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Resumen 

Determinación experimental del código de unión especifica al ADN de 
proteínas iniciadoras de la replicación de geminivirus 

Los geminivirus constituyen la familia más extensa de virus de plantas; poseen un 
genoma circular de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y codifican una proteína 
iniciadora de la Replicación por Círculo Rodante (RCR), denominada “Rep”. Estas 
proteínas reconocen y unen con alta afinidad elementos cortos repetidos, 
denominados “iterones”, que se ubican en el origen de replicación viral. En los 
geminivirus se han descrito decenas de iterones diferentes, y existe un evidente 
interés por comprender el código molecular que determina la preferencia de Rep 
por iterones específicos. Mediante una combinación de enfoques teóricos y 
experimentales, nuestro grupo ha logrado identificar cinco potenciales 
Determinantes de Especificidad (DEs), esto es, residuos aminoacídicos que 
podrían determinar la preferencia de Rep por secuencias de DNA específicas. En 
el caso del geminivirus bipartita ToMoV (virus del moteado del tomate) esos cinco 
residuos de Rep se ubican en las posiciones 5, 8, 10, 69 y 71. El objetivo del 
presente estudio fue examinar experimentalmente la hipótesis antes mencionada. 
A partir de un modelo predictivo de presuntos pares cognados RepDEs-Iterón se 
construyeron 8 componentes genómicos A (DNA-As) de ToMoV con mutaciones 
en los codones de los DEs hipotéticos. Estos DNA-As mutantes fueron 
examinados en ensayos de auto-replicación transitoria en protoplastos de tabaco 
NT1. Los DNA-A mutantes se replicaron a niveles muy inferiores al virus silvestre,  
y en algunos casos no se detectó DNA viral de novo, lo que sugiere que las 
proteínas con mutaciones en los residuos 5, 8, 10, 69 y 71, perdieron, parcial o 
totalmente, la capacidad de unirse a los iterones nativos de ToMoV. En una 
segunda fase, generamos DNA-As en los que los iterones de ToMoV fueron 
sustituídos por los presuntos sitios de unión de las proteínas Rep mutantes. Se 
evalúo la capacidad replicativa de cinco de esos DNA-As “doblemente mutados” 
de ToMoV, mediante ensayos de auto-replicación en discos de hoja, 
observándose la generación de DNA viral de novo, lo que indica que las proteínas 
Rep mutadas reconocieron a los iterones predichos por el modelo hipotético. 
Finalmente, se generaron componentes B mutantes, en los que los iterones de 
ToMoV fueron sustituídos por iterones idénticos a los correspondientes a los DNA-
As mutantes, y se realizaron ensayos de agroinoculación de plantas de N. 
benthamiana, usando clonas infectivas de cinco de los componentes genómicos A 
y B mutantes. Las plantas inoculadas presentaron síntomas visibles a partir del día 
14 post-inoculación (dpi). Se extrajo DNA total de las hojas nuevas de 3 plantas de 
cada grupo experimental, y se amplificaron los segmentos con el origen de 
replicación y parte del gen Rep con iniciadores específicos. La secuenciación de 
los productos de PCR confirmó que los DNA virales en las plantas sintomáticas 
correspondían a los componentes A y B mutantes que fueron inoculados. Estas 
observaciones apoyan fuertemente la hipótesis general propuesta, y contribuyen 
de modo significativo al desciframiento del código que determina el reconocimiento 
específico de los iterones por las proteínas Rep de geminivirus. 
PALABRAS CLAVE. 
Begomovirus, Iterones, determinantes de especificidad replicativa, replicación por 
círculo rodante, interacciones DNA-proteína.  
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Abstract 
Experimental determination of the code of specific binding to viral DNA of 
the rolling-circle replication initiation protein encoded by geminiviruses. 

The family Geminiviridae is the largest and ecologically most succesful 
family of plant viruses, Its genomes consist of one or two small, circular ssDNA 
molecules encoding a few multifunctional proteins, including a rolling-circle 
replication (RCR) initiation protein, termed Rep, that shares several conserved 
amino acid sequence motifs with many other viral and plasmidic RCR proteins. The 
Rep protein recognize and bind with high-affinity short repeat DNA sequences, 
denominated “iterons”, which are sited close to the geminiviral origin of replication. 
Dozens of different iterons have been described; consequently, exists a natural 
interest for knowing the molecular code that ruled of preference of Rep by specific 
iterons. Through a combination of theoretical and experimental approaches, our 
group has been able to (tentatively) identify a series of amino acid residues in the 
geminivirus Rep that probably determine its preference for specific iterons. We 
have identified five major potential Specificity Determinants (SDs) of the Rep DNA-
binding domain, that is, aa residues that could determine the Rep preference for 
specific iterons. In the case of the bipartite geminivirus ToMoV (tomato mottle 
virus) those five residues have been mapped at positions 5, 8, 10, 69, and 71 of 
Rep. The aim of this study was validated the aforesaid hypothesis. Based on a 
predictive model of postulated RepDEs-Iterón cognate pairs, 8 genomic 
components A (DNA-As) of ToMoV were constructed displaying mutations at the 
hypothetical DEs codons. These mutant DNA-As were examined in transient self-
replication assays in tobacco protoplasts NT1. The mutant A-DNAs replicated at 
much more lower levels than wild-type viruses, hence suggesting that the mutated 
Rep partially or totally, lost the ability to bind the native ToMoV iterons. In a second 
phase, we generated DNA-As in which the ToMoV iterons were replaced by the 
putative binding sites of the mutant Rep proteins. The replicative capacity of five of 
these ToMoV-A “double mutants” was evaluated in self-replication assays on leaf 
discs. As a result, the generation of de novo viral DNA was observed, although the 
variability between independent agroinoculation assays was elevated. Finally, 
mutant B components were generated, in which the iterons of ToMoV-B were 
replaced by iterons identical to those corresponding to the mutant DNA-As, and 
were evaluated by agroinoculation assays of N. benthamiana plants, using 
infective clones of five of the mutant genomic components A and B. The inoculated 
plants presented visible symptoms at 14 days post-inoculation (dpi). Total DNA 
was extracted from the new leaves of plants of each experimental group and the 
segments with the origin of replication and part of the Rep gene were amplified 
with specific primers. The sequencing of the PCR products confirmed that viral 
DNAs in symptomatic plants corresponded to the mutant components A and B that 
were inoculated. These observations strongly support the proposed general 
hypothesis and contribute significantly to deciphering the code determining the 
specific recognition of iterons by geminivirus Rep proteins. 
Keywords:  
Begomovirus, Iterons, specificity determinants of replication, Rolling circle 
replication, DNA- protein interaction 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

Características generales de los geminivirus 
 

Los geminivirus constituyen una familia viral muy extensa, con poco más de 500 
especies reconocidas, de acuerdo con el International Committee on Taxonomy of 
Viruses (ICTV) [http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp] (Fiallo-Olivé et al., 2021; 
Zerbini et al., 20017; Silva et al., 2017). Estos virus infectan a una enorme variedad de 
plantas, tanto silvestres como cultivadas, que incluyen leguminosas, hortalizas, 
cereales, plantas ornamentales y productoras de fibras, y causan enormes pérdidas 
económicas en todas las regiones cálidas y templadas del mundo (Rojas et al., 2005; 
Rojas et al., 2018). Los geminivirus han sido recientemente incluidos en el phylum 
Cressdnaviricota (Krupovic et al., 2020), un taxón que unifica a 7 familias de virus que 
poseen un genoma circular de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y que codifican 
proteínas iniciadoras de la Replicación por Círculo Rodante (RCR), denominadas 
“Rep”. Los geminivirus se diferencian del resto de los virus conocidos por la peculiar 
estructura de su cápside, formada por dos icosahedros incompletos fusionados, que les 
da apariencia de partículas gemelas o “geminadas” al microscopio electrónico (Zhang 
et al., 2001 Heskethet al., 2018, Hipp et al., 2018) (Figura 1).  
 

 

Su genoma se compone de una o dos moléculas circulares de ADN de cadena sencilla 
(ADNcs) de 2600 a 3000 nucleótidos de longitud (Jeske 2009). El reducido genoma de 
los geminivirus codifica pocas proteínas (de 4 a 8), por lo que dependen en gran 
medida de la maquinaria molecular del huésped para replicar su genoma y expresar 
sus genes (Hanley-Bowdoin et al., 2013, Jeske et al., 2009). Los geminivirus interfieren 

 

Figura 1. Geminivirus. (A). Microscopía electrónica de partículas geminadas. (B). 
Esquematización de la partícula geminada (C). Planta de abutilón infectada con Abutilon 
mosaic virus. Modificada de Hesketh et al., 2018. 
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el ciclo celular de las células vegetales para favorecer su replicación, además de alterar 
el patrón de expresión génética y el tráfico macromolecular en el huésped, interfieren 
las vías de señalización celular y redirigen o bloquean las respuestas de defensa de la 
planta (Bisaro et al., 2006, Buchmann et al., 2009, Raja et al., 2010). Adicionalmente, 
los geminivirus alteran la metilación del ADN y codifican varios supresores del 
silenciamiento que interfieren la producción de RNAs interferentes (Bisaro et al., 2006¸ 
Paprotka et al., 2011¸Pumplin y Voinnet 2013; Vanitharani et al., 2005,). Los miembros 
de la familia Geminiviridae se clasificaron, hasta muy recientemente, en nueve géneros, 
de acuerdo con su organización genómica, las plantas hospederas, y los insectos que 
los transmiten: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus, 
Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, y Turncurtovirus (Tabla 1 y Figura 2) (Navas-
Castillo, J. 2011; Varsani et al., 2014, 2017; Zerbini et al., 2017). A fines del 2021 se 
describieron cinco nuevos géneros, con 1 a 4 especies cada uno: Citlodavirus, 
Maldovirus, Mulcrilevirus, Opunvirus y Topilevirus (Fiallo-Olive et al., 2021). El género 
Begomovirus agrupa el mayor porcentaje (87%) de la familia, y sus miembros se 
caracterizan por ser transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci Genn.) una 
plaga agrícola mundial (Brown et al., 2015; De Barro et al.,2011), poseer un genoma 
compuesto por una sola molécula de DNA (monopartita) o por dos moléculas diferentes 
(bipartita) y por infectar plantas dicotiledóneas (Brown et al., 2015). Este género es el 
único, entre todos los geminivirus, que incluye especies con un genoma segmentado 
(bipartita). 
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Los genomas de los geminivirus están sujetos a múltiples cambios, debido a sus altas 
tasas de mutación, recombinación, pseudo-recombinación, sinergismo con otros virus y 
la transmisión mediada por vectores (insectos), lo que impulsa el aumento de la 
diversidad viral (Rojas et al., 2005; Czosnek et al., 2017; Kumar y Chakraborty 2017). 

Tabla 1. Miembros de la familia Geminiviridae  (Modificada de Zhao  et al., 2019). 
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Genoma de los begomovirus 
Todos los begomovirus del continente americano (“Nuevo Mundo”, NM), con unas 
pocas excepciones (Melgarejo et al., 2013; Romay et al., 2016), y una parte menor pero 
significativa, de los del Viejo Mundo (VM), poseen un genoma compuesto por dos 
moléculas circulares denominadas DNA-A y DNA-B (Figura 3). El componente 
genómico A contiene cinco ORFs: 1) AC1 o Rep, que codifica la proteína que inicia la 
replicación viral (Rep) (Ingham et al., 1995, Singh et al., 2008); 2) AC2 o Trap, que 
codifica una proteína multifuncional (TrAP) que transactiva los genes tardíos y funciona 
como supresor de silenciamiento  (Fondong, 2013; Vanitharani et al., 2005); 3) AC3 o 
REn, que produce una proteína (REn) que potencia la replicación viral, y actúa como 
supresor del silenciamiento transcripcional (Settlage et al., 2005, Rodriguez-Gandarilla 
et al., 2020); 4) AC4, que codifica un supresor del silenciamiento postranscripcional 
(Medina-Puche 2021); y 5) AV1 o CP, que codifica la proteína de la cubierta (“coat”) o 
cápside (CP) (Sharma et al., 2009;Teng et al., 2010.). El componente genómico B, por 
otra parte, contiene dos genes que se transcriben en direcciones opuestas: 1) BV1 o 
NSP, que da lugar a una proteína (NSP, Nuclear Shuttle Protein) que transporta el ADN 
viral del núcleo al citoplasma, y de éste al núcleo (Zhou et al., 2011, Sanderfoot et al., 
1996); y 2) el gen BC1 o MP que codifica la proteína MP, involucrada en el movimiento 
intercelular y sistémico del ADN viral (Fondong, 2013) (Tabla 2). La región no 
codificante que separa a los dos grupos de genes que se transcriben de modo 
divergente, contiene el origen de replicación (Ori) viral, localizado en un segmento de 
~170 a 190 nt que es casi idéntico en ambos componentes genómicos (Hanley-
Bowdoin et al., 2013; Revington et al., 1989). El segmento compartido se denomina 
“Región Común” y es el que hace posible la replicación coordinada de los dos 
componentes genómicos (Brown et al., 2012; Jeske, 2009, Revington et al., 1989.).  
 
 

Figura 2. Organización genómica e insectos transmisores de los virus pertenecientes a 9 
diferentes géneros de geminivirus. Abreviaturas: TYLCV, tomato yellow leaf curl virus, 
BGMV, bean golden mosaic virus, BCTIV, beet curly top Iran virus, EcmLV, Euphorbia 
caput-medusae latent virus, BCTV, beet curly top virus, GRBV, grapevine red blotch virus, 
ECSV, Eragrostis curvula streak virus, MSV, maize streak virus, TPCTV, tomato pseudo-
curly top virus, TCTV, turnip curly top virus, CCDaV, citrus chlorotic dwarf associated virus. 
(Adaptado de Bernardo et al.,2012) 
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Figura 3. Organización genómica de un begomovirus bipartita (reproducido de 
Hanley Bowdoin et al., 2013). 
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Ciclo infectivo de los begomovirus 
El ciclo de infección de los begomovirus comienza cuando la cápside del virión, 
introducido por la mosquita blanca virulífera, se desensambla, liberando el DNA viral 
monocatenario (ssDNA) en o cerca del núcleo. Las polimerasas del huésped sintetizan 
la cadena complementaria para generar un DNA de doble cadena (dsDNA) que es 
recubierto enseguida por nucleosomas, formando un minicromosoma (Donson et al., 
1984, Pilartz y Jeske 1992.) El intermediario de dsDNA es transcripcionalmente activo, 
y constituye el sustrato indispensable para la replicación por círculo rodante (RCR) del 
genoma viral (Laufs et al., 1995, Bisaro 2009). Los mRNAs son producidos por la RNA 
polimerasa II del huésped, y su subsecuente traducción da origen a las proteínas 
virales “tempranas” (Singh et al., 2007, Settlage et al., 2005), entre las que destaca la 
proteína iniciadora de la replicación (Rep), esencial para el proceso de RCR (Gutierrez 
et al., 2004, Shimada-Beltran et al., 2007). El ssDNA monomérico producido en cada 
ciclo de RCR es convertido en DNA de doble cadena para volver a entrar en el ciclo de 
replicación (Hanley-Bowdoin et al., 2013). La proteína Rep reprime la transcripción de 

Tabla 2. Resumen de las proteínas codificadas de los begomovirus. 

Gen Proteína Tamaño (aa) Función 

AC1, 
Rep  

 

Rep 345-361 Inicia la replicación viral. 

Interfiere el ciclo celular 

AC2, 

TrAP 

TrAP 130 Activa la expresión de los genes 

tardíos. 

Suprime la respuesta de silenciamiento 

génico 

AC3, 

REn 

REn 132 Potencia la replicación 

AC4 AC4 87 Supresor del silenciamiento génico. 

AV1, 
CP 

 

CP 254 Forma la cápside viral, determina la 
transmisión por el insecto vector. 

AV2 AV2 72 Supresor del silenciamiento en virus 
del Viejo Mundo (VM) 

  BV1, 
 NSP 

NSP 300 Trafico de ssDNA viral entre el núcleo y 
el citoplasma (o viceversa) 

BC1, 
MP 

MP 300 Movimiento célula-célula y sistémico. 
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su propio gen, lo que al mismo tiempo incrementa la expresión del gen contiguo, AC2, 
que codifica la proteína activadora de la transcripción (TrAP). Esta proteína activa la 
expresión de los genes tardíos, que codifican a las proteínas de la cápside (CP) y de 
movimiento, NSP y MP (Hung y Petty 2001). En la última fase del ciclo de multiplicación 
viral cada uno de los componentes genómicos es empacado, por separado, en una 
cápside formada por 110 moléculas de la proteína CP, para formar nuevas partículas 
infecciosas (viriones) (Zhang et al., 2003). La NSP también se une al DNA viral y lo 
mueve del núcleo al citoplasma (y viceversa) atravesando la membrana nuclear y, en 
asociación con la proteína MP, lo transporta además a las células vecinas a través de 
los plasmodesmos (Figura 4) (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Mengshi et al., 2022). 
 

 

 

Figura 4. Ciclo infectivo de un begomovirus monopartita, como TYLCV. La infección 
comienza cuando el insecto vector se alimenta de la planta y libera viriones dentro de una 
célula vegetal. La cápside se desensambla y el genoma viral liberado llega al núcleo, donde 
tiene lugar el proceso de replicación. En ese organelo, el ssDNA es convertido a un 
intermediario de dsDNA con la participación de la DNA polimerasa α. los genes del dsDNA son 
transcritos por la RNA polimerasa II, lo que resulta en la producción de proteínas virales, La 
proteína Rep se une al origen de replicación e introduce un corte endonucleolítico (“nick”) en la 
cadena del virión (+) para iniciar la replicación del vDNA por un mecanismo de Círculo Rodante, 
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para el cual la DNA polimerasa  es requerida. El DNA viral recién sintetizado puede moverse 
intra- y extracelularmente, estableciendo una infección sistémica. Adicionalmente, el ssDNA 
viral puede ser encapsidado por CP y adquirido por los insectos vectores, y de ese modo ser 
transmitido a otras plantas. (reproducido de Mengshi et al., 2022). 

 

 
Replicación por Círculo Rodante (RCR) 
El mecanismo de replicación por Círculo Rodante (RCR) es empleado por virus de DNA 
de cadena sencilla como los geminivirus (Lazarowitz et al., 1992). El genoma viral de 
cadena sencilla se convierte a DNA de doble cadena (dsDNA) por la acción de la DNA 

pol , y este dsDNA es la forma transcripcional y replicativamente activa (Jeske et al., 
2001; Preiss y Jeske, 2002), mediante la acción de factores y las DNA polimerasas del 
huésped (Saunders et al., 1991; Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante, 2007). Durante 
el inicio del proceso, la proteína asociada a la replicación viral (Rep) se une a la forma 
replicativa cerca del origen de la replicación (oriV, donde induce la formación de una 
estructura de tipo “tallo-asa” a través de interacciones todavía no bien comprendidas 
(Arguello-Astorga et al.,1994a, 1994b; Rizvi et al., 2015), pero que podrían involucrar la 
interacción con factores transcripcionales del huésped, que favorecerían la formación 
de una horquilla (en realidad, una estructura “cruciforme”), lo que expondría el “asa” de 
la horquilla de la cadena + en forma de ssDNA, la que constituye el sustrato 
endonucleolítico de la proteína Rep. Esta última introduce un corte (“nick”) en la cadena 
del virión (“plus”) del vDNA, entre el nucleótido 7 y 8 de la secuencia conservada 5’-
TAATATT*AC-3’, ubicada en el ápice del elemento tipo “tallo-asa” (Laufs et al., 1995). 
El corte endonucleolítico genera un extremo 3´ libre, que actúa como “iniciador” para la 
síntesis de una copia de la molécula circular de DNA viral por acción de las DNA 
polimerasas de la célula. En este proceso Rep permanece unida covalentemente al 
extremo 5´del DNA cortado. Durante la replicación, la cadena original es desplazada 
por la cadena positiva recién sintetizada. Cuando se completa la replicación, Rep 
vuelve a cortar en el asa regenerada, y une catalíticamente los extremos generados 
(ligación), permitiendo que la cadena sencilla del DNA inicial se libere de la forma 
replicativa (Figura 5) y se forme un nuevo intermediario de dsDNA. 
En el caso de los geminivirus, un paso fundamental antes de iniciar la RCR, es el 
reconocimiento y unión específica a cortas secuencias de dsDNA, denominados 
“iterones” por repetirse varias veces en la región del origen de replicación viral 
(Argüello-Astorga et al., 1994b; Castellanos et al., 1999; Jeske et al., 2001; Singh et al., 
2008). 
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Figura 5. Mecanismo de replicación por círculo rodante. Se representa el genoma viral de 
cadena sencilla en círculo púrpura grueso. La cadena complementaria se muestra como el 
círculo azul más delgado. Rep como un círculo púrpura claro. La cadena positiva recién 
sintetizada en línea púrpura gruesa discontinua. (Adaptado de Zhao et al., 2018). Creado con 
BioRender.com. 

 

ANTECEDENTES DIRECTOS 
 
Proteínas Iniciadoras de la Replicación (Rep) y los determinantes de 
especificidad de unión al DNA. 

Las proteínas iniciadoras de la replicación por CR, genéricamente denominadas 
“proteínas Rep”, pertenecen a una Superfamilia muy antigua de Endonucleasas HUH, 
que se caracterizan por un arreglo definido de tres motivos conservados (Motivos RCR 
I, II y III) (Ilyina y Koonin 1992; Chandle10 2013) (Figura 6) y son codificadas por una 
gran variedad de entidades genéticas que se replican por el mecanismo de círculo 
rodante (RCR), entre los que se encuentran plásmidos de bacterias, arqueas, y 
eucariontes (ej. algas rojas), así como bacteriófagos y virus de hongos, plantas, y 
animales (Chandler et al., 2013¸ Elmer et al., 1988, Londoño et al., 2010¸ Nash et al., 
2011).   
La proteína Rep de los geminivirus es una proteína multifuncional (Clerot y Bernardi, 
2006; Choudhury et al., 2006; Hanley-Bowdoin et al., 2013; Ruhel and Chakraborty, 
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2019), que actúa en la RCR como endonucleasa sitio-específica de ssDNA, y tiene 
actividad de ligasa y como helicasa/ATPasa (Desbiez et al., 1995). Adicionalmente 
presenta distintos dominios funcionales que le confieren la capacidad de reprogramar 
del ciclo celular de la planta a través de la interacción con la proteína retinoblastoma, 
un regulador del ciclo celular (Kong et al., 2000; Arguello-Astorga et al., 2004) y 
modular las vías de defensa de la planta a través de modificaciones postraduccionales, 
tal como la fosforilación por cinasas de la planta (Kushwaha, 2017), entre otras 
actividades. Su función primaria es la de iniciar la replicación viral por el mecanismo de 
RCR.  
 

 

Como ya se mencionó, la proteína Rep de geminivirus introduce un corte 
endonucleolítico (“nick”) en la cadena (+) del DNA viral (Fontes et al., 1992, 1994; Laufs 
et al., 1995; Orozco y Hanley-Bowdoin 1998), en una posición bien definida e invariante 
dentro de un elemento tallo-asa presente en la región intergénica de esos virus (Figura 
7). Para realizar el corte endonucleolítico en el DNA viral, la Rep debe unirse primero a 
sus sitios de unión de alta afinidad en el intermediario dsDNA del genoma viral, los 
cuales son elementos repetidos de 5 a 8 pb, organizados en una configuración 
característica de linaje biogeográfico (ej. virus del Nuevo y Viejo Mundo) y situados en 
la vecindad del elemento “tallo-asa” conservado (Figura 7). Los “iterones” exhiben una 
secuencia nucleotídica que varía entre distintos geminivirus, pero que es característica 
de cada especie o cepa viral, por lo que funcionan como determinantes en cis de la 
especificidad replicativa de los geminivirus (Argüello-Astorga et al., 1994a, 1994b; Rizvi 
et al., 2015).   
 

 

Figura 6. Representación esquemática de la proteína de inicio de la replicación. En el 
extremo N-terminal se ubica su dominio de endonucleasa, y se resaltan los motivos de unión 
a DNA conservado en la familia HUH (Motivo I,II y III). Modificada de Rizvi et al., 2015  
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Figura 7. Organización de los sitios de unión (iterones) y de corte (sitio “Nick”) de la 
proteína Rep en la región común de ambos componentes virales. (A). determinantes en cis 
en la región común de DNA-A y DNA-B. (B). Representación esquemática de los elementos 
presentes en la región común. Las flechas rojas representan los iterones, el recuadro azul, la 
caja TATA, el recuadro verde la caja G, el circulo morado representa a la proteína Rep. Creado 
con BioRender.com. 

 
 
Determinantes en cis de la especificidad replicativa de geminivirus. 

Muy diversos estudios han demostrado que el ADN-A de un begomovirus puede 
trans-replicar ADN-B heterólogos si éstos poseen iterones similares a los propios, aun 
cuando los virus sean de linajes diferentes. Este proceso es conocido como pseudo-
recombinación. En contraste, existen begomovirus estrechamente relacionados, pero 
que no son capaces de formar pseudo-recombinantes viables si sus iterones tienen 
secuencias diferentes. Por ejemplo, dos aislados de Euphorbia mosaic virus (EuMV) 
cuyos 5-6 iterones difieren en un solo nucleótido (GGTGTCC y GGAGTCC, 
respectivamente), no produjeron pseudo-recombinantes infecciosos en plantas 
(Gregorio-Jorge et al., 2010). Similar incompatibilidad replicativa se observó entre 
cepas de ToLCNdV (Chatterji et al., 1999) y entre especies relacionadas como ToMoV 
de Florida y ToMoTV de Cuba (Ramos et al., 2003). Más recientemente, se demostró 
que dos cepas de Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus que presentan iterones 
claramente diferentes, fueron incapaces de formar pseudorecombinantes infecciosos 
(Avalos-Calleros et al., 2021). En cambio, los reportes de pseudo-recombinación 
eficiente entre especies virales distintas que poseen iterones similares, son frecuentes 
(Andrade  et al., 2006; Briddon et al., 2011, Chakraborty et al., 2008; Choi et al., 1996, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Andrade+EC&cauthor_id=17098986
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García-Andrés et al., 2007; Gilbertson et al., 1993; Saunders et al., 2002; 2008; 
Venkataravanappa et al., 2015; Xu et al., 2019) 
 

Determinantes en trans de la especificidad replicativa de begomovirus  
La identificación de los iterones en el origen de replicación viral acrecentó el 

interés para delimitar con precisión los determinantes en trans de la especificidad 
replicativa de los geminivirus, es decir, los residuos aminoacídicos de Rep que 
interactúan con ellos y determinan, por tanto, su unión específica al ADN de doble 
cadena (Chatterji et al.,1999; Choi y Stenger, 1995).). Experimentos con proteínas 
híbridas en la década de los 90´s mapearon esos determinantes de especificidad 
dentro de los primeros 116 aminoácidos (Fontes et al., 1992, Choi y Stenger 1996; 
Jupin et al., 1995). En un estudio teórico, en el que se analizaron in silico las proteínas 
Rep de ~120 geminivirus por medio de un enfoque heurístico-comparativo, se logró 
delimitar un segmento hipervariable en el extremo N-terminal de Rep, cuya secuencia 
de aminoácidos correlacionaba significativamente con la secuencia nucleotídica de los 
iterones cognados. Este “dominio-relacionado al iterón” (IRD, Iteron-Related Domain) 
se encuentra adyacente al Motivo RCR-I, y se postuló la hipótesis de que residuos 
particulares del IRD son determinantes de especificidad de Rep (Arguello-Astorga y 
Ruiz-Medrano, 2001). Esta hipótesis recibió apoyo indirecto con la determinación de la 
estructura terciaria del dominio catalítico (4-120) de la proteína Rep de TYLCSV, que 
mostró que el IRD forma parte de una mini-lámina beta que los autores del estudio 
sugirieron podría estar involucrado en la unión específica al DNA (Campos-Olivas et 
al., 2002). 
La hipótesis del IRD se sometió a prueba experimental por nuestro grupo de trabajo, 
construyendo ADN-A híbridos a partir del componente genómico A del virus Tomato 
mottle virus (ToMoV), en el que se sustituyó la región intergénica y los primeros 11 
codones del gen AC1 (Rep) por el segmento equivalente del ADN-A de los 
begomovirus PHYVV, ToMoTV y TGMV, que poseen iterones diferentes. Así, los ADN-
As híbridos codifican una proteína Rep que es idéntica a la de ToMoV excepto en los 
primeros 11 residuos (que incluyen al IRD). En experimentos de inoculación de plantas 
por biobalística, el ADN-A de ToMoV no formó pseudo-recombinantes infecciosos con 
los ADN-B de PHYVV, ToMoTV y TGMV, como cabía esperar por la diferencia de sus 
iterones. En cambio, los ADN-A híbridos ToHib-PHYVV, ToHib-ToMoTV, y ToHib-
TGMV, produjeron una infección sistémica en las plantas al co-inocularse con el ADN-
B del virus cuyo IRD fue fusionado a la proteína Rep de ToMoV (Figura 8), lo cual 
confirmó la hipótesis de que algunos residuos en el dominio 1-11 son determinantes de 
especificidad (DEs) replicativa de los virus examinados (Bañuelos-Hernández, 2012).  
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Identificación de potenciales DES de Rep asociados al Motivo RCR I y RCR II. 
Londoño et a. (2010) llevaron a cabo un análisis comparativo más extenso que 

incluyó cerca de 180 begomovirus, lo que condujo al descubrimiento de dos SPDs (del 
inglés “Specificity Determinant”) o DEs (en español) adicionales que fueron mapeados 
a 10 y 12 residuos de distancia, respectivamente, del núcleo HuH del Motivo RCR. 
Posteriormente se generaron y compararon modelos in silico de la estructura 
tridimensional predicha de algunas proteínas Rep de begomovirus, todas ellas basadas 
en la estructura 3D de la proteína homóloga de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 
(Campos-Olivas et al., 2002). Las proteínas que se compararon unen iterones 
diferentes, y los datos estructurales sugirieron que los cinco residuos específicos 
identificados como potenciales DES en el análisis global de Londoño et al., (residuos 
en las posiciones 5, 8, 10, 69 y 71 de una proteína begomoviral típica, como la de 
BGMV) podrían ser, en efecto, los residuos críticos en la interacción de Rep con el 
ADN. En la figura 9 se presenta un modelo de la estructura terciaria del dominio 1-120 
de la proteína Rep de Sida mosaic Sinaloa virus (SiMSinV), que reconoce iterones 
GGGGGA, y se compara en la región del IRD/ beta-5 con el modelo de la proteína 
homóloga del Chino del tomate virus (CdTV), cuyos iterones cognados tienen la 

 

Figura 8. Auto-replicación en células de N. tabacum e infección de plantas de tabaco 
de los componentes genómicos híbridos de ToMoV.  (A-E). Plantas de N. benthamiana 
infectadas con componentes silvestres (A) y componentes híbridos y DNA-B 
correspondiente de las especies virales respectivas (C-E). (F). Autoradiografía de ensayos 
de autoreplicación de los componentes A híbridos y silvestres en células NT-1. (G). Datos 
relevantes de los componentes A-híbridos construidos con sus respectivos DEs e Iterones. 
(Modificado de Bañuelos-Hernández, 2012) 
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secuencia consenso GGGGTA, que difiere en dos nucleótidos (Mauricio-Castillo et al., 
2014).  
 

 

Figura 9- Modelo de la estructura 3D predicha del dominio de unión al ADN de la proteína 
Rep de SiMSinV.  (A) Estructura terciaria del dominio 1-120, usando como templado la 
solución NMR del dominio endonucleolítico de la Rep de TYLCSV (B) Alineamiento de la region 
1-80 de las proteínas Rep de SiMSinV y CdTV. (C-D) expansión de la región IRD/ hebra-beta5 
de la proteína de SiMSinV (C) y CdTV (D, respectivamente (reproducido de Mauricio-Castillo et 
al., 2014). 

 
En la Figura 10, se comparan los extremos N-terminales de las proteínas Rep de 
geminivirus nativos de diferentes continentes, que ilustra la correlación entre los 
hipotéticos DEs de Rep con la secuencia consenso de sus iterones cognados. Estas 
variaciones paralelas en las secuencias de macromoléculas diferentes (ADN y 
proteína) no son fáciles de explicar de manera diferente a la que sugiere el análisis 
comparado, esto es, que los residuos homólogos a los ubicados en las posiciones 5, 8, 
10, 69 y 71 de la proteína Rep de SiMSinV son, muy probablemente, DEs de los 
iniciadores RCR codificados por los geminivirus (Mauricio-Castillo et al., 2014).  
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Figura 10- Alineamiento de la región N-terminal de proteínas Rep agrupadas por la 
similitud de los aminoácidos 5, 8, 10, 69 y 71. La secuencia consenso de los iterones 
cognados se muestra en el lado izquierdo de la figura. Todos los grupos mostrados incluyen 
virus nativos de, al menos, dos continentes diferentes. 

 
 
De todo esto se deduce, naturalmente, que la combinación específica de los aminoácidos en 
las posiciones equivalentes a los residuos 5, 8, 10, 69 y 71 de una proteína Rep típica de 
begomovirus, podrían determinar la unión preferente de Rep a un iteron específico, lo que 
constituye, por tanto, la hipótesis central del proyecto de investigación cuyo reporte se expone 
en este trabajo. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Al presente solo se ha identificado experimentalmente un determinante de especificidad 
replicativa de acción en trans, esto es, el residuo aminoácido en la posición 10 de la 
proteína Rep codificada por dos cepas del begomovirus Tomato leaf curl New Delh 
virus (Chatterji et al., 1999). La investigación propuesta aquí proporcionaría información 
sobre un número muy amplio de determinantes de especificidad replicativa de 
geminivirus, si se demuestra la validez de la hipótesis central del proyecto. 
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HIPÓTESIS 
 

1) Los residuos aminoácidos de la proteína Rep del geminivirus Tomato mottle virus 
(ToMoV). que determinan su elevada afinidad por los iterones cognados (GGAGTA) se 
localizan en las posiciones 5, 8, 10, 69 y 71. 
 
2) La substitución selectiva de uno o más de los residuos señalados como potenciales 
DES en las proteínas Rep de ToMoV, generará proteínas mutantes con una 
especificidad de unión al ADN alterada y, dentro de ciertos límites, predecible.  
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OBJETIVOS 
 
Objetivo General 
 

-Someter a prueba experimental la hipótesis de que residuos aa presentes en el 

llamado IRD (que incluye a la hebra-1) y la hebra-5 de las proteínas Rep de 
geminivirus, son críticos para determinar la elevada especificidad de unión a 
secuencias de ADN definidas en el origen de replicación de esos virus. 
 
- Descifrar, al menos en parte, el código molecular que regula las interacciones 
específicas de Rep con su origen de replicación cognado. 
 
 

Objetivos Particulares. 
 
1) Generar mutantes de la proteína Rep del begomovirus ToMoV con sustituciones 
específicas en los residuos 5, 8, 10, 69 y 71, y determinar por métodos moleculares y 
ensayos de infección, las secuencias de ADN que dichas proteínas mutadas unen con 
elevada afinidad. 
 
2) Determinar la capacidad de las proteínas Rep mutantes de promover la replicación 
de componentes genómicos B de begomovirus con iterones diferentes a los de ToMoV-
B, en experimentos de pseudo-recombinación en plantas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material biológico 
En este trabajo, el virus del moteado del tomate (ToMoV), proporcionado gentilmente 
por la Dra. Jane Polston (University of Florida) fue usado como modelo de begomovirus 
bipartita (Genbank accession: L14460 y L14461) 
El componente genómico A de ToMoV fue clonado en el sitio ApaI del vector pBSKΔXN 
(un vector pBlueScript-SK del que se eliminó previamente un sitio XmnI de los dos 
presentes en ese vector, y el único sitio NgoMIV localizado en una region 
funcionalmente irrelevante). El DNA-B se clonó en pBSKΔXE (un derivado de 
pBlueScript del que se eliminaron los sitios XbaI y EcoRI del polilinker, proporcionado 
por la Dra. Nadia Martinez-Marrero). A partir de estas clonas se realizaron las 
mutaciones que se describen abajo.  
La cepa TOP10 de E. coli fue utilizada para propagar y almacenar la mayoría de las 
construcciones virales. Las condiciones de crecimientos fueron en medio Luria- Bertani 
(NaCl 10g/L, Extracto de levadura 5 g/L y pectona de caseína 10 g/L) por 16 hrs a 37ºC 
en agitación constante a 90 rpm (Sambrook y Russell, 2001). Se adicionaron los 
antibióticos de selección dependiendo del vector, y a las concentraciones 
recomendadas. Para el vector pBlueScript SK (-) y sus derivados se seleccionaron con 
carbenicilina 100 µg/ml. 
El vector binario pCAMBIA1300 (donado por el Dr. Bernardo Bañuelos-Hernández) se 
usó para clonar los hemidímeros de las clonas infectivas de los componentes A y B 
mutantes, así como el componente silvestre de ToMoV. Las clonas con las 
construcciones se crecieron y se seleccionaron en medio LB más Kanamicina a 50 
µg/ml, cuando están transformadas en E. coli TOP10 
Para algunos ensayos, fue necesario usar el vector binario pCAMBIA1300 en células 
de Agrobacterium tumefaciens GV3101. En este caso, las bacterias se crecieron en 
medio SOC (NaCL 0.5 g /L, Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, MgCl 10 mM, 
KCl 0.1 mM y Dextrosa 1 mM) (Sambrook y Russell, 2001) más los siguientes 
antibióticos: Gentamicina 15 µg/ml, Rifampicina 20 µg/ml y Kanamicina 50µg/ml.  
En los ensayos de replicación, se usaron células en suspensión de Nicotiana tabacum 
NT1, crecidas en medio NT1 (sacarosa 15g/L, 10 ml de soluciones Stock: Solución I 
Nitratos, Solución II Sulfatos, Solución III Quelatos, Solución IV Fosfatos, Solución V 
Halógenos y acido di-clorofenoxiacético, 2mg/L-1 pH 5.4). Se incubaron a 25 ºC en 
agitación constante a 90 rpm. Para mantener las células NT1 después de la 
electroporación el medio NT1 fue suplementado con Manitol a una concentración de 
0.4 M (Shimada-Beltran, 2007). 
Para los ensayos en discos de hoja y de infección se utilizaron plántulas de 4 semanas 
de Nicotiana benthamiana. incubadas a 25° C en condiciones de 16 hrs de luz/ 8 hrs 
oscuridad. 
 
Condiciones de OE-PCR 
Las condiciones del PCR de extensión traslapada (OE-PCR) (Braman, et al., 2010) 
para el paso 1 (combinaciones FNgoMIV/M13R y FM13/RNgoMIV (Tabla S1 de 
anexos) fueron las siguientes: se usó MyTaqTM Red DNA polymerase (Bioline, Meridian 
Life Science, Memphis, USA). El buffer contiene 50mM de dNTPs, 15 mM de MgCl2, 
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agentes estabilizadores (concentraciones optimas según el fabricante) y las 
condiciones del termociclador: 95ºC 1 min (1 ciclo); 95ºC 15 seg, 55ºC 11 seg, 72ºC 
100 seg por 25 ciclos y 4º ∞. Ambos fragmentos fueron agregados en una relación 1:1 
(Concentración final 50 ng); el segundo paso en el que se utilizaron los iniciadores 
FM13 y M13R en las siguientes condiciones 98ºC 2 min, 98ºC 30 seg, 55ºC 30 seg, 
72ºC 30 seg por 20 ciclos 72ºC 5 min y 4º ∞, se usó la Taq polimerasa platinum 
(Invitrogen) según las especificaciones del proveedor  
 
Generación de casetes sintéticos de la región IRD del gen Rep. 
Los casetes sintéticos de doble cadena se generaron a partir de oligonucleótidos de 
cadena sencilla de 33 o 37 pb (Tabla S2), diseñados con cambios en los codones que 
corresponden a los aminoácidos de interés (5, 8 y 10). Cada pareja de oligonucleótidos 
de cadena sencilla se hibridó, usando una concentración de 1µM de cada primer más 
buffer de hibridación 1X (Tris-HCl 200mM pH 7.5, NaCl2 1.5M) y se incubaron 5 
minutos a 95C; se dejó que la temperatura descendiera gradualmente hasta llegar a 
temperatura ambiente; Los casetes de dsDNA se fosforilaron usando la T4 
polinucleótido cinasa (New England, Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del 
proveedor.  
 
Condiciones para PCR mutagénico (Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit) 
Se diseñaron los oligonucleótidos mutagénicos (Tabla S1) para los cambios en los 
codones que corresponden a los aminoácidos 69 y 71 de la proteína Rep. En todos los 
casos se utilizó el mismo el iniciador “reverso” (RuniPciI). Las mutaciones se realizaron 
por PCR mutagénico sitio dirigida usando Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit New 
England (ver anexos); el DNA usado como templado fueron los componentes A 
mutantes en los codones 5, 8 y 10, previamente generados, que corresponden a cada 
combinación específica examinada. Los oligonucleótidos (forward y reverso) se 
prepararon a una concentración stock de 10 pM cada uno, posteriormente se 
fosforilaron usando la T4 polinucleotide Kinase (según indicaciones del proveedor), se 
incubo a 37ºC por una hora, después se inactivo la enzima agregando 1 volumen de 
Cloroformo-Alcohol Isoamilico 24:1 y se mezcló usando vortex por 1 minuto y se 
centrifugó a 13000 rpm por 10 minutos Se tomó la fase superior  y se colocó en un tubo 
nuevo; esa fase es la que contiene los iniciadores fosforilados, los cuales se usaron en 
la PCR mutagénico (Sambrook, 2001). La mezcla de reacción para el PCR fue la 
siguiente: Buffer HF 1X, dNTP`s 200 µM, oligo Forward 0.5 µM y Reverso 0.5 µM, DNA 
templado 2ng/0.5 µL, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 0.02U/µL Las condiciones de 
la PCR fueron las siguientes: 98ºC 1 minuto; 98ºC 30 seg, 68.5ºC 30 seg, 72ºC 1.45 
minutos por 35 ciclos; 72ºC 10 min y 4º ∞. Los productos de PCR fueron tratados con 
10 U de DpnI, se incubo 3 horas a 25 ºC; posteriormente se inactivó la enzima a 65ºC 
por 10 minutos, para eliminar el DNA templado proveniente de la bacteria. Por último, 
los productos de cada reacción tratados con la endonucleasa se ligaron usando Ligasa 
T4 (NewEnglad), se incubo a 25ºC por 2 h, esta ligación fue transformada en E. coli 
TOP 10 y las clonas fueron seleccionadas por medio de un corte PciI que introduce el 
oligonucleótido reverso, y enviadas a secuenciar para confirmar que las mutaciones 
fueron incorporadas. 
 



  Romero Osorio-Tesis 2022 

 22 

Generación de casetes sintéticos con secuencias de iterones diferentes a los de 
ToMoV por PCR de fusión. 
Las secuencias nativas de los iterones en la región río arriba del gen Rep en el 
componente genómico A, o río arriba del gen BC1 en el componente B, se 
reemplazaron por casetes sintéticos de doble cadena de aproximadamente 150 pb 
generados por PCR de fusión. 
Para el diseño de los casetes sintéticos se usó como plantilla la secuencia nativa de un 
fragmento NgoMIV/ PmlI del componente A de ToMoV, donde se ubican los iterones.  
Se obtuvieron un total de 8 casetes sintéticos cuya secuencia de iterones corresponde 
a cada DNA-A mutante con DEs distintos. Los segmentos sintéticos se obtuvieron por 
el traslape en un segmento de 37 nt de mega-oligonucleotidos de 94 nt junto con su 
mega-oligo complementario para extender los ADNdc a ~150 p. Los mega-
oligonucleotidos se enlistan en la Tabla S3 de Anexos. 
Las condiciones de la PCR de Fusión fueron: 98ºC 2 min, 98ºC 30 seg 55ºC 30 seg, 
72ºC 30 seg por 20 ciclos 72ºC 5 min y 4º ∞. Cada producto de PCR fue clonado en el 
vector pGEM-T Easy (PROMEGA), y se verificó por secuenciación.  
 
 
Construcción de componentes A doblemente mutados (DEs e Iterones) 
 El origen de replicación del componente A mutante se digirió con PmlI y NgoMIV por 
una hora a 37 ºC (fragmentos: 5416 pb y ~135pb); se purificó la banda de 5416 pb 
usando el Kit Wizard (Promega). Se trató con las enzimas PmlI y NgoMIV al pGEM-T 
Easy que contenía el casete sintético correspondiente, se incubo a 37ºc por una hora, 
posteriormente los fragmentos (137 pb y ~3000 pb) se separaron en un gel de agarosa 
al 1.5% y se purificó del fragmento de 137 pb con el Kit Wizard (Promega).  Ambos 
fragmentos fueron ligados (relación 1:3) y   se transformó en E. coli TOP 10; las clonas 
resultantes se enviaron a secuenciar para confirmar la substitución correcta de los 
iterones.  
 
Construcción de Componentes B mutantes. 
Se trato el componente B silvestre de ToMoV clonado en el vector pBlue-Script con las 
enzimas EcoRI/PmlI que generaron fragmentos de 5171pb y 338pb, respectivamente), 
se incubo una hora a 37ºC posteriormente se separaron los fragmentos en un gel de 
agarosa al 1% y se purifico la banda de 5171pb usando el Kit Wizard (Promega); este 
fragmento se utilizó para insertar los diferentes fragmentos sintéticos con iterones 
diferentes al silvestre.  Se trato con las enzimas PmlI y EcoRI al pGEM-Easy que 
contiene el casete sintético, se incubo a 37ºC por una hora, posteriormente los 
fragmentos (137 pb y 3000 pb) se separaron en un gel de agarosa al 1.5% y se purifico 
el fragmento de 137pb con el Kit Wizard (Promega). Ambos fragmentos purificados se 
ligaron en una relación 1:3 y se transformaron en E. coli TOP 10. Las clonas 
resultantes se analizaron con el corte EcoRI/PmlI (fragmentos esperados: 5171pb y 
137 pb) y se enviaron a secuenciar para confirmar el reemplazo. Los componentes B 
resultantes se nombraron de acuerdo con el virus que presenta iterones como los 
sintetizados.  
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Construcción de clonas infectivas de los componentes genómicos A y B 
mutantes. 
La clonas infectivas están formadas por ~1.5 monómeros de DNA-A o B (hemidímeros) 
de los virus clonados en un vector apropiado (Kim et al., 2007; Peyret y Lomonossoff 
2015; Porta y Lomonossoff, 2002). Para realizar las construcciones con el DNA-A, un 
fragmento de 1.5 Kb de éste fue amplificado por medio de PCR, usando los primers 
FTH1K/M13R, y el producto (que contiene 72 pb del gen CP, 308 pb que corresponden 
a la región intergénica, y 837 pb del gen Rep) fue clonado en el vector pGEM-Easy y 
enviado a secuenciar. Posteriormente se subclonó un fragmento HindIII/EcoRI (1.5 Kb) 
del DNA-A en pCAMBIA1300. A la clona resultante se le inserto un monómero del 
DNA-A en un sitio ApaI. Se realizó un primer análisis mediante enzimas de restricción 
para verificar la orientación y posteriormente se confirmaron por secuenciación. Los 
hemidímeros resultantes se transformaron por electroporación en A. tumefaciens 
GV3101 y se seleccionaron mediante resistencia a Km (50 µg/ml), Gm (40 µg/ml) y Rif 
(20µg/ml); las clonas resultantes se verificaron mediante PCR en colonia. 
 
Transformación de protoplastos de células NT1 de Nicotiana tabacum 
Los componentes A mutantes en los residuos 5, 8, 10, y los mutantes en los residuos 
69 y 71, fueron examinados en ensayos de auto-replicación en protoplastos de N. 
tabacum NT1. Las células en suspensión de 4 días fueron recolectadas por 
centrifugación a 2000 rpm por dos minutos y lavadas con manitol al 0.4 M; 
posteriormente se agregó solución enzimática (manitol 0.4M, MES 20 mM, celulasa 1% 
y pectoliasa al 0.1%) y se incubo por 40 min a 90 rpm a 23 ºC. Las células fueron 
colectadas por centrifugación a 1600 rpm por 2 min y se lavaron dos veces con 
solución de manitol al 0.4M, y dos con buffer de electroporación (NaCl 0.8% KCl 0.2%, 
NaK2PO4 0.2%, Na2HPO4 0.11%, Manitol 0.4M pH 6.5) (Shimada-Beltran 2007). Las 
células fueron resuspendidas en 2 volúmenes de buffer de electroporación. Se 
prepararon alícuotas de 300 µL y se colocaron en celdas de electroporación (BIORAD) 
junto con 10 µg de DNA-A previamente digerido. Las condiciones del pulso fueron: 250 
V, 500 µF. Las células electroporadas fueron recuperadas en medio NT (ver arriba) 
suplementado con manitol al 0.4M e incubadas por 48 hrs a 23 ºC en oscuridad. 
Posterior a la incubación se procedió a la extracción de DNA total y su digestión con 
ApaI y DpnI, como se describe más adelante. 
 
Southern blot de ensayos de replicación transitoria en protoplastos 
Los protoplastos fueron recolectados en tubos de 1.5 ml  por centrifugación a 2500 
rpm, el paquete celular fue sumergido en nitrógeno líquido y  macerado, se agregaron 
480 µl  de buffer de extracción de plantas (EDTA 50 mM, Tris-HCL 100 mM) y 37.5 µl  
de SDS al 20 % y se incubaron a 65 C por 10 minutos, después se agregaron 94 µl de 
Acetato de potasio 5 M y se incubo en hielo por 5 minutos, posteriormente se 
centrifugaron a 13 000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se transfirió a un tubo 
nuevo de 1.5 ml y se agregó un volumen de  Fenol-Cloroformo y se agito en vortex por 
un minuto. Se centrifugó por 5 minutos a 13 rpm y la fase acuosa se colocó en un tubo 
nuevo, se agregó 600 µl de isopropanol frio y se incubo a -20 C por 20 minutos, 
después se centrifugo a 13 000 rpm por 20 minutos. Se eliminó el sobrenadante y la 
pastilla se lavó con 500 µl de etanol al 70% centrifugando por 5 minutos. Por último, se 
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decantó y se dejó secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendió en 35 µl de 
agua MiliQ (Dellaporta, et al., 1983). 
Posteriormente, se trató con las enzimas DpnI y ApaI a 37 C toda la noche. El DNA fue 
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% y transferido a membranas de nylón 
Hybond+ (Amersham) usando los protocolos estándar. Se usó como sonda un 
fragmento específico del componente A de ToMoV (fragmento ApaI/SacI de 600 pb, 
correspondiente a un segmento del gen rep.) La sonda fue marcada con biotina, 
usando “Biotin 3´DNA Labeling Kit” (ThermoScientific) de acuerdo con las condiciones 
sugeridas por el proveedor, y detectada por quimioluminiscencia usando 
“Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Kit” (ThermoScientific).  Para la detección 
del componente B se usó como sonda un fragmento ApaI/BamHI de 600 pb, el cual se 
trató exactamente igual que la sonda para el componente A. 
 

Ensayos de autoreplicación en discos de hojas (Leaf disk assays) 
 
Las cepas de Agrobacterium que contienen las clonas infectivas de los componentes A 
mutantes y silvestre, fueron crecidas en medio SOC más Km (50 µg/ml), Gm (40 µg/ml) 
y Rif (25µg/ml), por 18 horas. Las bacterias fueron recolectadas por centrifugación a 
4000 rpm por 10 minutos, después se realizaron dos lavados con buffer de 
agroinfiltración (Acetosiringona 10 µM, MgCl 10 mM, MES 10mM pH 5.7) para eliminar 
los desechos del medio. Posteriormente se ajustaron a una DO600=1.  Se agroinfiltraron 
1ml de la suspensión bacteriana en cada hoja de cada planta (Kim et al., 2007). Se 
incubaron por 72 horas en cámara ambiental a 23oC en condiciones estáticas (Xu et al., 
2018; Elmer et al., 1988) A continuación, las hojas se recolectaron para extraer DNA y 
realizar ensayos de Southern blot para detectar si hubo replicación del componente A. 
 
Ensayos de infección de N. benthamiana 
Los ensayos de infección se realizaron en plantas N. bethamiana de 4 semanas de 
edad. El número de muestras fue de 9 plantas para el control positivo y las muestras de 
las diferentes combinaciones pareadas DNA-A y DNA-B mutantes, mientras que para 
los controles negativos (mock y sin tratamiento) fue de 7 muestras. Las réplicas 
técnicas fueron realizadas por triplicado. Las clonas infectivas de los DNA-A y B 
silvestres, y las 5 mutantes (Tipo ACMV, BCTV, OkYMMV, PHYVV y TGMV), 
transformadas en A. tumefaciens GV3101, fueron crecidas en medio SOC más 
Kanamicina (50 µg/ml) y Rifampicina (20µg/ml) a 28C por 16 h, después las bacterias 
se recolectaron por centrifugación a 4000 rpm por 10 minutos y se les realizaron 2 
lavados con la solución de Agroinfiltración (Acetosiringona 10 µM, MgCl 10 mM, 
MES10mM pH 5.7). Posteriormente se ajustaron a una D.O.600 =1.  Se realizó una  
mezcla de las suspensiones bacteriana en una relación 1:1. Se agroinfiltraron 500 µl de 
la mezcla en 3 hojas de cada planta. Se incubaron en una cámara ambiental con las 
siguientes condiciones: ciclo luz/oscuridad 12 h, humedad 25% y temperatura a 25 C 
(Elmer, et al., 1988) A).  Se tomaron muestras de hojas nuevas a los 10, 14 y 21 días 
post- infección (dpi), para la detección de los componentes A y B de las mutantes y el 
virus silvestre. A las hojas nuevas, se les extrajo ADN total, como se menciona arriba, 
100 ng de éste se usó como templado para la detección DNA de novo por medio de 
PCR. Se usaron las siguientes combinaciones de iniciadores para amplificar el 
segmento superior del DNA-A DGR-For / YMAC-Rev (Fragmento de 1404pb); DNA-A 
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segmento inferior YMAC-For / DGR-For; Segmento superior de DNA-B BC-290-For/BV-
310-Rev y segmento inferior DNA-B segmento inferior BV-310-For/ BC-290-Rev. Las 
condiciones de PCR fueron: 95ºC 2 min, 95ºC 1 min, 55ºC 1 min, 72ºC 2 min por 25 
ciclos 72ºC 5 min y 4ºC. Los productos fueron visualizados en un gel de Agarosa al 1%.  
Los fragmentos que corresponden a los segmentos superiores fueron clonados en el 
vector pGEM-T Easy (PROMEGA) y enviados a secuenciar. 
 
Análisis de secuencias. 
Los mapas del genoma del virus del moteado del tomate (ToMoV), sus mutantes y 
fragmentos clonados en los vectores pCAMBIA1300, pGEM-T Easy y pBSK(-)SK 
fueron construidos usando SnapGene® o SnapGene Viewer 
(http://www.snapgene.com; GSL Biotech, Chicago, IL, EE. UU.) (Sturmberger et al., 
2016). La comparación de genomas se realizó con BLASTn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los alineamientos entre secuencias se 
realizaron en CLUSTAL OMEGA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)( Li 2003). 
Se utilizaron ajustes predeterminados en todos los softwares. 
 
 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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RESULTADOS 
 

Tomando en consideración el gran número de modificaciones que fue necesario 
realizar al genoma del virus Tomato mottle virus (ToMoV), consideramos importante 
ofrecer una visión panorámica de los cambios realizados, intentando ser claros para la 
comprensión global del proyecto de investigación que llevamos a cabo. 
El proceso de generación de las mutantes de ToMoV siguió un orden muy preciso, por 
lo que omitiremos mencionar los aspectos muy técnicos que interrumpirían la fluidez y 
claridad de la descripción. Esos detalles técnicos se describen en apartados fácilmente 
localizables en los apartados creados para ese fin. 
A grandes trazos, se llevaron a cabo las siguientes etapas de modificaciones 
moleculares (mutaciones simples o compuestas): 
 

1. Generación de mutaciones en los codones 5, 8 y 10 del gen Rep de ToMoV, 
que resultaron en la substitución precisa de los residuos aminoácidos originales 
por otros que se seleccionaron a partir de un Modelo Predictivo General (ver 
más adelante). Estas mutaciones se realizaron por la técnica de “substitución 
por cartuchos sintéticos”.  

 
2. Una vez mutados los codones 5, 8 y 10, los ADN-As mutantes correspondientes 

se utilizaron como plantillas para generar el segundo grupo de mutaciones 
(codones 69 y 71) en todos los casos en que los aminoácidos correspondientes 
fueran diferentes a los de la proteína Rep de ToMoV.  

 
3. Una vez realizadas las mutaciones en el gen Rep de ToMoV, se procedió a 

reemplazar los cuatro iterones nativos (GGAGTA) de ese virus, por conjuntos 
alternativos de cuatro iterones, que corresponden al sitio de unión predicho por 
el Modelo Predictivo para la proteína Rep codificada por cada DNA-A mutante. 
En otras palabras, los iterones de ToMoV fueron sustituidos por los elementos 
repetidos que el modelo predice serán unidos eficientemente por la proteína Rep 
mutante correspondiente.   

 
Tomados en conjunto, el resultado de las operaciones realizadas fue la generación de 
8 mutantes globales del DNA-A de ToMoV, los cuales poseen orígenes de replicación 
diferentes, con iterones que presumiblemente serán reconocidos por la proteína Rep 
mutada en los aminoácidos 5,8,10, 69 y 71 según una combinación bien definida, que 
es similar a la de proteínas Rep de geminivirus silvestres con iterones cognados como 
los predichos (Figura 11). 
De acuerdo con la hipótesis central del proyecto, esos componentes genómicos 
derivados de ToMoV-A serán capaces de autorreplicarse en células vegetales, y de 
trans-replicar DNA-Bs derivados del componente genómico B de ToMoV mediante la 
subclonación (“transplante”) del origen de replicación del DNA-A mutante 
correspondiente. Por lo tanto, los componentes genómicos mutantes (A+B) deberían 
también ser capaces de producir una infección sistémica en plantas de N. 
benthamiana.   
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En el período del proyecto solo se lograron generar y verificar 5 mutantes del DNA-B de 
ToMoV con la región intergénica intercambiada, por lo que los experimentos de 
infección se restringieron a esos 5 virus mutantes y al virus ToMoV silvestre.  
En lo que sigue procederemos a describir en detalle cada fase del proceso de 
generación de los virus mutantes. Los resultados de los experimentos realizados con 
los cinco virus mutantes completos (DNA-A + DNA-B) de ToMoV que fueron 
caracterizados, son descritos en la parte final de presente trabajo. 
 
 
Selección de determinantes de especificidad en cis y en trans que se examinaron 
en el estudio. 
 

La primera actividad para desarrollar el presente proyecto fue definir las 
combinaciones de los presuntos pares cognados Iterón-Rep que fueran las más 
apropiadas para examinar la hipótesis central del estudio. Esta elección es crucial, ya 
que existen decenas de geminivirus con iterones diferentes y que codifican proteínas 
Rep divergentes, pero algunos de ellos podrían ser mejores que otros para verificar las 
hipótesis de trabajo. Por lo tanto, tomamos en cuenta varios criterios para que la 
elección fuese apropiada para el estudio. La primera fue definir el nivel de “robustez” 
relativa de las correlaciones Rep-iterón que se han descrito en la literatura (Arguello-
Astorga y Ruiz Medrano 2001; Londoño et al., 2010; Mauricio-Castillo et al., 2014), Una 
correlación Rep-Iterón se considera “altamente robusta” cuando se encuentra en un 
grupo comparativamente grande (>8) de virus no relacionados, y con el mínimo número 
aparente de excepciones a la regla definida (idealmente ninguna). Un segundo criterio 
es la preservación de la correlación entre virus pertenecientes a distintos linajes 
filogeográficos (ej., de diferentes continentes), lo que da mayor peso a las 
correlaciones. Un tercer criterio es que los virus elegidos como referencia sean 
especies lejanamente relacionadas al virus modelo, ToMoV, y que sus iterones y sus 
presuntos DES presenten diferencias desde muy pequeñas (una base del iterón, un 
aminoácido de Rep) a muy grandes (ej., 4 bases en los iterones, 4 residuos 
aminoácidos diferenciales en Rep), con los elementos correspondientes de ToMoV, lo 
que haría factible una valoración más precisa del papel de cada potencial DEs, en caso 
de discrepancias con la hipótesis central.  

En base a esos criterios elegimos ocho proteínas Rep con combinaciones 
características en los aminoácidos (5, 8, 10) / (69, 71) y cuyo presunto Iterón homólogo 
(cognado) fuese muy conservado, y claramente distinto al de otros grupos de proteínas 
Rep. Entre las proteínas seleccionadas incluimos proteínas codificadas por geminivirus 
de distintos continentes e incluso de diferentes géneros (ej. begomovirus y curtovirus).  
Los 8 pares cognados Rep-iterón, que seleccionamos después de una revisión 
minuciosa, satisfacen los requisitos indicados, y se resumen en el Modelo Predictivo 
ilustrado en la Figura 11. Todas las mutaciones realizadas experimentalmente en el 
componente genómico A de ToMoV se basaron en ese Modelo Predictivo, y los 
resultados experimentales obtenidos han de ser examinados a la luz de dicho modelo. 
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Figura 11- Modelo Predictivo adoptado en el presente estudio, que ilustra las diferencias 
en los potenciales DEs de las proteínas Rep (residuos 5, 8,10, 69 y 71) que correlacionan 
con un iterón definido en múltiples virus de linajes diversos. En letras azules se muestran los 
residuos aminoácidos de la proteína Rep de ToMoV, y en letras negras la secuencia del 
iterón del mismo virus. En letras rojas se denotan los residuos aminoácidos de Rep y los 
nucléotidos del iterón que difieren de los presentes en los elementos equivalentes de 
ToMoV. Los acrónimos en la columna derecha corresponden al virus “tipo” que ejemplifica 
un geminivirus que presenta el Iterón cognado (predicho) y la combinación de residuos 
[5,8,10/ 69,71] correlativa.  

 

Modificación del componente A de ToMoV para introducir un sitio de corte al 
inicio del gen Rep. 
El componente genómico A de ToMoV (2601 pb) se clonó en el sitio ApaI del vector 
modificado pBSKΔXN, el cual deriva del plásmido pBlueScript-SK del cual se 
eliminaron previamente los sitios de corte para las endonucleasas NgoMIV y uno de los 
dos sitios XmnI nativos (ver anexos). La nueva clona fue nombrada pBSKΔXN-
ToMoVA. Esta clona posteriormente fue modificada por mutagénesis dirigida al inicio de 
la secuencia del gen Rep, introduciendo un sitio NgoMIV en la región de los codones 2 
y 3. El nuevo sitio de corte fue generado por extensión de traslape de PCR (OE-PCR) 
(Braman et al., 2010) usando los oligonucleótidos mutagénicos (FNgoMIV/RNgoMIV) y 
los iniciadores universales M13F y M13R. El codón 2 original CCC (Prolina) se cambió 
por CCA, una mutación silenciosa. Con la mutación introducida, el codón 3 CCA 
(Prolina) se cambió por GCA, generando de ese modo un cambio del aminoácido 
codificado, Prolina por Alanina (A3P). En la primera ronda de PCR se utilizaron las 
combinaciones de iniciadores FNgoMIV/RM13 y FM13/RNgoMIV; los productos de 
PCR fueron de 1855pb y 1021 pb respectivamente. Posteriormente ambos fragmentos 
se utilizaron como templado para la segunda PCR donde se utilizaron los iniciadores 
M13F y M13 R, cuyo amplicón fue de 2832 pb. La introducción del sitio NgoMIV se 
verificó digiriendo el producto de PCR extenso con la enzima de interés (fragmentos 
1821pb y 1003pb) (Figura 12 B). Por último, el producto de PCR se digirió con ApaI, 
para clonarse en un sitio compatible en el vector pBSKΔNX. Las clonas resultantes se 
analizaron primero por patrón de digestión con ApaI/NgoMIV (2960, 1764, 837 pb) y 
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ApaI/XmnI (2960, 1802, 800 pb) (Figura 12B). La construcción resultante se verificó por 
secuenciación y se le denomino pBSKΔXN-ToMoVA NgoMIV. (Figura 12). Este plásmido 
se utilizó como base para realizar todas las modificaciones en el gen Rep, a fin de 
obtener proteínas Rep con distintos determinantes de especificidad (DEs) de unión al 
DNA.  
 
 

Figura 12. Introducción del sitio NgoMIV en la secuencia codificante del gen rep 
en el componente A de ToMoV. (A). Mapa de la clona pBS-ToMoVA-NgoMIV, que 
incluye un monómero del DNA-A de ToMoV con un sitio único NgoMIV introducido al 
inicio del gen Rep, para facilitar el reemplazo del segmento que incluye a los codones 3 

A 
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a 11. El sitio NgoM IV se resalta con un rectángulo rojo. (B) Gel 1 Primera ronda de 
PCR en la línea 1. MPM1kb DNA Ladder (New England Lab), Carril 2, PCR usando 
oligos M13F/RNgoMIV, Carril 3, PCR con oligos FNgoMIV/RM13. Gel 2. Segunda ronda 
de PCR con oligos universales M13F/M13R. carril 1 MPM (NEB). carril 2 producto de 
PCR de 2845 pb. Gel 3. Carril 1 MPM (NEB), línea 2, Producto de PCR con oligos 
universales tratado con la enzima NgoMIV. 

 
 
 
Generación de variantes de ToMoV-A con mutaciones en los codones 5, 8, y 10, 
del gen Rep. 
En la primera etapa del proyecto se generaron mutantes de ToMoV que codifican ocho 
proteínas Rep diferentes, que presentan combinaciones de potenciales determinantes 
de especificidad (DES) en el extremo N-terminal, que son distintos a la proteína 
silvestre, tales como los que presenta el virus del mosaico africano de la yuca (ACMV), 
el virus del mosaico dorado del tomate (TGMV) y otros geminivirus descritos en la 
Figura 11.  
 Las ocho versiones mutantes del gen Rep de ToMoV A se generaron en dos pasos 
para simplificar el proceso; en una primera etapa se cambiaron por substitución de 
cartuchos o casetes de DNA sintéticos, y en un paso posterior se modificaron los 
codones que corresponden a los aminoácidos 69 y 71.  
El esquema ilustrado en la Figura 13 ilustra la estrategia general utilizada para el 
reemplazo del casete que comprende los codones 5, 8 y 10, localizados entre los sitios 
NgoMIV y XmnI, lo que hizo factible y técnicamente sencilla la sustitución de ese 
segmento del gen Rep nativo de ToMoV por la región equivalente (“mutante”) de las 8 
variantes elegidas- 
Se diseñaron 8 casetes sintéticos de 37 pb cada uno, que corresponden a una 
combinación específica de los DES 5, 8 y 10, como se muestran en detalle en la Tabla 
S2 de anexos, y en base al Modelo Predictivo ilustrado previamente. Los casetes 
sintéticos se obtuvieron mediante la hibridación de oligonucleótidos de cadena sencilla 
de 37 y 33 nt, respectivamente, complementarios en 33 posiciones (ver Materiales y 
métodos); al formar la doble cadena se generan cartuchos con extremos compatibles 
con los dejados por las enzimas XmnI (extremo romo) y NgoMIV (extremo cohesivo) en 
la secuencia de ToMoVA-NgoMIV(Figura 13). 
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Figura 13. Estrategia para el reemplazo de 37 pb del inicio del gen Rep mediante casetes 
sintéticos mutantes. Oligonucleótidos de cadena sencilla fueron hibridados con su iniciador 
complementario, para generar los casetes de doble cadena con extremos compatibles NgoMIV y 
XmnI. Por último, los casetes se fosforilaron y ligaron con el plásmido PBSKΔXN ToMoV-
ANgoMIV.cortado con las enzimas mencionadas. 

 

El vector con el componente A-NgoMIV se digirió con ambas enzimas y se purifico el 
fragmento mayor (5524 pb) que corresponde al vector completo menos los 37 pb del 
gen Rep comprendido entre los sitios de corte. El fragmento mayor se usó como vector 
para insertar cada uno de los ocho casetes sintéticos de doble cadena (figura 14A). Las 
ligaciones se transformaron en E. coli TOP10, y las clonas recombinantes obtenidas 
para cada uno de los casetes sintéticos, fueron analizadas primero por patrones de 
digestión utilizando el corte doble ApaI/NgoMIV (deben producir 3 bandas con los 
siguientes tamaños: 2960 pb, 1764 pb y 837). En la figura 14C se muestra el patrón de 
bandas producido por digestión de las clonas que corresponden a los casetes [aa 
5,8,10] KKQ, NQK Y KLN; las clonas que presentaron las bandas esperadas son 
resaltadas con rectángulos rojos, y se enviaron a secuenciar; este mismo 
procedimiento se aplicó para las clonas que corresponden a los casetes KRN, KKS, 
KQN y GSK. Las clonas mutantes obtenidas fueron designadas del siguiente modo: 
M1-KRN (“tipo PHYVV”), M2-KKS (“tipo CdTV”), M3-KKQ (“tipo ACMV”), M4-GSK (“tipo 
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SiMSinV”), M5-KLN (“tipo TYLCThV”), M6-7-KQN (“tipo OkYMMV/ TGMV”, 
respectivamente) y M8-NQK (“tipo BCTV”). 
 

 

Figura 14. Clonación de casetes sintéticos en componente A de ToMov. (A). gel de 
agarosa al 1%, pBSK-ToMoVA-NgoMIV tratada con XmnI/NgoMIV (B). gel de agarosa 
al 3%, línea 1, 2 y 3 corresponden a los casetes sintéticos de doble cadena KKQ, NQK 
y KLN, línea 5 a la 7 son oligonucleótidos de 37 nucleótidos cadena sencilla. (C). 
Digestiones de las clonas con ApaI/NgoMIV, carril 1 KKQ-6, carril 2 KKQ-7, carril 3 
KKQ-8, carril 4 KKQ-9, carril 5 KKQ-10, carril 6 NQK-6, carril 7 NQK-7, carril 8 NQK-10, 
carril 9 MPM, carril 10 KLN-6, carril 11 KLN-7, carril 12 KLN-8, carril 13 KLN-9, carril 14 
KLN-10. Se resaltan las clonas que mostraron el patrón de digestión esperado, y fueron 
verificadas por secuenciación. 
 
 
Generación de variantes de ToMoV-A con mutaciones en los codones 69 y 71 del 
gen Rep. 
La proteína Rep de Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) y del Chino del tomate 
virus (CdTV), contienen residuos aa 69 y 71 que son idénticos a los de ToMoV (Q y T, 
respectivamente). En consecuencia, no fue necesario introducir más cambios en el gen 
Rep de las variantes “tipo” PHYVV y CdTV que se generaron. Sin embargo, los 
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restantes 6 mutantes del DNA-A de ToMoV requerían modificar uno o dos de los 
codones mencionados. Para hacer esto se utilizaron como “plantillas” los DNA-A con 
las mutaciones correspondientes en los codones 5, 8 y 10 y se procedió a mutar sus 
codones 69 y 71 utilizando la técnica de PCR mutagénico (ver Materiales y Métodos) 
siguiendo las recomendaciones del proveedor. En la Tabla Complementaria S2 
(Anexos) se indican las secuencias de los oligonucleótidos mutagénicos utilizados en 
cada caso, y en la Figura S4 (Anexos) se muestra un diagrama simplificado de la 
metodología usada para el PCR-mutagénico de los codones 69 y 71 del gen Rep, 
utilizando un ejemplo específico. Las mutaciones fueron confirmadas por 
secuenciación.  De esta manera, los componentes derivados del DNA-A de ToMoV, 
con los genes Rep modificadas en los 5 codones diana (5, 8, 10, 69 y 71) fueron 
obtenidos y designados del siguiente modo:  M3 KKQ/VT (DEs tipo African cassava 
mosaic virus, ACMV), M4-GSK/NT (DEs tipo Sida yellow mosaic Sinaloa virus, 
SiMSinV), M5-KLN/KQ (DEs tipo Tomato yellow leaf curl Thailandia virus, TYLCThV), 
M6-KQN/KQ (DEs tipo Okra yellow mosaic Mexico virus, OKYMMV), M7-KQN/CQ (DEs 
tipo Tomato golden mosaic virus-TGMV) y M8-NQK/QR (DEs tipo Beet curly top virus, 
BCTV), lo cual se resume en la Tabla 3. 
 

Tabla 3. DNA-A mutantes en los codones que corresponde a los DE. 

Mutante Determinantes de 
Especificidad 

Virus donde se presenta 
la combinación de DES 

M1-PHYVV KRN/QT PHYVV 

M2-CdTV KKS/QT CdTV 
M3-ACMV KKQ/VT ACMV 

M4-SiMSinV GSK/NT SiMSinV 

M5-TYLCThV KLN/NT TYLCThV 

M6-OKYMMV KQN/KQ OKYMMV 

M7-TGMV KQN/CQ TGMV 

M8-BCTV NQK/RT BCTV 

 

Los virus mutantes verificados por secuenciación fueron utilizados para realizar un 
alineamiento de los primeros 80 residuos aminoácidos del ORF AC1 (Rep) utlizando el 
software Clustal W.  Los presuntos determinantes de especificidad de las proteínas 
Rep mutantes se indican en letras en rojo o azul en la Figura 15. 
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Figura 15. Alineamiento de los primeros 80 aa de las proteínas Rep mutantes y 
silvestre de ToMoV. A la derecha se encuentra la secuencia del Iterón cognado (predicho). 
En recuadros magenta se resaltan los motivos conservados RCR I y II. Las flechas 
representan a los elementos estructurales que forman parte de la mini-lámina beta1,5. La 

flecha amarilla representa a la hebra-1, la azul representa a la hebra-5. El IRD comprende 
el segmento 5-11 de la proteína. 

 
 
 
Ensayos de autoreplicación de los componentes A mutantes de ToMoV en 
protoplastos de tabaco. 
Los componentes A mutantes obtenidos hasta esta fase preliminar fueron examinados 
en ensayos de autoreplicación usando células en suspensión de Nicotiana tabaccum 
NT1. Las células fueron sometidas a tratamiento con una solución enzimática que 
degrada parcialmente la pared celular para generar protoplastos (ver Materiales y 
Métodos). Estos fueron transformados por electroporación con 10 µg DNA de cada uno 
de los componentes A mutantes, es decir, con DNA-A que codifica diferentes versiones 
de Rep. El DNA extraído de los protoplastos fue digerido con las enzimas de restricción 
DpnI y ApaI. La primera endonucleasa solo reconoce el sitio de corte si éste se 
encuentra metilado, es decir si el DNA proviene de las bacterias y por lo tanto nos 
permite discriminar entre el DNA electroporado, del que fue sintetizado “de novo” en la 
célula vegetal. La enzima ApaI nos permite linearizar el genoma viral. Posteriormente el 
DNA total fue fraccionado por electroforesis en gel y se transfirió a una membrana de 
nylon para realizar un Southern blot usando quimioluminiscencia, como se describe en 
Materiales y Métodos. La sonda usada fue un fragmento SacI/ApaI de 548 pb que 
corresponde a un segmento del gen Rep. 
En la figura 16 se muestra el auto-radiograma resultante; los controles positivos fueron 
los componentes A silvestre (pBSKΔXN-ToMoV-A) y el componente A modificado con 
un sitio NgoMIV (pBSKΔXN-ToMoV-ANgoMIV), estos se muestran en los carriles 1 y 2 
respectivamente. Como se puede apreciar, la introducción del sitio NgoMIV no alteró el 
nivel de replicación de ToMoV wt. En el carril 12 se muestra el control negativo, el 
vector pBSKΔXN vacio. En los carriles del 3 al 10 se colocaron los componentes A 
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mutantes. Como se observa en la Figura 16 en ambos controles positivos se 
detectaron 2 isoformas de DNA, la forma de doble cadena lineal que corresponde a un 
tamaño de ~2.6 Kb (componente A linealizado) y una banda que migra en un tamaño 
aparente de 1.4 Kb, que corresponde a la forma de vDNA de cadena sencilla. Los 
carriles 3, 4, 5, 6, y 8 corresponden a las mutantes tipo M1/PHYVV, M3/ACMV*, 
M2/CdTV*, M4/SiMSinV, M5/OKYMV respectivamente, y como se observa en la 
autorradiografía la detección de isoformas de DNA viral sintetizado es mucho menor 
que los detectados en los controles positivos, lo cual indica un reconocimiento muy 
débil de los iterones nativos de ToMoV, que resulta, en un nivel de replicación muy 
bajo. En los carriles 9 y 10, que corresponden a las mutantes tipo M7/TGMV y 
M8/BCTV respectivamente no se detectó señal indicativa de síntesis de DNA de novo 
de doble o cadena sencilla, en comparación con los controles positivos. Esto sugiere 
que esas mutantes perdieron prácticamente toda capacidad de unir a los iterones de 
ToMoV (silvestre).  
 

 

Figura 16. Ensayos de Auto-Replicación de componentes mutantes de ToMoV en 

protoplastos NT1. Autoradiografía del Southern blot, carriles 1 y 2, controles positivos 
(ToMoV-A y ToMoV-ANgoMIV), carriles 3 al 10 Componentes A mutantes en Rep, Carril 3, 
variante PHYVV; carril 4, variante ACMV; carril 5, variante CdTV; carril 6, variante 
SiMSinV; carril 7, variante TYLCThV; Carril 8, variante OkYMMV; Carril 9, variante 
TGMV; Carril 10, variante BCTV; Carriles 11 y 12 controles negativos. ADNdc, DNA de 
cadena doble, ADNcs, DNA de cadena sencilla. 
 

 

Componentes genómicos A doble-mutantes. 
El ensayo de Southern blot demostró que las proteínas que presentan una combinación 
de DES diferentes a los de la proteína Rep nativa, disminuyen drásticamente o pierden 
por completo su capacidad de reconocer a los iterones silvestres de ToMoV. Sin 
embargo, dado que nuestro objetivo es definir cuáles son los residuos aminoácidos que 
determinan su unión preferente a su secuencia cognada, resultaba necesario que los 
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componentes con los genes Rep mutantes incluyeran, en su origen de replicación, a los 
iterones que podrían ser reconocidos y unidos por la proteína mutante correspondiente, 
y determinar si esos dobles mutantes son capaces o no de autorreplicarse. En otras 
palabras, deben generarse nuevos componentes virales con elementos en cis y en 
trans congruentes con el modelo predictivo. Como se mencionó antes, los iterones son 
secuencias ubicadas en la región intergénica entre el inicio del gen Rep y la secuencia 
donde inicia la replicación por círculo rodante, y funcionan como sitios de unión de alta 
afinidad de la proteína Rep, reprimiendo la transcripción de su propio gen (Eagle y 
Hanley-Bowdoin, 1994) y favoreciendo la replicación del vDNA. En consecuencia, en la 
siguiente fase de nuestro proyecto substituimos los iterones nativos de ToMoV por los 
elementos correspondientes a los predichos para cada una de las proteínas Rep 
mutantes generadas, respetando el arreglo de los cuatro iterones que presenta ToMoV 
en su origen de replicación. 

La región intergénica de ToMoV-A fue por ello utilizada como referencia para 
diseñar parejas de oligonucleótidos extensos (94 nt) que son complementarios en un 
segmento de ~40 nt que, mediante extensión bidireccional con una DNA polimerasa 
que usa de molde la cadena parcialmente complementaria, se fusionen formando un 
segmento sintético de doble cadena de aproximadamente 135 pb (ver Materiales y 
métodos). Este segmento de DNA contiene, de acuerdo con el diseño original, un 
extremo que contiene un sitio de corte para la enzima PmlI, y un extremo opuesto que 
contiene un sitio NgoMIV, por lo cual, una vez digerido con dichas enzimas el segmento 
de ~135 pb puede ser entonces ligado a los vectores ToMoV-A mutantes, 
reemplazando al segmento (PmlI/NgoMIV) que contiene los iterones nativos de ToMoV, 
con una secuencia de igual tamaño que contendrá iterones diferentes, que 
corresponderán a los predichos para cada proteína Rep específica. En la Figura 17 se 
muestra la secuencia de un par de los macroligonucleótidos diseñados para introducir 
iterones de tipo OKYMMV (GGTACACA) para reemplazar los iterones de ToMoV 
(GGAGTA), donde se indican también los sitios PmlI y NgoMIV indispensables para 
hacer el reemplazo de la región nativa de ToMoV, de tal modo que la mutante Rep de 
“tipo OKYMMV” queda dotada de un origen de replicación del mismo tipo, dando así 
lugar al ToMoV doble-mutante con esa denominación (ver más adelante).   
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 Figura 17. Diseño de oligonucleótidos extensos. Se diseñaron 8 parejas con iterones 
diferentes a los nativos en ToMoV. Cada secuencia se enlista en la Tabla S1. En este caso, los 
iterones de ToMoV (GGAGTA) son sustituídos por los del tipo OKYMMV (GGTACACA) 

 

La Figura 18 es una representación esquemática general, del reemplazo de la 
secuencia que corresponde a los iterones silvestres (GGAGTA) de la mutante ToMoV 
M8-BCTV, por un segmento que tiene los iterones cognados (GGGTGC) que 
correspondan a los DES de la proteína Rep tipo BCTV. Este mismo proceso se realizó 
para los 8 componentes A mutantes. Cada componente A mutado fue verificado por 
secuenciación. Adicionalmente, cada secuencia se analizó con el software SnapGene® 
para verificar que el origen de replicación correspondiese a las mutaciones realizadas 
previamente en el gen Rep. 
 

 

 

Figura 18. Construcción de los DNA-A dobles mutantes. (A). Representación 
esquemática del reemplazo del segmento nativo PmlI/NgoMIV (145 pb) río arriba del gen 
Rep por los segmentos sintéticos. (B) OriV wt de ToMoV. (C). Rearreglo de iterones en el 
oriV mutante M8C8. Para efectos de claridad, los iterones invertidos (CCCACG y CCTCAT) 
se representaron con la misma secuencia que los iterones en la cadena de polaridad 
positiva. 

A 

B 

C 
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Como se aprecia en la Figura 19 el análisis de una clona que tiene iterones y 
determinantes de especificidad que corresponden a los de ACMV, muestra la 
concordancia de los cambios realizados. La figura 19B muestra una ilustración (parcial) 
del componente A de M3A3 (“tipo ACMV”), cuyas alteraciones quedan restringidas a 
los DEs e iterones, que son diferentes a los de ToMoV, pero el resto del componente 
genómico permanece virtualmente idéntico a éste último begomovirus. 
 

 

Los nuevos componentes genómicos A “doble-mutantes”, es decir, que tienen los DES 
modificados y los iterones cognados (predichos) correspondientes, fueron nombrados 
de manera diferente para distinguirlos de los mutantes precedentes. Los nombres de 
esos dobles mutantes están formados por la M de mutante, un número que 
corresponde a una lista de las combinaciones de los 5 DES y una letra que indica el 
virus usado de referencia para diseñar los iterones. Por ejemplo: M3A3: mutante 3 con 

 

 

 

 

 

Figura 19. Componente M3A3.  (A). Análisis de resultados de secuenciación de la 
construcción de tipo ACMV; se resaltan en recuadros verdes la secuencia de sus iterones y los 
cambios que corresponden a los aa 5, 8, 10, 69 y 71. (B). Mapa físico del componente A tipo 
ACMV. 

A 

B 
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los aminoácidos KKQ/VT en Rep e iterones de ACMV (virus de mosaico africano de la 
cassava) y el último número corresponde al número de clona. En la tabla 4 se describe 
cada una de las dobles mutantes 

 
 

Análisis de los componentes A doble-mutantes 
 
Una vez generados los ToMoV-A doble-mutantes, la siguiente etapa del estudio 
consistió en evaluar la capacidad replicativa de cada uno de los componentes 
genómicos A mutantes de ToMoV, los cuales codifican una proteína Rep con los 
presuntos determinantes de especificidad afines (cognados), y con un origen de 
replicación que contiene iterones distintos a los nativos, pero similares a los predichos 
para la proteína mutante correspondiente. En un ensayo anterior de este estudio 
usamos con éxito protoplastos de N. tabacum para examinar la replicación de ToMoV, 
tanto el virus silvestre como el mutante con el sitio NgoMIV al inicio del gen Rep (ver 
Fig 16). Intentamos repetir este tipo de ensayo utilizando los dobles mutantes de 
ToMoV, pero esta vez no logramos obtener replicación transitoria, no solo con los 
nuevos mutantes, sino con los mismos controles usados en el ensayo anterior (ToMoV-
A wt y ToMoV-ANgoMIV). Después de repetidos intentos y cambio de condiciones, 
llegamos a la conclusión que la línea celular NT1 original se había alterado de algún 
modo (ej. fisiológica o epigenéticamente), pues incluso se observaron aglomerados 
celulares anómalos bajo ciertas condiciones.  
Esta situación nos obligó a buscar metodologías alternativas para examinar la auto-
replicación de las mutantes y poner a prueba la hipótesis del trabajo. Por ello, optamos 
por realizar ensayos de auto-replicación transitoria en disco de hoja de N. benthamiana 
(Kim et al., 2007). El sistema consiste en agroinfiltrar hojas con una suspensión de 
Agrobacterium tumefaciens portadoras de clonas infectivas de los virus, que son 
hemidímeros de los componentes genómicos A tanto el silvestre como los mutantes, 
clonados en un vector binario. Los hemidímeros se caracterizan por incluir un 

Tabla 4. Componentes A dobles mutantes (DE/ iterones cognados) 

Mutante Determinantes 
de Especificidad 

Iterón Virus donde se presenta 
la combinación 

M1P1 KRN/QT GGTGTA PHYVV 

M2C2 KKS/QT GGGGTA CdTV 

M3A3 KKQ/VT GGAGAC ACMV 

M4S4 GSK/NT GGGGGA SinMSiV 

M5T5 KLN/KQ GGGTCT TYLChV 

M6O6 KQN/KQ GGTACACA OkYMMV 

M7T7 KQN/CQ GGTAGy TGMV 

M8C8 NQK/RT GGGTGC BCTV 
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componente viral (A o B) completo flanqueado por dos orígenes de replicación 
idénticos. 
Por la complejidad del diseño y las dificultades metodológicas asociadas, decidimos 
trabajar tan solo con 5 de los 8 componentes A mutantes previamente generados, por 
lo que seleccionamos a los siguientes cinco mutantes del componente A de ToMoV: del 
tipo PHYVV (M1P1), ACMV (M3A3), OKYMMV (M6O6), TGMV (M7T7) y BCTV 
(M8B8). Estas combinaciones son representativas, e incluyen variantes con DEs 
diferentes e iterones con secuencias marcadamente distintas de las de ToMoV. A 
continuación, describimos en detalle la construcción y obtención de las clonas 
infectivas del componente A de las mutantes mencionadas. 
 

Clonas infectivas de los componentes A mutantes y silvestre. 
Para la construcción de las clonas infectiva del DNA-A (wt y mutantes), se 

amplificó un segmento viral de 1388pb de cada monómero mutante usando los 
iniciadores F1THK/M13-Rev; este fragmento, que incluye la región intergénica más 837 
pb del gen Rep, se clonó en el vector pGEM-T Easy y se secuenció. Una vez verificada 
por secuenciación, la clona fue digerida con las enzimas EcoRI y HindIII, para liberar el 
fragmento de aproximadamente 1.3 Kb (Figura 18B), el cual se subclonó en el vector 
binario pCAmbia 1300; las clonas fueron analizadas por patrón de digestión usando 
ApaI/Pmll y posteriormente se enviaron a secuenciar (más detalles en anexos). La 
construcción pCa+1.3Kb se usó como vector para clonar el monómero (DNA-A mutante 
o silvestre según corresponda) en un sitio ApaI y así se obtuvieron, en cada caso, los 
monómeros de DNA-A silvestre y mutantes, flanqueado por dos orígenes de replicación 
similares (Figura 20A). 
De esta forma se lograron construir seis clonas infectivas que corresponde a ToMoV-A 
NgoMIV, y las mutantes M1P1 (“PHYVV”), M3A3 (“ACMV”), M6O6 “OKYMMV”, M7T7 
“TGMV”, y mutante M8C8 “BCTV”. Por último, estas construcciones de transformaron 
por electroporación en A. tumefaciens GV3101. Las células transformadas se 
identificaron por su resistencia a los antibióticos Km, Rif y Gm, y posteriormente por 
PCR en colonia usando oligonucleótidos degenerados específicos para begomovirus 
DGR-For/YMAC-Rev (replicón de aproximadamente 1400 pb), Figura 20B. Luego de 
verificar por secuenciación, se seleccionaron las clonas que se habrían de utilizar para 
realizar los ensayos de replicación y/o infección. En la tabla 5 se enlistan las clonas de 
A. tumefaciens GV3101 obtenidas en este trabajo. 
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Figura 20. Mapa físico de las clonas infectivas de DNA-A de ToMoV-A mutante o 
silvestre. (A). Mapa físico de los hemidimeros del componente A, en el vector 
pCAMBIA1300. (B). PCR en colonia de A. tumefaciens GV3101 transformadas con las 
clonas infectivas, carril 1 MPM, carril 2. A.tumefaciens-MIPI, carril 3 A.tumefaciens-
M3A3, Carril 4 A.tumefaciens-M5T5, carril 5 A.tumefaciens-M6O6, carril 6 
A.tumefaciens-M7T7, carril 7 A.tumefaciens-M8C8, carril 8 control positivo 
A.tumefaciens-ToMoV-A wt. 

 
 
 
 
 
 

Tabla 5. Clonas infectivas de componentes A mutantes y silvestre 

Nombre Construcción Virus nativo 
representativo 

A.tumefaciens-ToMoV-
A wt. 

pCambia+hemidímero de DNA-A 
silvestre (13 Kb) 

ToMoV 

A.tumefaciens-ToMoV-
ANgoMIV 

pCambia+hemidímero de DNA-A con 
un sitio NgoMIV (13 Kb) 

ToMoV 

A.tumefaciens-M1P1 pCambia+hemidímero de DNA-A 
mutante tipo PHYVV (13 Kb) 

PHYVV 

A.tumefaciens-M3A3 pCambia+hemidímero de DNA-A 
mutante tipo ACMV (13 Kb) 

ACMV 

A B 
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Ensayos de autoreplicación en discos de hoja de N. benthamiana 

Las clonas infectivas de los componentes genómicos A silvestre y doble mutantes 
se examinaron (por triplicado) en ensayos de auto-replicación en disco de hoja de N. 
benthamiana (Kim, 2007), con la finalidad de probar si las proteínas Rep mutantes son 
capaces de reconocer y unir sus presuntos iterones cognados. El sistema de 
transferencia de DNA a planta que se utilizó fue el sistema de Agroinfiltración (Figura 
19) como se describe en detalle en Materiales y métodos.  
Se utilizaron las cepas de Agrobacterium portadoras de las clonas infectivas de los 
componentes A mutantes (MIPI, M3AC, M6O6, M7T7 Y M8C8, y el virus silvestre  
ToMoV-ANgoMIV (Figura 21). El buffer de agroinfiltración se aplicó en la superficie abaxial 
de hojas de plantas de 4 semanas de edad; posteriormente se dejaron incubar por 4-5 
días en una cámara ambiental a 25 ºC con ciclo de 12 horas de luz/obscuridad, período 
en el que se espera ocurra la auto-escisión del monómero viral, el cual se replicará 
usando el mecanismo de RCR, como se muestra en la Figura 18A. Las hojas 
agroinfiltradas se usaron para extraer el DNA total, se transfirieron 50 µg de DNA 
tratado con las enzimas DpnI/ApaI y una vez fraccionado por electroforesis en gel se 
transfirió el DNA a una membrana de nylon, la cual se trató usando un protocolo bien 
establecido de Southern blot, usando como sonda un fragmento del gen Rep, utilizado 
en los ensayos anteriores (figura 21B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A.tumefaciens-M6O6 pCambia+hemidímero de DNA-A 
mutante tipo OKYMMV (13 Kb) 

OkYMMV 

A.tumefaciens-M7T7 pCambia+hemidímero de DNA-A 
mutante tipo TGMV (13 Kb) 

TGMV 

A.tumefaciens-M8C8 pCambia+hemidímero de DNA-A 
mutante tipo BCTV (13 Kb) 

BCTV 
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            Figura 21. Diagrama ilustrativo de ensayos de auto-replicación en discos de hoja.            
(A). Ilustración del proceso de Agroinfiltración al usar clonas infectivas de componentes 
geminivirales. (B). Recolección y pasos de tratamiento de la muestra para la detección y 
análisis del DNA viral. (Biorender.com) 

 

En la Figura 22 se muestra la auto-radiografía del Southern blot obtenido después de 
agroinocular una o dos hojas de plantas individuales de Nicotiana benthamiana con 
clonas infectivas del componente genómico A de ToMoV (control positivo) y cinco 
dobles mutantes (en Rep y los iterones) del DNA-A derivado de ToMoV. El carril 1 
corresponde al control positivo, ToMoVNgoMIV, el carril 2 no contiene DNA, los carriles 
del 3 al 7 corresponden al DNA de las 5 dobles mutantes del DNA-A, indicados en el 
pie de figura, y los carriles 8 y 9 corresponden a DNA de hoja sin infiltrar, y DNA 
agroinfiltrada sólo con el buffer de infiltración (“mock”), respectivamente. En el carril 10 
se cargó DNA plasmídico de ToMoV (50 ng) linearizado con ApaI, como referencia. Se 
observa claramente la presencia de DNA de novo de doble cadena (dsDNA) que 
comigra con el DNA plasmídico, y otras formas de DNA de cadena sencilla (ssDNA) en 
el control positivo silvestre (ToMoV-NgoMIV), y en las dobles mutantes, debido al 
reconocimiento de los iterones por Rep, tal como ocurre en la naturaleza.  

A B 
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Figura 22. Ensayo de auto-replicación en discos de hoja.  Southern blot con DNA obtenido de 
hojas agroinfiltradas con los componentes A de ToMoV silvestre y mutantes. (C-1) ToMoV-A NgoMIV  
(carril-2) vacío; (carril 3), DNA de hoja agroinfiltrada con la clona mutante MIPI-PHYVV; carril 4, 
DNA de hoja infiltrada con la clona M3A3-“ACMV”; carril 5, DNA de hoja agroinfiltrada con la clona 
M6O6, OkYMMV;  carril 6, hoja infiltrada M7T7, TGMV; carril 7 DNA de hoja agroinfiltrada con la 
clona M8B8, “BCTV”; carril 8, DNA de hoja sin infiltrar; carril 9, DNA de hoja infiltrada con el buffer 
de agroinoculación (“mock”); Carril 10, DNA-A plasmídico (linearizado con ApaI), 2.6 Kpb.   
La membrana fue revelada usando quimioluminiscencia, la imagen fue capturada en el equipo 
ChemiDoc MP Imaging System (BIO-RAD) y en el procesamiento de imagen se usó Image Lab 
Software (BIO-RAD). 
 
 

Construcción de componentes B de ToMoV con iterones diferentes. 
 
Se realizó la construcción de componentes B mutantes previamente clonados en el 
vector pBSKΔXE, por medio del intercambio de un fragmento nativo EcoRI/PmlI de 345 
pb, ubicado en la región intergénica del componente genómico B de ToMoV silvestre.  
Esta región contiene los iterones de ToMoV y sus mutantes derivados por el fragmento 
sintético que se utilizó para el intercambio de iterones del componente genómico A, 
como se detalla en Materiales y métodos. Dado que el segmento EcoRI/PmlI de los 
mutantes A es menor (~158pb), los DNA-B mutantes obtenidos son cerca de 180pb 
más pequeños que el DNA-B silvestre. El segmento eliminado, corriente arriba del gen 
BC1, no parece participar en el proceso de replicación, y no contiene, probablemente, 
elementos cis-reguladores de la transcripción (datos no mostrados). Los componentes 

1     2     3     4     5     6     7     8     9    10   11 

DNAcd 

DNAcs 

Componentes A  
dobles mutantes 

ToMoV-A 
Ngo

 Mock ToMoV-A 
plasmido 
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B mutantes:en su configuración infecciosa (hemidiméricos) son  DNA-B1 (iterones tipo 
PHYVV), DNA-B3 (iterones tipo ACMV, DNA-B6 (iterones tipo OkYMMV, DNA-B7 
(iterones tipo TGMV y DNA-B8 (iterones tipo BCTV) (Figura 23), cada uno de ellos 
verificados por patrón de digestión, PCR y por secuenciación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Mapa físico de DNA-B1 mutante tipo BCTV.  El componente B mutante tipo 
BCTV fue clonado en el vector pBSKΔXE. 
 
 
 
Construcción de clonas infectivas de componentes genómicos B con iterones 
diferentes a ToMoV 
Para los ensayos de infección realizados en plantas, es necesario que los 
componentes genómicos B se utilicen es su forma infectiva, es decir, en forma de 
dímeros o hemidímeros. Los hemidímeros se construyeron en el vector binario 
pCAMBIA1300. Un fragmento EcoRI/SacI de 1751 pb (correspondiente a la región 
intergénica y 774 pb del gen BV1) de cada monómero mutante o silvestre, se clonó en 
sitios compatibles del vector binario pCAMBIA, dando origen a una construcción 
pC+Hemi-1.7, con un tamaño aproximado de 10,700 pb; las clonas se analizaron por 
patrón de digestión y ulteriormente se enviaron a secuenciar. El siguiente paso fue 
clonar en cada construcción el monómero (2.6 Kb) del DNA-B completo 
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correspondiente, en un sitio ApaI; las clonas resultantes fueron confirmadas por sus 
patrones de digestión para verificar si la construcción estaba en la orientación correcta, 
como se detalla en los anexos. Las clonas infectivas (Figura 24) se transformaron en A. 
tumefaciences GV3101. Las células de Agrobacterium fueron seleccionadas por la 
resistencia a los antibioticos Gm, Km y Rf, y además se les realizó una PCR usando 
oligonucleótidos “universales” para el DNA-B de begomovirus, que se describen en la 
Tabla 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Mapa físico de clona infectiva B1-8C8. Hemidímero de componente B mutante 
tipo BCTV clonado en un vector binario (pCAMBIA) 
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Tabla 6 Resumen de las clonas infectivas del DNA-B construidas en este trabajo. 

Clona Infectiva Construcción  Virus silvestre que 
contiene los iterones  

A. tumefaciens GV3101 
CI-B wt 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
silvestre (13 Kb) 

ToMoV  

A. A. tumefaciens GV3101 
CI-B1P1 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
mutante tipo PHYVV (13 Kb) 

PHYVV 

A. A. tumefaciens GV3101 
CI-B3A3 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
mutante tipo ACMV (13 Kb) 

ACMV 

A. A. tumefaciens GV3101 
CI-B6O6 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
mutante tipo OKYMMV (13 Kb) 

OKYMMV 

A. A. tumefaciens GV3101 
CI-B7T7 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
mutante tipo TGMV (13 Kb) 

TGMV 

A. A. tumefaciens GV3101 
CI-8C8 

pCambia+hemidímero de DNA-B 
mutante tipo BCTV (13 Kb) 

BCTV 

 

 

Ensayos de Infección en plantas de N. benthamiana  
Para la infección sistémica de un begomovirus bipartita en plantas, es necesaria la 
presencia de ambos componentes virales, es decir, el DNA-A y el DNA-B, por lo que se 
construyeron clonas infectivas del DNA-A y el DNA-B, como se describió previamente. 
Se realizaron los ensayos de inoculación por triplicado; en cada caso el número de 
muestras fue de 9 plantas, y para los controles negativos y mock en número de 
muestras fue de 7 plantas. 
Antes de realizar los ensayos de inoculación de interés se realizaron ensayos con 
controles para verificar si los componentes A doble-mutantes son capaces de 
reconocer y unir a los iterones cognados presentes en el componente B silvestre de 
ToMoV. Se usaron 5 plantas por combinación y se realizó el análisis por triplicado. Se 
recolectaron muestras de las plantas a los 14 y 21 dpi, las cuales, con la excepción de 
la combinación silvestre, no presentaron síntomas a excepción de los controles 
positivos que presentan una sintomatología típica de ToMoV en Nicotiana 
benthamiana, como amarillamiento y moteado ligeramente más clorótico en hojas, 
además de crecimiento retrasado o enanismo (datos no mostrados pero ver figuras 
más adelante). Se realizó la extracción de DNA total de las plantas agroinoculadas y, 
por último, se realizó un análisis por PCR para la detección del componente B silvestre 
usando los iniciadores BCI290-For/BV1310-Rev. Como se muestra en la Figura 25, 
solo se pudo detectar la presencia del componente B silvestre en los controles 
positivos, lo que indica que ninguno de los componentes A mutantes pudo 
reconocer el origen de replicación del componente B nativo de ToMoV-B, por lo 
que no fueron capaces de trans-replicarlo y producir una infección sistémica.  
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En los ensayos de inoculación de plantas con DNA-As y DNA-Bs mutantes, se 
probaron las seis clonas infectivas generadas que corresponden a ToMoV-A silvestre, 
la mutante M1PI (ToMoV-A tipo PHYVV), mutante M3A3 (“ACMV”), mutante M6O6 
(“OkYMMV”), mutante M7T7 (“TGMV”), y mutante M8C8 tipo BCTV, así como cinco 
clonas infectivas de los componentes B mutantes, correspondientes a cada uno de los 
DNA-A mutantes antes mencionados. En la Tabla 7 se ilustra la combinación de cada 
componente viral como clonas infectivas probadas en las plantas. 
 

 

 

Figura 25. Ensayo de inoculación de componentes A mutantes más componente B silvestre de 
ToMoV. Productos de PCR solo se observaron en las plantas inoculadas con el DNA-A y el DNA-B 
silvestres de ToMoV 

Tabla.7 Resumen de combinación A. tumefaciens GV3101 utilizadas en los ensayos 
de infección con ToMoV silvestre y sus derivados mutantes. 

 

Combinación Tipo de virus de 
DEs/Iterones 

Numero de muestra por 
ensayo 

DNA-A +DNA-B wt Control positivo 9 

MIPI+ B1P1 PHYVV 9 

M3A3+B3A3 ACMV 9 

M6O6+B6O6 OkYMMV 9 

M7T7+B7T7 TGMV 9 

M8C8+B8C8 BCTV 9 

Mock Solución de Agroinfiltración 7 

Control negativo No Agroinfiltración 7 
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En la Figura 26 se presentan fotografías de las plantas infectadas con los 
componentes silvestres y los componentes mutantes a los 14 y 21 dpi (días post-
inoculación, dpi). Las plantas inoculadas con las construcciones de ToMoV silvestres 
presentaron síntomas visibles a partir del día 13-14, como el amarillamiento de la hoja 
con cierto grado de moteado ligeramente más clorótico, y retraso del crecimiento 
(Figura 26). En las plantas inoculadas con las construcciones mutantes se presentaron 
síntomas similares en las hojas nuevas y el retraso del crecimiento a partir del día 13-
14, que fue más evidente a los 21 dpi. El retraso en el crecimiento varió entre las 
mutantes, con las plantas inoculadas con M3A3, M6O6 y M8B8 mostrando el mayor 
retraso en crecimiento respecto a los controles positivos. En la tabla 8 se resumen los 
resultados de las plantas infectadas. Esos resultados sugieren que las proteínas Rep 
mutantes fueron capaces de reconocer y unir a los iterones de los componentes A y B 
modificados, y producir, de ese modo, una infección sistémica al movilizar ambos 
componentes genómicos a los tejidos nuevos de las plantas. 
 

Tabla 8. Reporte de sintomatología de plantas infectadas 
 
COMBINACION DE CLONAS 
INFECTIVAS. 

 
SINTOMATOLOGIA 

 
PLANTAS INFECTADAS  

N=9 por triplicado 
 

Control positivo 
ToMoV 
DNA-A/DNA-B silvestre 
 [K5, R8, Q10]  [Q69, T71]  
 Iterón cognado:  GGAGTA     
 

Amarillamiento de las 
hojas (con ligero 
moteado) a partir de los 
14 dpi. Crecimiento 
retrasado a los 21 dpi. 
 

27/27 

Combinación: 
DNA-A MIPI/DNA-B tipo PHYVV 
DES: [K5, R8, N10] [Q69, T71]  
Iterón predicho:    GGTGTA 

Leve amarillamiento, y 
moteado tenue de hojas, 
a partir de los 14 dpi, y 
con retraso en el 
crecimiento a 21 dpi.  
 

25/27 

Combinación: 
DNA-A M3A3/DNA-B tipo ACMV 
DES: [K5, K8, Q10] [V69, T71]  
Iterón predicho:    GGAGAC 
 

Amarillamiento en forma 
de moteado tenue de 
hojas a los 14 dpi. 
Retraso en crecimiento a 
21 dpi. 
 

27/27 

Combinación: 
DNA-A M6O6/DNA-B tipo 
OkYMMV 
DES: [K5, Q8, N10]  [V69, T71]  
Iterón predicho: GGTACAC 
 
 

Amarillamiento y 
moteado tenue de hojas 
a los 14 dpi; mayor 
retraso en crecimiento a 
los 21 dpi.  
 

24/27 

Combinación: 
DNA-A M7T7/DNA-B tipo TGMV 
DES: [K5, Q8, N10] [C69, Q71]  
Iterón predicho : GGTAGY 

Leve amarillamiento y 
moteado de hojas a los 
14 dpi, retraso de 
crecimiento a 21 dpi.  

26/27 
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Combinación: 
DNA-A M8C8/DNA-B tipo BCTV 
DES: [N5, Q8, K10]  [Q69, R71]  
Iterón predicho : GGGTGC 
 

Amarillamiento de hojas, 
se presenta a los 13-14 
dpi y con claro retraso en 
el crecimiento a 21 dpi  
 

24/27 

Mock (Solución de 
Agroinfiltrado) 

Sin síntomas   

 

 

B-  21 dpi 

Figura 26. Ensayos de infección de N. benthamiana. Fotografías a los 14 y 21 días post-
infección. ToMoV y todas sus mutantes mostraron un crecimiento reducido respecto a los 
controles.  

 
 
El amarillamiento y el crecimiento menos robusto de las hojas como síntomas de la 
infección por ToMoV y sus derivados por mutagénesis, se puede apreciar mejor  en la 
Figura 27, en la que las fotografías  abarcan  las hojas más jóvenes  de las plantas 
infectadas y  las de  una planta control. 
 
 
 

 

A- 14 dpi 

 

 

 

 

 

 

 

DNA-A+DNA-B 
ToMoV 

DNA A+DNA-B 
PHYVV 

DNA-A+DNA-B 
ACMV 

DNA-A+DNA-B 
OKYMMV 

DNA-A+DNA-B 
TGMV 

MOCK 

DNA-A+DNA-B 
BCTV 

MOCK 
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Figura 27. Ensayos de infección de N. benthamiana. Fotografías de las hojas apicales 
a los 21 días post-infección. Nótese el amarillamiento de las hojas y estructura más 
delicada de las plantas inoculadas con los pares infectivos silvestre (ToMoV) y mutantes, 
respecto al control negativo (mock). 
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Figura 28-. Gráfica de la altura de plantas en el ensayo de pseudo-recombinación a los 21 
pdi. Se agroinfilfraron plantas de N. benthamiana con 4 hojas verdaderas, con una 
combinación de A. tumefaciens que portan clonas infectivas de DNA-A y DNA-B de ToMoV y 
mutantes tipo PHYVV, tipo ACMV, tipo OkYMMV, tipo TGMV, y tipo Beet curly top virus 
(BCTV). El grupo que corresponde al control negativo (“mock”) se infiltró con solución de 
agroinfiltrado mas A. tumefaciens GV3101. Prueba estadística para un solo grupo, n=9. Las 
barras representan el error estándar. El asterisco representa diferencia significativa al comparar 
los grupos de plantas infectadas con el grupo “mock”, en una prueba de Tukey (α=0.05) 
 

Análisis de secuencias de los productos de PCR de plantas infectadas. 
A los 14 y 21 dpi, se extrajo DNA total de las hojas más jóvenes de las plantas 
experimentales, y se amplificó el DNA viral utilizando, en reacciones separadas, 
iniciadores específicos para el DNA-A y el DNA-B. En todas las plantas sintomáticas se 
pudieron amplificar los segmentos relevantes de ambos componentes genómicos (Ver 
figura S1 en Anexo 3). En el caso de los DNA-B mutantes el producto de PCR fue 
significativamente menor que el DNA-B silvestre, como se explicó previamente (Figura 
29). Los productos de PCR de 3 plantas infectadas de cada grupo se clonaron en 
pGEM T-Easy y se secuenciaron. Los resultados se analizaron por medio de 
alineamientos para establecer con seguridad que se recuperaran los virus que 
corresponden a cada ensayo de inoculación. En la Figura 30 se muestra el 
alineamiento de secuencias obtenidas de los componentes A silvestre y mutantes. En 
cada muestra analizada se pudo verificar, primero, que las secuencias corresponden a 
los componentes virales con los cuales se realizó la inoculación de cada planta; 
además, que los componentes genómicos presentan las modificaciones realizadas en 
esta investigación, como son los codones de los DEs que correspondan, y que en su 
región intergénica se encuentren los iterones cognados (predichos) mismos que se 
resaltan en el alineamiento con rectángulos de diferentes colores. 
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Figura 29- Productos de PCR correspondientes a los DNA-Bs replicados en plantas 
inoculadas con ToMoV wt y los pares de componentes mutantes examinados en este estudio. 
Los amplicones de los mutantes son 180 pb más cortos que el producto de PCR del 
componente silvestre. 
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De cada planta infectada se amplificó por PCR la parte relevante del componente B 
mutante (Figura 29), el cual es crítico para llevar a cabo una infección sistémica. Se 
analizaron las secuencias obtenidas por alineamientos con CLUSTAL. En la Figura 31 
se muestran los resultados obtenidos en la secuenciación de los amplicones, alineando 
una sección de 160 pb que corresponde a la región intergénica de DNA-B obtenidos de 
las plantas, y se resaltan en colores las secuencias de los iterones 

Se seleccionaron secuencias de los productos de PCR de los componentes genómicos 
A y B de una planta infectada con cada combinación (silvestre y mutantes) y se analizó 
con el software SnapGene®. En las Figuras de la 32 a la 36 se ilustra un fragmento de 
la región intergénica tanto del componente A como del componente B; el DNA-A con la 

Figura 30. Alineamientos de secuencias de productos de PCR derivados de plantas             
infectadas que corresponden a los componentes A. Se analizaron los primeros 56 pb 
del inicio del gen Rep, en los que se localizan los elementos del IRD, así como la región 
intergénica donde se localizan lo iterones. Se resaltan en rectángulos de colores los 
iterones: gris tipo ToMoV (silvestre), amarillo tipo PHYVV, verde tipo ACMV, morado tipo 
OkYMMV, rojo tipo TGMV, azul tipo BCTV. En el recuadro naranja se representa el ATG del 
gen Rep. El recuadro verde-grisáceo representa el nonanucleótido conservado, que incluye 
el sustrato endonucleolítico de la proteína Rep. Created with BioRender.com 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Alineamiento de secuencias de productos de PCR derivados de los 
componentes genómicos B aislados de plantas infectadas.  Alineamiento de un 
segmento de 160 pb de los productos de secuenciación de los PCR de plantas infectadas. 
Se resaltan en rectángulos de colores los iterones: gris tipo ToMoV (silvestre), amarillo tipo 
PHYVV, verde tipo ACMV, morado tipo OkYMMV, rojo tipo TGMV, azul tipo BCTV. La 
secuencia del elemento conservado que forma la horquilla de replicación se encuentra en el 
extremo derecho de la última línea de las secuencias comparadas. 
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presencia de los presuntos determinantes de especificidad en cis y en trans (se 
resaltan en cuadros de colores), además del análisis del componente B donde también 
se resaltan los iterones predichos. En la Figura 32 se muestra el análisis para las 
combinaciones DNA-A más DNA-B de ToMoV silvestre; en la Figura 33 se muestra el 
análisis de las combinaciones mutantes DNA-A MIPI más DNA-B B1P1 (PHYVV); y la 
combinación DNA-A M3A3 más DNA-B B3A3 (ACMV); en la Figura 34 se presenta el 
análisis de la combinación DNA-A M6O6 más DNA-B B6O6 (OkYMMV), y la 
combinación DNA-A M7T7 más DNA-B B7T7 (TGMV); y en la Figura 35, el análisis 
para la combinación DNA-A M8C8 más DNA-B M8C8. Como se podrá apreciar en 
ellas, ninguno de los componentes genómicos experimentó alteración alguna de su 
secuencia al replicarse en las plantas de N. benthamiana, de acuerdo con los datos 
obtenidos en el análisis de los PCRs obtenidos. En otras palabras, todos los cambios 
genéticos introducidos originalmente persistieron en el curso de la replicación viral, 
demostrando así que los mutantes generados de acuerdo con el Modelo Predictivo 
son begomovirus capaces de autoreplicación (DNA-A) y trans-replicación del 
componente B y que, por tanto, las predicciones de la correspondencia entre los DES 
de la proteína Rep y los iterones cognados, parecen ser esencialmente correctas. De 
ese modo se constata la existencia de un código combinatorio que rige las 
interacciones de Rep con sus secuencias de unión específica en el origen de 
replicación viral para iniciar la RCR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Análisis de secuencia con el sofware SnapGene®, de los PCRs 
recuperados de plantas infectadas con ToMoV. Se resaltan en recuadros transparentes 
los DEs 5,8,10, 69 y 71 y en recuadros rellenos los iterones 
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Figura 33. Análisis de secuencia con el software SnapGene®, de los PCRs recuperados de plantas 
infectadas con el mutante ToMoV de tipo PHYVV y ACMV. Se resaltan en recuadros transparentes los 
DES 5,8,10, 69 y 71 y en recuadros rellenos los iterones. 
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Figura 34. Análisis con el sofware SnapGene®, de las secuencias virales 
recuperadas de plantas infectadas con el mutante ToMoV de tipo OKYYMMV y TGMV. 
Se resaltan en recuadros transparentes los DES 5,8,10, 69 y 71 y en recuadros rellenos los 
iterones. 

 

 
Figura 35. Análisis con el software Snap-gene de las secuencias virales recuperadas de 
plantas infectadas con el mutante ToMoV de tipo BCTV. Se resaltan en recuadros 
transparentes los DES 5,8,10, 69 y 71 y en recuadros rellenos los iterones 
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DISCUSIÓN 

  
Los geminivirus constituyen un modelo idóneo para estudiar la replicación del 

DNA en plantas, en gran medida porque representan, junto con los nanovirus, las 
únicas familias de fitovirus con genomas de DNA que se reproducen en el núcleo de la 
célula vegetal. El resto de los fitovirus conocidos poseen genomas de RNA, o de DNA, 
que se replican a través de intermediarios de RNA, como los miembros de la familia 
Caulimoviridae, clasificados como pararetrovirus (Hull, 2014). 

Los begomovirus representa el único subgrupo de la familia Geminiviridae que 
incluye algunas especies con un genoma segmentado (bipartita), formado por dos 
cadenas circulares de ssDNA muy diferentes entre sí, denominados “DNA-A” y “DNA-
B”, respectivamente. Los geminivirus poseen un gen que codifica para una proteína 
iniciadora de la replicación por Círculo Rodante (Rep), con actividad de endonucleasa/ 
ligasa, la cual reconoce al origen de replicación cognado (oriV) a través de su unión 
con alta afinidad a elementos repetidos cortos (los “iterones”), que se localizan en la 
vecindad de una secuencia con el potencial de formar una estructura de “horquilla” o 
“tallo-asa”, en cuyo ápice se localiza un nonanucleótido que es el sitio endonucleolítico 
de esa proteína viral (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Rep es una proteína multifuncional 
que interactúa con una variedad de factores del huésped que participan en la 
regulación del ciclo celular, como la RBRP (“retinoblastoma–related protein”), y en 
procesos relacionados con la replicación del DNA en las plantas, como PCNA 
(“proliferating cell nuclear antigen”), RFC (“replication factor C”), y RAD54 
(“recombination/ repair protein 54”). Adicionalmente, Rep interactúa con algunas 
quinasas como las GRIK y otras proteínas reguladoras como SCE1 (“SUMO-
conjugating enzime”), factores virales, como AC3/REn y CP (Recientemente revisados 
por Wu et al., 2022). Rep actúa también como un factor transcripcional negativo, 
inhibiendo la expresión de su propio gen al unirse a los iterones adyacente a la caja 
TATA (Eagle y Hanley-Bowdoin, 1994).  

 
En trabajos previos de nuestro grupo, tanto teóricos (Argüello-Astorga et al., 

1994; Argüello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001; Londoño et al., 2010) como 
experimentales (Avalos-Calleros et al., 2021; Bañuelos-Hernández, 2012; Gregorio-
Jorge et al., 2010; Ramos et al., 2003) se ha establecido una serie extensa y robusta 
de correlaciones Rep-iterón que sugiere que la combinación de ciertos aminoácidos en 
5 posiciones específicas de esa proteína viral, podrían determinar la unión preferente a 
una secuencia iterativa definida. Expresado de otro modo, esos residuos aminoacídicos 
de Rep podrían constituir los determinantes de especificidad de unión al origen de 
replicación cognado del virus que codifica a Rep. En el presente trabajo hemos 
aportado evidencia experimental crítica que apoya el modelo predictivo que se ha 
propuesto desde hace años (Figura 11), lo que indica que las correlaciones 
establecidas entre residuos aa definidos de Rep y las secuencias de sus iterones 
cognados, son esencialmente correctas. Sin embargo, algunas observaciones sugieren 
que aminoácidos en otras posiciones también modulan la afinidad relativa de Rep por 
los iterones cognados, al optimizar la estructura global de la proteína para su unión con 
alta afinidad al DNA específico 
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Los repetidos cortos denominados “iterones” difieren en secuencia nucleotídica 
aún entre virus estrechamente relacionados (ej., “cepas” o variantes de una misma 
especie), y pueden presentar una organización (número de copias, espaciamiento, 
posición relativa, etc.) diferente de acuerdo con el linaje biogeográfico al que pertenece, 
pero en todos los casos incluye uno o más elementos estrechamente asociados a la 
caja TATA del gen Rep (Argüello-Astorga et al., 1994; Londoño et al., 2010). Los 
primeros trabajos experimentales que mapearon el sitio de unión de Rep en el origen 
de replicación de un geminivirus, TGMV, lo ubicaron en una secuencia de 13 pb que 
contiene dos repetidos directos GGTAG, adyacentes a la caja TATA del gen AC1/Rep a 
los que la proteína Rep se unió con alta afinidad y especificidad, lo que se estableció 
mediante ensayos de cambio de movilidad en gel y ensayos de competencia con 
oligonucléotidos específicos. (Fontes et al., 1994). Luego del hallazgo de una gran 
variedad de repetidos en el origen de replicación de los GVs conocidos en ese tiempo 
(Arguello-Astorga et al., 1994), se utilizaron a los iterones como elementos heurísticos 
para identificar, tentativamente, un subdominio de las proteínas Rep (de 5 a 8 residuos 
aa), cuya estructura primaria varía entre virus que presentan diferentes iterones, pero 
que es similar entre virus con iterones idénticos, independientemente del huésped, 
origen geográfico del virus o la estructura del genoma. Este subdominio fue 
denominado “Dominio Relacionado al Iteron” (IRD, del inglés) (Argüello-Astorga y Ruiz-
Medrano, 2001).  

Posteriormente, nuestro grupo de trabajo construyó componentes A híbridos de 
ToMoV, para formar proteínas Rep quiméricas, a las cuales se les reemplazo un 
fragmento que codifica los primeros 11 residuos aa de la proteína por los aa 
equivalentes de las proteínas Rep de otros tres begomovirus: PHYVV, ToMoTaV, y 
TGMV (Bernardo-Bañuelos, 2012) La substitución de los primeros 11 aa fueron 
suficientes para alterar la especificidad de unión al DNA, confiriendo a las proteínas 
quiméricas de ToMoV la capacidad de autorreplicar el DNA-A hibrido y de trans-replicar 
los componentes B heterólogos de ToMoTaV, PHYVV y TGMV, tanto en la línea celular 
de tabaco NT1 como en plantas de Nicotiana benthamiana. Inesperadamente, algunos 
virus híbridos mostraron una cierta capacidad para trans-replicar el DNA-B de ToMoV, 
estableciendo una infección con síntomas atenuados y tardíos. Esta observación 
sugiere que, además del IRD, podría existir otro dominio en la proteína Rep quimérica 
que, al no ser alterado, preservaría en cierto grado la capacidad de la proteína hibrida 
ToMoV-IRDx de reconocer y unir los iterones del DNA- B de ToMoV (Bañuelos-
Hernández, 2012). 
Por otra parte, en un amplio análisis heurístico-comparativo de proteínas iniciadoras de 
la RCR codificadas por geminivirus, Nanovirus y Circovirus, Londoño y colaboradores 
(2010) identificaron 5 residuos de las proteínas Rep geminivirales que podrían estar 
involucrados en determinar su preferencia por secuencias definidas. Estos cinco 

aminoácidos se localizan en dos mini-hebras beta (1/5), los residuos 5, 8, 10 en la 
hebra-β1, y los residuos 69-71 en la hebra-β5, que juntas forman una mini-lámina beta 
antiparalela, que se conserva en la estructura tridimensional resuelta por resonancia 
magnética nuclear (RMN) de las proteínas Rep del geminivirus TYLCSV y el circovirus 
porcino (Campos-Olivas et al., 2002¸, Londoño et al., 2010, Vega-Rocha et al., 2007). 
Esta estructura forma parte de una estructura más amplia a la que pertenecen los 
motivos de secuencia conservados RCR-I (hebra beta-2) y RCR-II (hebra beta-4). La 
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estructura tridimensional de Rep revela una sorprendente similitud en la arquitectura 
con otras proteínas de unión a ácidos nucleicos (Campos-Olivas et al., 2002). 

En la primera etapa del proyecto que hemos descrito aquí, se generaron 
componentes genómicos A con mutaciones en el gen Rep de ToMoV, con base en los 
aminoácidos que identificamos previamente como potenciales determinantes de 
especificidad en trans. Utilizamos a ToMoV como modelo de estudio, el cual fue 
modificado al inicio del gen Rep para introducir un sitio NgoMIV que facilitó la mutación 
del extremo N-terminal de la proteína por medio de la técnica de “reemplazo de 
casete”. Este cambio no mostró afectar el nivel de replicación en comparación con el 
virus silvestre (Figura 16). A partir de este virus modificado se realizaron las 
substituciones en los codones que codifican los DEs putativos en las posiciones 5, 8, 
10, y posteriormente los DEs en las posiciones 69 y 71, por las combinaciones 
propuestas descritas en la Figura 11, y usando diferentes técnicas de mutagénesis, que 
fueron descritas en la sección de Materiales y Métodos. De esa manera logramos 
obtener 8 DNA-A mutantes derivados de ToMoV, que se describen en la Tabla 3, Estos 
mutantes fueron examinados en ensayos de autoreplicación en protoplastos de N. 
tabacum NT1.  
Los niveles de replicación de DNA de los componentes mutados en Rep mostraron 
diferencias muy importantes en todos los casos. En general, se observó una drástica 
disminución en la detección de las isoformas del DNA viral (de cadena doble y de 
cadena sencilla) (Figura 16) Esto mostró que incluso el cambio en un solo DEs, altera 
significativamente la interacción funcional Rep–Iterón. Los resultados obtenidos se 
ajustaron bien a las expectativas, de acuerdo con el modelo predictivo (Fig.11).  

Mediante análisis in silico, se ha mostrado que la interacción entre la proteína 
Rep y el DNA se establece mediante interacciones electrostáticas y puentes de 
hidrógeno. Estas interacciones se forman entre los aminoácidos del dominio de unión al 
DNA de Rep y las bases nitrogenadas o el esqueleto de fosfatos del DNA viral (Shen et 
al., 2018). La figura 36 corresponde a un modelo estructural in silico del dominio N-
terminal (1 – 120 aa) de la proteína Rep de ToMoV, así como una ampliación de la 

mini-lámina 1/5 mostrando las cadenas laterales de los residuos (DEs)  5, 8, 10, 69 y 

71. Adicionalmente, se muestra la estructura mini-lámina 1/5 de las proteínas Rep de 
SiMSinV y OkYMMV. La comparación de las hebras β1/β5 (flechas azules y amarillas 
respectivamente) de los tres modelos teóricos, sugiere que las propiedades químicas 
de las cadenas laterales de los residuos 5, 8, 10, 69 y 71, pueden modificar la 
distribución de cargas electrostáticas y los patrones de puentes de hidrógeno 
potenciales para la interacción de Rep y el DNA viral. En este sentido, los DEs 
putativos de ToMoV y SiMSinV (GSK-NT) muestran los cambios en la posición 5 (K5G) 
de una lisina, que es un aminoácido cargado positivamente y estructuralmente grande, 
por un aminoácido pequeño no polar como la glicina; en la posición 8 (R8S), el cambio 
es de un residuo cargado positivamente a un residuo polar sin carga; en el residuo 10 
(Q10K), el cambio es de una glutamina de carácter polar pero sin carga, a lisina con 
carga positiva; y finalmente, en la posición 69 (Q69N), el cambio de glutamina a 
asparagina (Q10N) aunque no representa cambios en la carga parcial, sin embargo, la 
presencia de un grupo CH2 más en la glutamina puede influir en la interacción con el 
DNA por formación de puentes de hidrógeno. Por otro lado, comparando los DEs de 
ToMoV y aquellos presentes en la proteína Rep de OkYMMV, se observa que mientras 
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que en la posición 8 (R8Q) el cambio es de un aminoácido con carga positiva a uno 
polar sin carga; en la posición 10 (Q10N) ambos aminoácidos son de naturaleza polar 
sin carga; en el residuo 69 (Q69K), cambia de un residuo polar sin carga por uno con 
carga parcial positiva y con una cadena lateral más grande; y por último, el remplazo de 
treonina a glutamina en la posición 71 (T71Q) aunque no se modifica la carga parcial 
ya que ambos residuos aa no presentan carga, si poseen propiedades químicas 
diferentes. Lo anterior sugiere que las diferencias químicas de los residuos en el sitio 
de unión a ADN de Rep causan una modificación en la estructura local de la proteína. 

Las diferencias en la región -1/5 de las proteínas Rep proporcionan diferentes 
patrones de cargas electrostáticas y potenciales puentes de hidrógeno para interactuar 
específicamente con el DNA, lo que explicaría su mayor afinidad por iterones definidos.  

 

Figura 36. Modelo estructural del extremo N-terminal de la proteína Rep de ToMoV.  A. 
Modelo por homología de la estructura terciaria del N-terminal correspondiente a los primeros 
120 aa de la proteína Rep. B. Acercamiento de la mini-lámina β1/β5; la hebra-β1 
representada en color azul y la hebra-β5 representada en amarillo. Se muestran los residuos 
que corresponden a los DEs de las proteínas de ToMoV, SiMSinV y OkYYMV, así como cada 
iterón cognado, resaltando en rojo los nucleótidos que son diferentes a los presentes en 
ToMoV.  

 
En las últimas etapas del estudio evaluamos la relación entre los determinantes de 
especificidad de las Rep mutantes y el iterón óptimo predicho para cada una de ellas. 
Para esto se construyeron componentes genómicos A que tienen elementos de 
especificidad replicativa en cis y trans presuntamente compatibles (Tabla 4). A cada 
DNA-A con una combinación definida de DEs se le reemplazó la región de la IR que 
contiene las secuencias de los iterones, reemplazando los elementos nativos de 
ToMoV por los iterones predichos por el modelo (Figura 19). En principio, estos nuevos 
DNA-As mutantes podrían haber sido ser examinados funcionalmente en el sistema de 
protoplastos de tabaco para determinar su capacidad de autorreplicación. Sin embargo, 
se presentaron problemas técnicos al realizar la evaluación de los mutantes dobles, 
pues en varios intentos consecutivos no logramos observar incluso la autorreplicación 
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de los controles positivos (ToMoV silvestre y ToMoV-NgoMIV) que había sido muy 
reproducible en los primeros ensayos. Después de varios intentos, llegamos a la 
conclusión que la línea celular NT-1 utilizada había experimentado cambios fisiológicos 
y/o epigenéticos, y no era ya útil para realizar los ensayos de autorreplicación. Al no 
encontrar una forma de obtener la línea celular NT-1 original o una nueva fuente de 
dichas células, buscamos un sistema alternativo para los ensayos de autorreplicación 
transitoria  

La técnica elegida fue el ensayo de autoreplicación en discos de hoja de N. 
benthamiana (Fig. 21). Este tipo de ensayo requiere que los componentes genómicos 
virales se encuentren en forma dimérica o hemidimérica, y sean clonados en un vector 
binario, que ha de ser transformado en una cepa específica de Agrobacterium 
tumefaciens, la cual se utilizará para infiltrar hojas de N. benthamiana. Por esta razón 
decidimos seleccionar solo cinco DNA-As mutantes representativos de la diversidad y 
el grado de robustez de las correlaciones Rep/ Iteron de nuestro modelo teórico.  Las 
mutantes seleccionadas fueron las del tipo PHYVV, ACMV, OkYMMV, TGMV y BCTV 
(Tabla 5). Después de varias pruebas para poner a punto la técnica, logramos observar 
la autorreplicación de los DNA-As mutantes (Fig.22). Estos resultados, indican que las 
proteínas Rep mutantes reconocieron los iterones en el origen de replicación viral 
mutante, y por lo tanto, que la replicación por círculo rodante fue posible, de modo 
similar al virus silvestre.  

 
Experimentos de agroinoculación de componentes mutantes en plantas de 
Nicotiana benthamiana. 
 
Aunque los datos obtenidos hasta este punto apoyaban la noción de que las proteínas 
Rep con DEs alterados pueden unirse a los iterones predichos por el modelo teórico, 
nos interesó determinar si las proteínas Rep mutantes pueden reconocer y unir a los 
iterones predichos cuando estos se encuentran en el componente B de ToMoV, y si 
pueden inducir así una infección sistémica en plantas de N. benthamiana. Para ello, se 
construyeron componentes B mutantes a partir del componente B de ToMoV, en el que 
se substituyó un segmento EcoRI /PmlI de la región intergénica, donde se ubican los 
iterones de ToMoV-B (Figura 16), con la región análoga, aunque más corta EcoRI/PmlI 
de los componentes A mutantes, con sus iterones cognados (Figura 16). Dado que en 
el DNA-B wt de ToMoV la región intergénica limitada por los sitios de restricción 
mencionados es más extensa que en los DNA-As mutantes, los DNA-B mutantes 
tienen una región intergénica más corta. Los DNA-Bs mutantes se convirtieron a su 
forma infectiva (hemidimérica) y se transformaron en Agrobacterium tumefaciens. El 
primer ensayo de co-infección fue inocular a los componentes A dobles mutantes en 
presencia del DNA-B de ToMoV silvestre para establecer si podrían presentar un 
fenómeno de pseudo-recombinación. Ambos componentes se agroinfiltraron 
(proporción 1:1) en plantas de N. benthamiana, sin embargo, las plantas no mostraron 
síntomas (datos no mostrados) y al establecer la presencia del DNA-B por PCR, no 
hubo amplificación a los días 14 y 21 post inoculación (Figura 25), lo que indica que los 
componentes A mutantes no fueron capaces de reconocer y unir a los iterones 
presentes en el componente B silvestre. 
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Posteriormente, se co-inocularon ambos componentes A y B mutantes en plantas de N. 
benthamiana, y después de 14 y 21 dpi se tomaron muestras de hojas nuevas 
(apicales) de cada combinación, y se tomó evidencia fotográfica del desarrollo de 
síntomas en las plantas infectadas a los tiempos mencionados. 
Las plantas infectadas con los componentes silvestres de ToMoV presentaron síntomas 
visibles partir de los 10 dpi, aunque se hicieron más evidentes a los 14 y 21 dpi, 
presentando síntomas como amarillamiento de las hojas, con cierto grado de moteado, 
rizado leve de hojas y retraso en el crecimiento, lo que indicaba que nuestro sistema de 
infección por agroinfiltración, usando clonas infectivas, funcionaba adecuadamente. 

En la valoración de la sintomatología de las plantas infectadas con los 
componentes A y B mutantes, los síntomas se evidenciaron a partir del día 14 post-
inoculación. Dado que los síntomas no fueron idénticos entre los virus mutantes y el 
virus silvestre, lo que inferimos es que las mutaciones en los codones 69 y 71 del gen 
Rep, que se traslapan con el gen AC4, probablemente provocaron cambios en este 
último gen y la proteína codificada, que podrían haber alterado el fenotipo infectivo. La 
proteína AC4 de begomovirus está involucrada en múltiples funciones, como la 
inducción de síntomas, hiperplasia y la supresión del silenciamiento génico, entre otros 
(Hanley-Bowdoin, et al.,2013; Zeng, et al 2018; Fondong et al., 2019). Se ha 
demostrado que mutaciones en el gen C4 reducen la acumulación del virus en plantas 
(Ismayil et al., 2018).  
Se tomaron muestras de las hojas apicales de las plantas infectadas y se procesaron 
para obtener DNA total, que se usó como templado para la detección por medio de 
PCR de ambos componentes virales mutados. Los productos de PCR se secuenciaron, 
y los resultados, se analizaron usando el Sofware SnapGene®. (Figuras 32-35). El 
análisis evidenció que cada uno de los productos de PCR obtenidos tiene intactas las 
secuencias que corresponden a los hipotéticos DES y a los iterones de cada uno de los 
componentes A y B mutantes, es decir, que las mutaciones introducidas no sufrieron 
reversiones y que las secuencias de los componentes virales corresponden a los DNAs 
con los que se realizó la agroinfiltración. Esto demostró que los DNA-A y DNA-B 
mutantes son capaces de inducir una infección sistémica en plantas, y que por lo tanto 
las proteínas Rep modificadas fueron capaces de reconocer los iterones en el origen de 
replicación mutante de ambos componentes virales, con lo cual se confirma, en 
principio, la validez del modelo hipotético general ilustrado en la Fig. 11. Estos 
hallazgos constituyen una importante contribución el conocimiento del código de 
reconocimiento de los iterones por la proteína Rep. 
  
 

Datos de otros estudios que apoyan las conclusiones de este trabajo. 
 

En el curso del desarrollo del presente estudio se publicaron algunos trabajos 
que son coherentes con nuestros resultados. Por ejemplo, Shen et al. (2018) llevaron a 
cabo un modelado in silico de las interacciones de las proteínas Rep (aa 1-120) de dos 
begomovirus muy diferentes, TGMV y cabbage leaf curl virus (CaLCuV), con el DNA 
viral correspondiente. En sus resultados, reproducidos parcialmente en la Fig. 37, ellos 
identificaron a los residuos aminoácidos Arg7, Gln9 y Asn11 de la proteína Rep de 
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TGMV (equivalentes a los residuos 6, 8 y 10 de ToMoV) y los residuos Lys6 y Arg9 de 
la proteína Rep de CaLCuV (equivalentes a los residuos 5 y 8 de ToMoV). 

 
Figura 37. Modelo estructural in silico de la interacción proteína Rep-DNA de TGMV 
and CaLCuV. Los aa que podrían funcionar como DEs están representados en rojo y azul, 
que son equivalentes a algunos residuos en nuestro modelo de ToMoV. Modificado de 

Shen et al., 2018. 
 
Más recientemente, se publicó un estudio en el que se describieron dos cepas del virus 
RhGMSV (Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus), una aislada en Guasave, Sinaloa, 
y otra en Colima (RhGMSV-GU y RhGMSV-CO). Sus iterones son marcadamente 
diferentes, TGGAGGAY y TGGAGTCC, respectivamente. Sus proteínas Rep son 
idénticas en los primeros 24 aa, que incluyen la totalidad del IRD, y el alineamiento de 
los primeros 130 aa, donde reside el dominio de unión al DNA de las proteínas Rep, 
mostró que existen solo dos aminoácidos diferenciales entre las dos cepas, E69K y 

D71N. Este último residuo aa es parte de la hebra -5 de Rep.  En experimentos para 
determinar la capacidad de formar pseudo-recombinantes entre las dos cepas de 
RhGMSV, se confirmó que éstas no fueron compatibles en replicación. Sin embargo, 
en un experimento de pseudo-recombinación entre el DNA-A de RhGMSV-CO con el 
DNA-B de Pepper golden mosaic virus (PepGMV), un begomovirus muy divergente, 
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pero con iterones similares, se pudo demostrar la formación de un pseudo-
recombinante viable, que produjo una infección atenuada pero sistémica en N. 
benthamiana (Avalos-Calleros et al., 2021).  

Las implicaciones de nuestro estudio con begomovirus quiméricos derivados de 
ToMoV pueden ser muy amplias, no solo por extensión a otros géneros de los 
Geminiviridae, sino porque Londoño et al. (2010) mostraron que miembros de varias 
familias de virus, con genomas circulares de cadena sencilla, como Circoviridae y 
Nanoviridae/Alphasatellidae, codifican proteínas Rep que incluyen hebras beta muy 
cortas que potencialmente conforman mini-láminas beta antiparalelas cuya estructura 
primaria correlaciona con los iterones que constituyen sus potenciales sitios de unión 
en el origen de replicación viral. Las familias antes mencionadas han sido 
recientemente agrupadas en un nuevo phylum, Cressdnaviricota, que aglutina 7 
familias de virus con genomas circulares de ssDNA (Krupovic et al., 2021). Es 
probable, por tanto, que más familias virales codifiquen proteínas Rep análogas a las 
de los geminivirus, y que el código de reconocimiento Rep/iterón de cada una de ellas 
pueda ser descifrado usando la metodología heurística-comparativa que utilizamos con 
los geminivirus.   
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Capítulo 2  

Explorando el origen del ancestro no-begomoviral del 
linaje del Squash Leaf curl virus 

 
El estudio de la evolución de los begomovirus, el género más diversificado y de 

más amplia distribución geográfica de la familia Geminiviridae, ha sido objeto de 

múltiples análisis desde hace casi tres décadas, desde el estudio pionero de Rybicki 

(1994). El número de especies geminivirales descritas ha crecido exponencialmente en 

la última década, en gran medida debido al advenimiento de las tecnologías de 

Secuenciación de Nueva Generación (NGS, del inglés), que ha hecho posible el 

ensamblaje de genomas virales a partir de muestras ambientales y de plantas, lo que 

ha resultado en la adición de varios géneros a la familia Geminiviridae en los últimos 

años (Zerbini et al., 2017; Fiallo-Olive, 2021). En el caso de los begomovirus (BGVs), la 

tradicional distinción de BGVs del Viejo y del Nuevo Mundo ha dado paso a la 

definición de linajes que comparten ciertas características moleculares y una historia 

evolutiva común, que permiten su distinción en subclados mejor definidos y relevantes, 

lo que enriquece el conocimiento de la diversidad de estos subgrupos geminivirales. 

En su tesis doctoral, Iliana Torres-Herrera (2015), se enfocó en el estudio de un 

grupo atípico de begomovirus (BGVs) del Nuevo Mundo, el llamado “Clado del Squash 

leaf curl virus (SLCV)”, que se distingue del resto de los BGVs del continente 

americano por la peculiar organización de sus iterones en el origen de replicación, en el 

que dos iterones extras flanquean al elemento tallo-asa (“horquilla conservada”), 

además de desplegar otros 3 o 4 elementos repetidos en la configuración típica de los 

BGVs del NM (Argüello-Astorga, 1994). Adicionalmente, estos virus codifican una 

proteína Rep que es muy divergente en sus primeros 160 aminoácidos de la proteína 

homóloga del resto de los begomovirus, y poseen un gen que se traslapa 

completamente con el gen Rep, que codifica una proteína que denominamos AC4*, 

para distinguirla de las proteínas C4/AC4 de otros begomovirus “típicos”, debido a su 

evidente divergencia en secuencia de aminoácidos, que sugiere que no es una proteína 

homóloga de éstas últimas. 

Tomando en consideración el tema central de nuestro proyecto de tesis, esto es, 

la indagación de los residuos aminoácidos de Rep que determinan su alta afinidad por 

los iterones en el origen de replicación cognado, nos pareció de gran importancia 

investigar las diferencias en la estructura y origen evolutivo de las proteínas Rep de los 

virus del clado SLCV, las cuales reconocen iterones de 8 nucleótidos con un consenso 

diferente (TGGWGDMC) a los de otros begomovirus (GGNRNN) que suelen presentar 

iterones de 6 nucléótidos, aunque existen algunos más extensos. En esta parte de mi 

trabajo de tesis orienté mis esfuerzos a tratar de responder algunas de las preguntas 
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que no pudieron contestarse en el estudio previo. Dado que el trabajo que llevé a cabo 

al abordar este segundo tema, quedó incorporado en un artículo en la revista Viruses 

(de acceso libre) que incluyó los hallazgos no publicados de la tesis doctoral de Torres-

Herrera (2015) y los míos propios, en lo que sigue describiré tan solo los aspectos 

metodológicos y los hallazgos más relevantes de lo que realice por mi parte, como 

continuación del trabajo de Torres-Herrera, y con el apoyo de mis asesores. En la 

primera fase de este nuevo trabajo, llevamos a cabo la búsqueda de miembros del 

linaje del SLCV, y nuevos geminivirus que fueron descritos del 2015 en adelante, que 

no fueron incluídos en el trabajo previo, por razones obvias. Se generaron filogenias 

muy amplias basadas en los componentes genómicos “A” completos de los BGVs 

bipartitas, o el genoma único de los virus monopartitas (datos no mostrados), y 

posteriormente se seleccionaron representantes destacados de los principales linajes 

virales discernibles. Posteriormente se realizaron colecciones de proteínas Rep 

truncadas en el aminoácido 162, que identificamos como el punto de divergencia más 

robusto de los diversos alineamientos de proteínas Rep de los miembros del clado del 

SLCV con otros linajes begomovirales. Como se puede apreciar en la Figura 2.1, la 

filogenia basada en la comparación de los primeros 162 residuos aa de la proteína Rep 

de los diversos linajes comparados, muestra claramente dos grandes grupos, uno de 

los cuales comprende a los BGVs del clado del SLCV, y dos curtovirus atípicos, 

Horseradish curly top virus (HCTV) y Spinach severe curly top virus (SpiSCTV); por otra 

parte, el segundo grupo, muchísimo más extenso en términos filogenéticos, incluye a 

los BGVs típicos tanto del NM como del VM, pero también algunos miembros de los 

géneros Curtovirus, Maldovirus, Topocuvirus, y Turncurtovirus. En este segundo grupo 

se ubican también algunas especies no clasificadas todavía en géneros específicos, y 

algunos geminivirus que son conocidos solamente por secuencias que existen como 

fósiles moleculares en los genomas de ciertas plantas, y que son denominadas 

“Secuencias Virales Endógenas” (EVS, del inglés) las cuales analizé a partir de la 

literatura existente o por búsqueda dirigida en la base de datos del NCBI-GenBank 

(indicadas en la Fig. 2.1 por un símbolo especial). 
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Figure 2.1. Relación filogenética basada en la comparación del dominio amino-terminal (1-162) 

de miembros del clado del SLCV (letras en rojo) y sus homólogos en otros subgrupos de 

geminivirus. El árbol filogenético fue inferido por el método de Máxima Verosimilitud basado en 

el modelo general de la transcriptasa reversa. El porcentaje de árboles en los que los taxones 

están agrupados se muestra próximos a las ramas (1000 iteraciones). El círculo rojo indica el 

nodo del clado del SLCV, en tanto que el círculo negro indica la rama principal del nodo de 

proteínas Rep 162 de otros geminivirus, incluyendo algunos EVS (secuencias virales 

endógenas). 

 

 

Análisis comparativo de la proteína AC4* de los virus del clado SLCV. 
 

La proteína AC4 de los begomovirus es una proteína multifuncional que se considera un 
determinante de patogenicidad, un supresor del silenciamiento génico, y un factor que 
promueve la progresión del ciclo celular en ciertos casos bien documentados (Fondong, 
2018). Parte de las propiedades de esa proteína se asocian a la capacidad de ser 
miristilada, para anclarse a la membrana celular, y por ello presenta un motivo 

 
Para nuestros fines, nos pareció relevante dar especial importancia a la 

búsqueda de EVS, porque es un conjunto de secuencias presentes en los genomas de 

las plantas, que no han sido utilizados ampliamente para establecer la relación 

filogenética con geminivirus existentes. En el caso de los miembros del linaje del SLCV, 

cuyo ancestro no begomoviral no ha sido identificado, proceder con ese tipo de 

búsqueda en las bases de datos genómicos de plantas, resulta especialmente 

prometedor en el caso de que no se encuentre tal ancestro entre los geminivirus 

descubiertos por técnicas convencionales o metagenómicas. Lo que concluímos de 

nuestro muy amplio análisis  comparativo es que, a la fecha, no se han reportado EVS 
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que presenten una clara relación con virus del clado del SLCV. Sin embargo, en el 

intento por descubrir en las bases de datos publicas, virus con similitudes significativas 

a los begomovirus mencionados, decidimos usar las secuencias de los primeros 120 

residuos (dominio catalítico) de Rep codificadas por virus específicos como SLCV, 

ToSLCV o el recientemente descrito Cucumber chlorotic leaf curl virus (CuCLCV) 

(Sánchez-Chavez et al., 2020), como secuencia problema (“query”) para interrogar por 

secuencias similares en las bases de datos públicas, excluyendo naturalmente a los 

geminivirus. De esa manera encontramos secuencias virales endógenas (EVS) en 

Coffea arabica que codifican proteínas (XP_027067771) con 51% de identidad y 73% 

de similitud (Figura 2.2a), o una proteína de replicación de un virus circular de 

Persimon (Figura 2.2b). 

A 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

B 



  Romero Osorio-Tesis 2022 

 71 

 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Figure 2.1-    BLASTp con los primeros 120 aa de Rep de ToSLCV 
 

Numerosos ejemplos como los ilustrados se encontraron siguiendo el método de 

búsqueda previamente descrito, en las bases de datos genómicos de virus y plantas, 

pero en ningún caso logramos encontrar una proteína Rep codificada por un virus o un  

EVS, que pudiera considerarse un ancestro real de la proteína codificada por los 

miembros del linaje del SLCV. Sin embargo, por medio de este método realizamos un 

hallazgo inesperado: un virus descubierto por análisis metagenómico  de  una  

comunidad de invertebrados en el fondo del Lago Sarah, de Nueva Zelanda (Dayaram 

et al., 2016), codifica una proteína Rep cuyo dominio endonucleolítico (aa 1-120) tiene 

una identidad de 45%-46%, y una similitud de 59-60%, con las proteínas Rep 

codificadas por virus como ToSLCV y CuCLCV (Figura 2.3), pero además presenta, en 

su hipotético origen de replicación, tres iterones en tándem, que son idénticos a los que 

poseen los begomovirus antes mencionados: TGGTGTCCCTGGTGTCCTGGTGTCCC. 

Es decir que, aparentemente, la Rep de un virus que infecta a un invertebrado 

desconocido reconoce y une iterones similares a los de algunos miembros del linaje del 

SLCV. 
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Figura 2.3- Alineamiento del dominio endonucleolítico de la proteína Rep de Tomato 

severe leaf curl virus (ToSLCV) y un virus aislado de una comunidad de invertebrados 

en el fondo del Lago Sarah, de Nueva Zelanda. 

 

Estas observaciones no indican, por supuesto, que un virus animal se encuentre 

en la base o en una rama del árbol filogenético al que pertenece el ancestro no-

begomoviral de los miembros del clado del SLCV. Más bien, lo que sugieren es que  

algunas proteínas Rep pertenecientes a la superfamilia de las endonucleasas HUH 

(Chandler et al., 2013) pueden haber convergido en las propiedades de su dominio de 

unión al DNA para reconocer iterones idénticos, lo cual plantea la posibilidad de que el 

ancestro del clado del SLCV haya adquirido el módulo de replicación atípico que lo 

caracteriza, a partir de un evento de recombinación entre un begomovirus del NM muy 

antiguo, con un virus con genoma circular de ssDNA que infectaba plantas, análogo al 

virus circular del persimón mencionado en la Fig.2b. 

 

Análisis comparativo de la proteína AC4* de los virus del clado SLCV. 
 

La proteína AC4 de los begomovirus es una proteína multifuncional que se considera 

un determinante de patogenicidad, un supresor del silenciamiento génico, y un factor 

que promueve la progresión del ciclo celular en ciertos casos bien documentados 

(revisado por Fondong, 2018). Una parte importante de las propiedades de esa 

proteína se asocian a la capacidad de ser miristilada, para anclarse a la membrana 

celular, y por ello presenta un motivo de miristilación, MGXLIS, en el que la glicina en la 

posición 2 juega un papel crítico. El tamaño promedio de la proteína C4/AC4 de 

begomovirus y otros geminivirus es de 85aa. Sin embargo, la proteína AC4* de los 
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miembros del linaje del SLCV es mucho más larga, cercana a los 120 aa, y carece del 

motivo de miristilación presente en sus presuntos homólogos. El alineamiento de 

secuencia de esa proteína con las C4/AC4 de otros geminivirus muestra que la 

identidad de secuencia polipeptídica es demasiado baja (<23%) para considerarse 

proteínas homólogas. Consecuentemente, la función de AC4* de los virus del clado 

SLCV es, muy probablemente, bastante diferente a las de otras proteínas geminivirales 

con ese nombre. 
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Figura 2.4-. Relación filogenética entre las proteínas AC4* codificadas por los virus del 
linaje del SLCV (letras en rojo) y las proteínas C4/AC4 de otros linajes de geminivirus.  
El árbol filogenético fue inferido mediante el método de Máxima Verosimilitud basada 
en el modelo basado en la matriz JTT. El porcentaje de árboles en los que los taxones 
asociados se agruparon juntos se muestra cerca de las ramas (1000 iteraciones). 
Reproducido de Torres-Herrera et al., 2019. 
 
 
En la Figura 2.5 se muestra un alineamiento de varias proteínas AC4* con proteínas 
C4/AC4 de otros geminivirus, en el que puede apreciarse que en las primeras no existe 
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el motivo de miristilación que se encuentra prácticamente en todas las proteínas 
C4/AC4, con la excepción de algunas EVS. 
 

 
 

Figure 2.5. Alineamiento del dominio N-terminal de la proteína AC4* de los virus del 
linaje del SLCV y dos curtovirus recombinantes, con el dominio análogo de las 
proteínas C4/AC4 codificadas por algunos begomovirus del NM y el VM, otros 
miembros del género Curtovirus, Topocuvirus, algunos geminivirus no asignados a un 
género específico, así como cinco EVS (Secuencias Virales Endógenas). Los residuos 
aminoácidos idénticos o similares están sombreados en amarillo o en azul para 
enfatizar las semejanzas entre las secuencias alineadas. El residuo de Glicina del 
motivo de miristilación está marcado en rojo.(reproducido deTorres-Herrera el al., 2019) 
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El nombre de los virus y los EVS, de la Fig. 2.5, así como sus números de acceso, se 
enlistan en la Tabla 2.1. 
 

Tabla 2.1 – Nombre y # de acceso de geminivirus y secuencias virales endógenas 
(EVS) del alineamiento de proteínas AC4*, C4 y AC4 de la Fig. 2.5.  
 
Virus  Acronimo  No, de acceso- GenBank  
  
Abutilon golden mosaic 
Yucatan virus  

 
AbGMYV  

 
KC430935  

Cabbage leaf curl virus  CbLCuV  MH248136  
Bean calico mosaic virus  BCaMV  AF110189  
Tomato common mosaic 
virus  

ToCoMV  NC_010835  

Sida yellow leaf curl 
virus  

SiYLCV  EU710750  

Tomato rugose yellow 
leaf curl virus  
 

ToRYLCV  JN381815  

Curtovirus-tipo II  

Horseradish curly top 
virus  

HrCTV  U49907  

Spinach severe curly top 
virus  

SpSCTV  GU734126  
 
 

Begomovirus del Nuevo y el Viejo Mundo  
Tomato golden mosaic 
virus  

TGMV  NC_001507  

Rhynchosia golden 
mosaic virus  

RhGMV  NC_010294  

Tomato yellow leaf curl 
Vietnam virus  

TYLCVV  EU189150  

Mimosa yellow leaf curl 
virus  

MiLCV  DQ641695  

East African cassava 
mosaic Zanzibar virus  

EACMZV  MK059410  

Cassava mosaic 
Madagascar virus  
 

CMMdV  HE617299  

Curtovirus- tipo I  
Beet curly top virus - 
California [Logan]  

BCTV-Cal  NC_001412  

Beet curly top virus-
Idaho  

BCTV-Idaho  KX867057  
 
 

Topocuviruses  

Tomato pseudo-curly TPCTV  X84735  
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top   
 

Geminivirus no clasificados 

Grapevine geminivirus A  GraGV-A  KX618694  
Apple geminivirus  AGmV  KM386645  
Juncus maritimus- 
associated virus  

JmaV  MG001958  

Polygala garcinii-
associated virus  

PgaV  MG001959  

  
Secuencias Virales Exógenas (EVS) 
  
Lactuca sativa cultivar 
Salinas unplaced genomic 
scaffold  

EVS-Lactuca sativa  NW_019676544  

Corchorus olitorius 
cultivar JRO-524  

EVS-Corchorus olitorius  LLWS00000000  

Nicotiana 
tomentosiformis unplaced 
genomic scaffold  

EVS-Nicotiana 
tomentosiformis  

NW_008941319  

Dioscorea nummularia 
endogenous virus EGV2  

EVS- Dioscorea 
nummularia  

KJ629225  

Coffea arabica 
geminivirus-like 
replication protein  

 
EVS-Coffea canephora  

 
XM_027241759  

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  
 
Hallazgo de un putativo elemento cis-regulador de la transcripción asociado al 
Origen de Replicación en los virus del linaje del SLCV. 
 
 Una característica de la región intergénica que distingue a los virus del clado 

SLCV de otros BGVs del NM, además del número, arreglo y secuencia de sus iterones, 

es que carecen de una G-box, que es unida por factores transcripcionales de la planta 

y es crítico para la actividad del promotor Rep (Orozco et al., 1998). En vez de ese 

elemento, estrechamente asociado al extremo 5’ del elemento capaz de formar la 

estructura tallo-asa esencial para que Rep pueda cortar la cadena+ del DNA viral, se 

encuentra en la misma posición relativa, una secuencia altamente conservada, 

GGGGCAAAA. Una búsqueda en bases de datos especializados en elementos cis-

reguladores de genes de plantas, como PLACE (Higo et al., 1999) y SoftBerry 

(http://www.softberry.com/ ) identificaron esa secuencia como sitio de unión del factor 

E2F de Arabidosis thaliana y N. tabacum. Muy importante es el hecho de que ese factor 

transcripcional es parte de la maquinaria molecular responsable de la progresión del 

ciclo celular en las células vegetales (Chaboute et al., 2000; Vandepoele et al., 2005). 

De modo interesante, la posición del sitio de unión putativo E2F en la vecindad del 

elemento de horquilla conservado en el origen de replicación de geminivirus, es 
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consistente con lo observado en muchos otros geminivirus, en los que un sitio de unión 

a un factor transcripcional se localiza inmediatamente adyacente al elemento tallo-asa 

del origen de replicación  (Argüello-Astorga et al., 1994; Orozco et al., 1998). 

 

Análisis comparativo de los genomas de los miembros del Clado SLCV con los 

de Curtovirus. 

 

La notable similitud del dominio N-terminal de Rep de los virus examinados con dos 

miembros del género Curtovirus, Horseradish curly top virus (HrCTV) y Spinach severe 

curly top virus (SpiSCTV) (Figura 2.1) sugiere en primera instancia que los virus del 

linaje del SLCV se originaron de un evento de recombinación entre un curtovirus similar 

a los ya mencionados, y un begomovirus típico del NM. Sin embargo, el exámen 

exhaustivo de las secuencias de esos virus llevaron a las siguientes conclusiones: 

 

1) En este escenario, la recombinación de los curtovirus habría abarcado solo los 

primeros 162 codones de Rep; en vez de ello, lo que se observa es una alta 

similitud a lo largo de todo el gen Rep. Por la misma razón, la proteína AC4* de 

esos curtovirus es muy similar a la proteína homóloga de los BGVs del linaje 

SLCV, y muy diferente a la proteína C4 de otros curtovirus (diversas cepas de 

Beet curly top virus, BCTV). 

2) El análisis de la proteína C2 de HrCTV y SpiSCTV con la de begomovirus de 

varios continentes mostró una pocas semejanzas en su extremo N-terminal, sin 

tener una identidad global realmente significativa. En cambio, la proteína C2 de 

los anteriores curtovirus con las distintas cepas de BCTV (la tercera especie de 

curtovirus con múltiples cepas) no mostró semejanzas significativas a nivel de 

secuencia de aminoácidos. 

 

Considerados en conjunto, los resultados de nuestro análisis de secuencia 

sistemático no proporcionó ninguna evidencia en apoyo a la suposición de que los 

miembros del Clado del SLCV adquirieron su módulo genómico distintivo (unos 670 

pb) a partir de un curtovirus, o un geminivirus que se haya caracterizado al 

presente. Por el contrario, los datos apoyan fuertemente la hipótesis de que HrCTV 

y SpiSCTV adquirieron sus genes Rep y AC4* atípicos como consecuencia de una 

recombinación con un begomovirus del grupo del SLCV. 

 

Las anteriores reflexiones conducen a proponer un esquema de la evolución del gen 

Rep y C2 de begomovirus y curtovirus (Figura 2.6) que se centra en dos 

secuencias diferenciales altamente conservadas, que se encuentran en la vecindad 

del dominio de interacción con el regulador del ciclo celular “Retinoblastoma-related 
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protein” (RbRP) (Kong et al. 2000; Argüello-Astorga et al., 2007) y el dominio de 

oligomerización de Rep (Orozco et al., 2000)  

 

 

 
Figura 2.6- Representación simplificada de los genes (ORFs) que codifican a Rep y 

otras proteínas en el sentido complementario del genoma de los begomovirus y 

diversos géneros de geminivirus. Las secuencias de 17-18 residuos aminoácidos 

altamente conservadas (“firmas peptídicas”, resaltadas en amarillo o magenta) en el 

segmento 112-130, son características de los distintos subgrupos virales analizados en 

este estudio.  Dichas firmas se encuentran en la vecindad del Motivo conservado RCR-

III y cercano al dominio de oligomerización. Los genes C2 y C3 de los miembros de 

diferentes linajes presentan colores diferentes para enfatizar la divergencia estructural 

o funcional de sus homólogos en los begomovirus. La flecha verde mate de los 

curtovirus HrCTV y SpiSCTV representa el ORF C2 (o CII) altamente divergente del 

resto de las proteínas posicionalmente análogas de estos virus, cuya función se 

desconoce. Los begomovirus del Nuevo y el Viejo Mundo se denotan como NW y OW, 

respectivamente. 
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Conclusiones 

 

Los miembros del linaje del SLCV (cerca de 40 especies distribuídas en todas las áreas 

cálidas de las Américas) codifican proteínas Rep y AC4* que presentan secuencias 

altamente divergentes de sus presuntos homólogos en otros begomovirus. Lo que 

logramos establecer en este análisis es que se trata de un subgrupo de virus que 

poseen un módulo de replicación de origen recombinante, de cerca de ~670nt, que 

codifica 160 residuos aminoácidos del extremo N-terminal de una Rep muy divergente, 

un origen de replicación atípico con 5 a 6 iterones con un consenso distinto a los 

iterones de otros geminivirus, y un putativo sitio de unión para un factor transcripcional 

(E2F) involucrado en la progresión del ciclo celular, el cual se encuentra  íntimamente 

asociado al origen de replicación viral. Adicionalmente, estos virus codifican una 

proteína AC4* que no parece ser homóloga a las proteínas C4/AC4 de otros 

geminivirus. Existen dos curtovirus con elevada similitud a los virus del clado del SLCV, 

pero el análisis comparado de secuencias demostró que esos curtovirus recombinaron 

con un begomovirus del linaje del SLCV. Por tanto, queda abierta la cuestión de cual 

fue el virus donador del módulo replicativo atípico antes mencionado. Mediante el 

análisis bioinformático de bases de datos genómicos de virus y plantas, usando el 

dominio endonucleolítico de la Rep de esos BGVs, se lograron identificar EVS y virus 

no relacionados a geminivirus que codifican proteínas Rep con similitudes significativas 

a los virus en cuestión. De particular interés fue el hallazgo de un virus descubierto en 

un estudio metagenómico de una comunidad de invertebrados en el fondo de un Lago 

de Nueva Zelanda, que no sólo codifica una proteína Rep con similitud significativa en 

su dominio endonucleolítico a miembros del clado del SLCV, sino que además posee 

un origen de replicación con tres iterones en tándem que son idénticos a los iterones de 

los begomovirus mencionados. Estas observaciones sugieren que en la naturaleza 

existen virus de animales o de plantas que codifican proteínas Rep similares a los de 

los virus del linaje del SLCV, y que probablemente un begomovirus del NM adquirió, 

por recombinación, su módulo de replicación de algún virus de ese tipo, el cual 

progresivamente se adaptó a funcionar en el contexto de un genoma bipartita 

replicándose en el núcleo de la célula vegetal, y adquiriendo gradualmente nuevas 

funciones.  En ausencia de evidencia más extensa y definida, esa es la mejor hipótesis 

que podemos proponer acerca del origen evolutivo de esos begomovirus atípicos, que 

hemos analizado exhaustivamente en este trabajo de tesis, en paralelo al tema central 

de la misma.     
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Anexo 2 
 
Material Suplementario 
 

Tabla S1. Oligonucleótidos utilizados para generar el sitio NgoMIV en Rep 

NOMBRE SECUENCIA 5´-->3´ LONGUITUD USO 

FNgoMIV-
3 

CTT CTT ATT ACA AAA ATG 
CCG GCA CCA AAG AAA TTT 
AGA GTT 

43 generar sitio de corte 
NgoMIV en gen rep 

RNgoMIV-
3 

GAA CTC TAA ATT CTC TTG 
GTG CCG GCA TTT TTG TAA 
TAA GAA G 

43 generar sitio de corte 
NgoMIV en gen rep 

M13For GTTTTCCCAGTCACGTTGTA 20 Universal-donado 
por LANBAMA 

M13 ReV TTGTGAGCGGATAACAATTTC 21 Universal-donado 
por LANBAMA 

 
 
Tabla S2. Casetes sintéticos con los codones 5, 8 y 10 del gen Rep de ToMoV 

Nombre  Secuencia 5´→3´ Tamaño (nt)   característica 

FC1-KRN 

CCG GCA CCA AAG AAA TTT AGA 
GTT ACC TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10 (KRN) 

RC1-KRN 

AGT TCT TTG AGT TAA CTC TAA 
ATT TCT TTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10 (KRN) 

FC2-KKS 

CCG GCA CCA AAG AAA TTT AAA 
GTT TCA TCA  AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10(KKS) 

RC2-KKS 

AGT TCT TTG ATG AAA CTT TAA 
ATT TCT TTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10(KKS) 

FC3-KKQ 

CCG GCA CCA AAG AAA TTT AAA 
GTT CAG TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10(KKQ) 

RC3-KKQ 

AGT TCT TTG ACT GAA CTT TAA 
ATT TCT TTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10(KKQ) 

FC4-GSK 

CCG GCA CCA GGA AAA TTT TCA 
GTT AAG TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10 (GSK) 

RC4-GSK 

AGT TCT TTG ACT TAA CTG AAA 
ATT TTC CTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10 (GSK) 

FC5-KLN 

CCG GCA CCA AAG AAA TTT CTT 
GTT AAC TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 10 (KLN) 

RC5-KLN 

AGT TCT TTG AGT TAA CAA GAA 
ATT TCT TTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 11(KLN) 
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FC6-KQN 

CCG GCA CCA AAG AAA TTT CAG 
GTT AAC TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 12(KQN) 

RC6-KQN 

AGT TCT TTG AGT TAA CCT GAA 
ATT TCT TTC GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 13 (KQN) 

FC8-NQK 

CCG GCA CCA AAC AAA TTT CAG 
GTT AAA TCA AAG AAC T 37 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 14 (NQK) 

RC8-NQK 

AGT TCT TTG ATT TAA CCT GAA 
ATT TGT TTG GTG 33 

casete para cambios en aa 
5, 8 y 15 (NQK) 

 

 
Tabla S3. Oligonucleótidos para la mutación sitio dirigida de los residuos  
aa 69 y 71 de la proteína Rep de ToMoV. 
Nombre  Secuencia 5´- →3   ´características   

RuniPciI TCG AAC TGA ACA AGC ACA TGA 
AGA TGA G 

28  Oligo Reverso 
usado con los 

oligos siguientes 

FC3V69 AGG TAA GTA CGT GTG CAC GAA 
TAA CAG ATT C 

31 genera mutaciones 
en aa 69 de la 

clona KKQ 

FC4N69 AGG TAA GTA CAA TTG CAC GAA 
TAA CAG ATT C 

31 genera mutaciones 
en aa. 69  de la 

clona GSK 

FC5KQ AGG TAA GTA CAA ATG CCA GAA 
TAA CAG ATT 

31 genera mutaciones 
en aa 69 Y 71 de la 
clona KLN y KQN 

FC7CQ AGG TAA GTA CTG CTG CCA GAA 
TAA CAG ATT C 

31 genera mutaciones 
en aa 69 Y 71 de la 

clona KQN 

FC8R71 AGG TAA GTA CCA ATG CAG AAA 
TAA CAG ATT C 

31 genera mutaciones 
en aa. 71 de la 

clona NQK 

 
 
Tabla S4. Mega-oligonucleótidos con iterones difentes a ToMoV   
Fragmentos 
sintéticos 

con iterones  

Secuencia Longitud Geminivirus 
que 

presentan el 
Iterón 

F-KKSQT-L 5`-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT
TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTTAC
CCCAATACCCCAATTGAATGAGCAAGTT
TGAGAAGGC – 3´ 

94 CdTV 

R-KKSQT-L 5`-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GTACCCCAGATGAGTTACCCCAATTGAG
CCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGGG
GTATTGGG-3´ 

92 CdTV 
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F-NQKQR-L 5´-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT
TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTGC
ACCCAAGCACCCAATTGAATGAGCAAGT
TTGAGAAGG-3` 

94 BCTV 

R-NQKQR-L 5´-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GGCACCCAGATGAGTGCACCCAATTGA
GCCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGG
GTGCTTGGGT-3´ 

92 BCTV 

        

F-KKQVT-L 5`-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT
TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTGTC
TCCAAGTCTCCAATTGAATGAGCAAGTT
TGAGAAGGC-3´ 

94 ACMV 

R-KKQVT-L 3´-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GGTCTCCAGATGAGTGTCTCCAATTGAG
CCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGGA
GACTTGGAG-3´ 

93 ACMV 

        

F-KRNQT-L 5`-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT
TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTTAC
ACCAATACACCAATTGAATGAGCAAGTT
TGAGAAGGC-3` 

94 PHYVV 

R-KRNQT-L 5´-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GTACACCAGATGAGTTACACCAATTGAG
CCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGGTG
TATTGGT-3´ 

92 PHYVV 

        

F-KLNKQ-L 5´-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT
TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTAG
ACCCAAAGACCCAATTGAATGAGCAAGT
TTGAGAAGGC-3´ 

94 TYLChV 

R-KLNKQ-L 5´-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GAGACCCAGATGAGTAGACCCAATTGA
GCCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGG
GTCTTTGGG-3´ 

92 TYLChV 

        

F-KQNCQ-L 5`-
CGCCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGT

94 TGMV 
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TCTATAGAGGGATCTTATATATAAGTTCT
ACCAATCTACCAATTGAATGAGCAAGTT
TGAGAAGGC-3´ 

R-KQNCQ-L 5`-
CTTGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGG
GACTACCAGATGAGTACTACCAATTGAG
CCTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGGTA
GATTGGT-3´ 

92 TGMV 

    

F-SiMSinV-L 5´-
CCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGTTC
TATAGAGGGATCTTATATATAAGTTCCCC
CAATCCCCCAATTGAATGAGCAAGTTTG
AGAAGGC-3 

94 SiMSinV 

R-SiMSinV-L 5´-
TGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGGGT
CCCCCAGATGAGTTCCCCCAATTGAGC
CTTCTCAAACTTGCTCATTCAATTGGGG
GATTGGG-3´ 

92 SiMSinV 

    

F-OKYMMV-
L 

5´-
CCACGTGTAGGAACCAGATTAATAGTTC
TATAGAGGGATCTTATATATAATGTGTAC
CTGTGTACCAATTGAATGAGCAAGTTTT
GAGAAGGCT-3´ 

94 OKYMMV 

R-OKYMMV-
L 

5´-
TGCCGGCATTTTTGTAATAAGAAGGTGT
GTACCAGATGATGTGTACCAATTGAGCC
TTCTCAAAACTTGCTCATTCAATTGGTAC
ACAGGTA-3´ 

92 OKYMMV 
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ANEXO  3 

 
Figura S1- Ilustración de un experimento independiente con ToMoV y los mutantes 
derivados del mismo con determinantes de especificidad (DEs) de Rep e iterones 
modificados. En este caso, a diferencia del experimento descrito en las páginas 49-50, 
las plantas inoculadas tenían 5 semanas de edad al momento de la agroinoculación, 
por lo que a los 21 dpi algunas plantas infectadas iniciaron la floración, y es probable 
que la infección empezaba a remitir en algunos casos. Sin embargo, de acuerdo con 
los datos de PCR (ver Fig. S2), todas ellas tenían DNA viral en las hojas jóvenes 
(infección sistémica). 
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Figura S2. Productos de PCR de los extractos de DNA de 35 plantas del experimento ilustrado 
en la figura S1. En el caso del gel con los amplicones del DNA-A a los 14 dpi, se observa un 
mayor tamaño de los productos de PCR a partir del carril 17 y hasta el 29, lo cual no es real 
sino un artefacto de la electroforesis. En algunos casos, como en los carriles 4 y 30 del gel con 
las muestras del DNA-A a los 14 dpi no se observa un producto de PCR, pero su ausencia se 
debió a omisiones involuntarias al cargar las muestras en el gel, como luego lo verificamos. 
Nótese la diferencia de tamaño de los amplicones de los DNA-B mutantes respecto al DNA-B 
silvestre. 

 




