlll y Spel de pBI46S y pBI90S y de esta manera se obtuvieron los vectores
pBl46S-CLE/G, pBI46S-T/CLE, pBI90S-CLE/G y pBI90S-T/CLE (Figura 18).

Para identificar los plasmidos que adquirieron el oligonucleétido
correspondiente, se compard el patron de restriccion con Ava Il de los
transformantes, por un lado, y los vectores sin inserto, por el otro. Ambos oligos

contienen sitios Ava Il y al ser digeridos con la enzima forman un patron de
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restriccion diferente (Figura 18 e). Clonas positivas de pBI46S-CLE/G y pBIl46S-
T/CLE fueron ademés secuenciadas, para su verificacion final.

Los nuevos vectores fueron introducidos posteriormente a Agrobacterium
tumefaciens, y las diversas clonas haran posible la generacion de plantas
transgénicas de tabaco o Arabidopsis thaliana, en las que se podran estudiar en
detalle las propiedades reguladoras de los promotores quimeéricos, e inferir al menos
algunas de las funciones de los CMAs examinados, mediante el andlisis del patron
de expresion del gen reportero en los diferentes tejidos y en el curso del desarrollo

de la planta, lo mismo que en ausencia o presencia de begomovirus.

C.2.2- Obtencion de los vectores de expresion transitoria pBS46S-CLE/G,
pBS46S-T/CLE, pBS90S-CLE/G y pBS90-T/CLE

Una vez obtenidos los vectores binarios con CMAs se generaron los vectores
para expresion transitoria aislando los casetes de expresion de ellos vy
transfiriéndolos a pBS; los casetes de expresion CLE/G-90S-GUS-Nos y T/CLE-90S-
GUS-Nos se escindieron usando las enzimas Hind Il y Eco RI, y fueron clonados en
el vector pBS, generando los vectores pBS90S-CLE/G y pBS90S-T/CLE (figura 19 a
y b). Los casetes de expresion CLE/G-46S-GUS y T/CLE-46S-GUS se obtuvieron
usando las enzimas Hind Ill y Sac | y se clonaron en el vector pBS35SGUS digerido
con las mismas enzimas, obteniéndose de esta manera las construcciones pBS46S-
CLE/G y pBS46S-T/CLE (Figura 19 c y d). La verificacién de las construcciones se
realizé por analisis del patron de restriccion con las enzimas apropiadas (Figura 19e).

Estos vectores con CMAs, al igual que los que contienen solo CLES, seran
utilizados para una evaluacion sencilla del nivel de inducibilidad por el transactivador
viral, determinando el nivel de expresién del gen reportero al co-bombardear tejidos
vegetales con vectores que sean una fuente de TrAP, y comparandolos con los

niveles obtenidos en ausencia de esa proteina viral.
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Oligonucleotido CLE-G

Hind Il Xba |

—r—
-AGCTTTGTCGACAAGTGGTCCCTTTCACGTGGCATGCAAGTGGTCCCACGCGCCT-3°

Oligo “Tallo”-CLE
Hind 1lI Xbhal

—P— —t—
-AGCTTTGTCGACACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTAAGTGGTCCCCGTTAACT-3

Figura 17. Oligonucleétidos con los CMAs, “CLE-G” y “T-CLE”. En los extremos de
ambos se indican los sitios de restriccion que poseen, en rojo se marca la secuencia
CLE, en azul se indica la caja G en el oligonucleétido CLE-G y la secuencia
conservada del tallo-asa de inicio de replicacion en el oligonucleétido T-CLE; y en
café se indica el elemento CGATn.

ind 1

Sach

Eco Rl puss.cLES o TIELE y pBISOS.CLES o TICLE

Figura 18. Vectores binarios con CMAs. (a) pBI46SCLE/G, (b) pBI9OSCLE/G (c)
pBI46S-T/CLE, y (d) pBI90S-T/CLE; las figuras indican en rojo el sitio donde se
insertaron los oligonucleétidos CLE-G y T-CLE en los vectores que contienen los
promotores minimo y truncado del promotor 35S de CaMV (pBl46S y pBI90S
respectivamente); se indican también los sitios que flanquean los respectivos casetes
de expresién (Hind Ill, Eco Rl y Sac 1); (e) el gel muestra el patron de restriccion que
generan los vectores que contienen los oligonucleotidos CLE-G (carriles 3y 12) y T-
CLE (carriles 7 y 14) comparados con los vectores sin inserto (carriles 9 y 11) al ser
digeridos con la enzima Ava Il.
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Figura 19. Vectores de expresion transitoria con CMAs. (a) pBS46S-CLE/G, (b)
pBS90S-CLE/G, (c) pBS46S-T/CLE y (d) pBS90S-T/CLE, se indicaron las enzimas
gue se utilizaron para insertar los casetes de expresion 46SCLE-G y 46S-T/CLE,
Hind I1ll y Sac | para introducirlo en un vector pBS que contenia el terminador nos;
para los casetes de expresion que se introdujeron en pBS, 90SCLE/G y 90S-T/CLE
se utilizaron Hind 11l y Eco RI; (e) el gel muestra el patrén de restriccion hecho a dos
clonas de los vectores pBS46SCLE/G y pBS46S-T/CLE, y (f) pBS90SCLE/G vy
pBS90S-T/CLE, con los que se extrajo el casete de expresion de cada vector. (Se
utilizaron las enzimas Hind Ill y Sac | para los dos primeros vectores, y Hind 11l y Eco
RI para los dos vectores restantes).
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Discusion

La mayor parte de los estudios sobre el proceso de regulacién transcripcional
en geminivirus, se han llevado a cabo en modelos begomovirales, como TGMV,
ACMV y PHV. Varias lineas de evidencia sugieren que los geminivirus siguen
programas de regulacion temporal en la expresion de sus genes, que incluyen tanto
procesos de represion como de activacion. La transactivacion de los genes CP y
NSP por TrAP esta bien documentada en un buen ndmero de begomovirus; sin
embargo, poco se sabe todavia acerca del mecanismo de activacion, y de los
elementos reguladores especificos que estan involucrados en ese proceso. En el
caso mejor estudiado, el de TGMV, se ha demostrado la existencia de un elemento
gue reprime al promotor CP en el tejido vascular, represion que es eliminada por la
accion de TrAP. Este elemento funciona como un silenciador tipico, y reprime la
expresion del gen reportero tanto cuando se encuentra 5° como 3" respecto al
mismo; sin embargo, a diferencia de silenciadores de otros organismos, éste parece
actuar especificamente sobre el promotor CP, y no sobre otros presentes en el
mismo genoma (Sunter y Bisaro, 1997).

En el presente trabajo se construyeron varios vectores que contienen
secuencias potencialmente involucradas en la regulacion positiva 0 negativa del
promotor CP de PHV, los cuales podran examinarse en ensayos de expresion
transitoria, 0 en sistemas de expresion estable (plantas transgénicas) para obtener

informacion significativa acerca del control de la actividad de ese promotor viral.

Nuevos vectores para el andlisis del silenciador de begomovirus.

De especial interés es la serie de vectores que contienen segmentos
progresivamente mas cortos de la region genémica de PHV denominada aqui HSIl,
gue corresponde a la secuencia que es homologa al segmento silenciador de 300 pb
de TGMV. EIl analisis experimental de estas construcciones hara posible delimitar
con mayor precision el silenciador presente en PHV, del cual s6lo se sabe que esta
localizado arriba de la posicién -693 (relativa al codoén inicial de CP), ya que plantas
transgénicas de tabaco con el promotor CP completo no expresan el gen reportero

en ningun tejido, pero éste se activa en floema y mesdfilo cuando la planta es
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infectada con PHV (Ruiz-Medrano, 1996). En las construcciones realizadas en este
trabajo, los fragmentos HSil se clonaron en un vector (pBS-CP693B) que contiene el
promotor CP truncado, fusionado al gen reportero GUS. Ya se ha demostrado que
dicho promotor tiene la capacidad de activar la expresion de GUS en el tejido
vascular de plantas transgénicas, en ausencia de TrAP o cualquier otra proteina viral.
Por lo tanto, al colocar los distintos fragmentos HSil arriba de CP693, podremos
examinar la capacidad de las secuencias contenidas en ellos de reprimir la actividad
del promotor en el tejido vascular. Esto hace necesaria la generacion de plantas
transgeénicas, aunque se intentard también montar un ensayo de expresion transitoria
en tejido vascular, basado en la transfeccion de las construcciones a células del tallo
o nervaduras de las hojas por biobalistica. En principio, se puede concluir que las
construcciones que no expresen el gen reportero en floema contienen un silenciador
funcional, y aquellas que expresen GUS deben contener soOlo una parte (no
funcional) o carecer por completo del mismo. Existe también la posibilidad de que el
efecto silenciador se manifieste en todas las construcciones generadas, incluyendo la
gue contiene al segmento HSil mas corto (Sil100), lo cual no resulta improbable, ya
gue se conocen varios ejemplos de silenciadores comparativamente pequefios
(Ogbourne y Antalis, 1998). En tal caso, lo que podria hacerse posteriormente seria
disefar oligonucledétidos sintéticos correspondientes a segmentos mas cortos de la
region Sil100, parcialmente sobrelapados, y clonarlos corriente arriba del promotor
CP presente en pCP693BGUS para evaluar su capacidad de represion.

Si el silenciador de PHV es mapeado dentro de alguno de los fragmentos
presentes en pCP693-Sil248, pCP693-Sil140 y pCP693-Sil100, eso representaria un
avance respecto a lo logrado en el caso de TGMV, en el que el elemento represor ha
sido ubicado dentro de un segmento gendmico de 300 pb; por otra parte, al reducir la
extension de la secuencia a examinar, se abrira un campo para estudios mas
detallados, permitiendo el andlisis del silenciador begomoviral por mutagénesis
dirigida.

La cuestion de si los elementos silenciadores de begomovirus actian
especificamente sobre su promotor homadlogo, o por el contrario, son equivalentes en

funcion y potencialmente intercambiables, se podra responder con el analisis
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experimental de la construccién pCP693-Sil300T, en la que colocamos el fragmento
de 300 pb Nhel/BamHI de TGMV (el “silenciador”) arriba del promotor CP truncado
de PHV. En el caso de que esta construccién exprese el gen GUS en el tejido
vascular de la planta, se concluirda que el silenciador de TGMV no opera sobre el
promotor CP heterélogo, y por lo tanto, que existe especificidad en su accion; en
caso contrario, se mostrard que los silenciadores pueden operar sobre promotores
de diferentes virus, lo que tiene interesantes implicaciones para el uso biotecnoldgico
de promotores CP. Otras combinaciones que seria importante construir y analizar en
un futuro, serian las fusiones del silenciador de PHV con el promotor NSP del mismo
virus (localizado en su genoma B), y la del silenciador TGMV con ese mismo
promotor de PHV. De esta manera, podria determinarse si el elemento silenciador
presente en el genoma A de un virus es funcionalmente equivalente al que se
supone existe también en el componente B.

En resumen, las cinco construcciones con fragmentos HSil de PHV o Sil de
TGMV fusionados al promotor CP693 de PHV, que hemos generado en este trabajo,
seran de gran utilidad para responder preguntas de interés general relacionadas a
los silenciadores de begomovirus, que hasta donde sabemos son los elementos
represores de sistemas vegetales mas similares a los silenciadores clasicos que se

han caracterizado en levaduras y células animales.

Efecto del numero de CLEs en larespuesta a TrAP.

Como se menciond antes, las Unicas secuencias que han sido identificadas
hasta ahora como un blanco funcional de TrAP son los “elementos tardios
conservados” (CLEs) (Ruiz-Medrano et al, 1999; Monsalve-Fonnegra, 2002). Estos
estudios lograron demostrar que una sola copia del CLE es suficiente para la
activacion por TrAP de promotores no begomovirales; se determing, ademas, que la
duplicacién del CLE da lugar a un incremento sustancial en la respuesta del promotor
heterdlogo al transactivador viral. En base a esas observaciones, surgio la idea de
explorar cual es el numero de copias de ese elemento que se requieren para
alcanzar la respuesta maxima a TrAP. Para ello generamos construcciones que

contienen la secuencia CLE repetida 3 6 6 veces, tanto en vectores binarios como en
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vectores de expresion transitoria; de las mismas construcciones se podrian también
derivar facilmente, en caso necesario, otras construcciones con 4, 5, y 9 copias del
CLE, ya que los oligonucledtidos fueron disefiados con sitios de restriccion Gnicos
entre cada CLE.

Aunque los oligonuclétidos con CLEs fueron fusionados a dos tipos diferentes
de promotores 35S truncados, la serie de mayor interés es la que contiene el
promotor minimo —46/+8, presente en pBI46S, ya que éste sélo incluye el minimo de
secuencias necesario para el reclutamiento de la RNA polimerasa (la caja TATA y el
iniciador), y por tanto, permitir4 evaluar las propiedades funcionales de los CLEs sin
la interferencia de otros elementos cis-reguladores. En contraste, el promotor
truncado -90/+1 contenido en pBI90S incluye, ademas de la caja TATA, un elemento
transcripcional denominado AS-1 (“activation sequence-1"), que dirige una expresion
claramente detectable en raices y, en ciertas etapas del desarrollo de la planta,
también en las nervaduras de las hojas (Benfey et al., 1990b). Consecuentemente,
las construcciones con las combinaciones CLE/ AS-1, presentes en la serie CLE-
90S, aunque pueden producir resultados interesantes, no nos permitirian inferir las
auténticas propiedades del CLE, por que las propiedades del promotor quimérico
seran el resultado de la interaccién sinérgica de dos elementos cis-reguladores
distintos.

A diferencia de las construcciones que contienen secuencias virales
potencialmente represoras, las que incluyen multimeros del CLE pueden ser
analizados tanto en sistemas de expresion transitoria como en plantas transgénicas.
Los ensayos transitorios, ya sea por bombardeo de hojas con microparticulas, o
electroporacion de protoplastos, tienen la ventaja de producir resultados rapidos, y de
permitir la comparacion de construcciones que solo difieren en el nimero de CLEs,
con cero (el control), 1, 2, 3 0 6 copias, bajo las mismas condiciones experimentales.
Adicionalmente, estas construcciones pueden ser examinadas tanto en ausencia
como en presencia de una fuente de TrAP. Las plantas transgénicas, por otra parte,
permitiran responder de modo definitivo si los CLEs son también el blanco funcional
de factores transcripcionales del huésped, y si éstos son constitutivos o especificos

de tejido. En todo caso, los resultados de los ensayos de expresion transitoria y
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estable aportaran informacién diversa y complementaria, que nos dara una
comprension mas completa de la funcion de los CLEs, los cuales podrian llegar a ser
en el futuro componentes comunes de promotores sintéticos cuya actividad pueda
inducirse por infecciones virales, y que seran herramientas muy Uutiles en la

generacién de plantas resistentes a geminivirus por ingenieria genética.

Descubrimiento de CMAs en la regién intergénica de los begomovirus.

El analisis comparativo que se desarrollé en el curso de este trabajo, condujo
a varios hallazgos interesantes, entre los cuales destacan las drasticas diferencias en
la organizacién estructural del segmento “temprano” de la region intergénica (el
promotor Rep) de los principales linajes de begomovirus, lo que contrasta con la
organizacion modular de la region tardia, la cual se encuentra comparativamente
conservada en todos los miembros de este género viral. Las diferencias reveladas en
la composicion modular de la region intergénica de virus de diferentes continentes,
proporcionan bases para explicar de un modo sencillo la observacion de que los
promotores Rep de TGMV, PHV y otros begomovirus americanos son relativamente
“débiles”, en tanto que el promotor homélogo de un begomovirus asiatico, CLCMV,
exprese por el contrario una actividad extraordinariamente elevada.

El analisis filogenético-estructural hizo posible delimitar una serie de “arreglos
modulares conservados” o CMAs, los cuales han experimentado a lo largo de la
evolucion ciertos cambios que hacen dificil su identificacion por métodos
convencionales de comparacion de secuencias. Un rasgo interesante de estos CMAs
es gque muchos de ellos incluyen CLES, o secuencias relacionadas a ese elemento, y
el andlisis filogenético lleva a la conclusién de que el promotor CP del hipotético
ancestro comun de los begomovirus contenia varios CMAs en los que el CLE se
encontraba asociado a diferentes elementos cis-reguladores. Estos arreglos existen
todavia en algunos virus de la India y el lejano Oriente, pero no en alguno de los
begomovirus de Africa, Europa o América conocidos, lo que lleva a la conclusion de
gue los begomovirus se originaron probablement en el subcontinente Indio, en una
época en el que los bloques continentales resultantes de la fragmentacion del

supercontinente Gondwana se estaban separando. Esta hipétesis se propone porque
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explicaria las notables similitudes del segmento tardio de los begomovirus de
América con los asiaticos, que contrastan con las marcadas diferencias en el mismo
segmento de los virus americanos y los de Africa/Europa. Estas semejanzas y
diferencias en el promotor tardio del genoma A de begomovirus se correlacionan
ademas con la existencia de “motifs” en la proteina CP que comparten los virus de
Asia y América, y que faltan en los de Africa (datos no mostrados). Asi pues, los
resultados de nuestro analisis proporcionan claves importantes para descifrar la
compleja historia evolutiva de los begomovirus.

Otro descubrimiento relevante del analisis comparado es la de que los
begomovirus que carecen de CLEs, todos los cuales son de América y parecen
constituir un linaje relativamente moderno, presentan CMAs que son homdlogos a
CMAs con CLEs de los begomovirus de otros continentes y algunos americanos
(como TGMV y PHV). Las secuencias en esos CMAs que son homologas a los CLEs
son también elementos ricos en G y C, pero carecen del nicleo GGTCC. Sera
interesante explorar la cuestion de si esos CMAs que carecen de CLEs funcionan de
modo similar a sus homologos con CLEs.

No sabemos cuales son las funciones desarrolladas por los diferentes CMAs
identificados en este estudio, pero se pueden establecer algunas correlaciones con
datos experimentales recientes. Por ejemplo, la secuencia de 35 pb cuya delecion
elimind practicamente la actividad del promotor Rep truncado de CLCuMV (Xie et al.,
2003) comprende exactamente el CMA “tallo-CGATn-CLE” de ese virus; por otra
parte, las regiones C y B del promotor CP de TGMV, que se han definido como
esenciales para la regulacion por TrAP, comprenden el CMA “CLE-CCAAT-Hbox”
delimitado en nuestro analisis. Asi pues, existe evidencia directa de que estos CMAs
funcionan realmente como elementos reguladores complejos.

Las construcciones que involucran CMAs sintéticos, fusionados a promotores
heter6logos minimos, nos permitiran explorar las funciones de estos elementos
reguladores multipartitas aislados de otros componentes de la regién intergénica, lo
gue nos proporcionara informacién complementaria a la que pueda obtenerse en el
estudio mutacional de promotores CP. De este modo, podremos mejorar en un corto

plazo la comprension del control de los genes tardios en begomovirus.
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