c' CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
I= DL NOROESTE, S.C.

Programa de Estudios de Posgrado

EFICIENCIA DEL RNAi, USANDO dsRNA HETEROLOGAS
DE Tomato Chino La Paz virus PARA LA RESISTENCIA A
Pepper golden mosaic virus Y ANALISIS DE LA
COMPARACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DEL
TRANSCRIPTOMA DE Nicotiana benthamiana

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Cienclas

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales
( Orientacion Biotecnologia )

Presenta
DIANA MEDINA HERNANDEZ

La Paz, Baja California Sur, Marzo de 2014



ACTA DE LIBERACION DE TESIS

En la ciudad de La Paz, B. C. S, siendo las s horas del dia_y 7 del

‘mes de j’-’gingm o de 2014, se procedié por los abajo firmarntes,
miembros de la Comision Revisora de Tesis avalada por la Direccién de
Estudios de Posgrado del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
8. €., a liberar la Tesis de Grado titulada:

" Eficiencia del RNAI usando dsRNA hicterologas de Tomato Chino la Paz Virus para
la resistencia a Pepper Golden mosaic virus 'y andlisis de la comparacién ¢n la
expresion diferencial del u'amcﬁptoma de Nicotiana benthamiana”

Presentada por el alumno:

LDl EZ

Aspirante al Grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN EL USO, MANEJO Y
PRESERVACION DE LO_S- RECURSOS NATURALES CON

ORIENTACION EN  BIOTECNOLOGIA
 Después de intércambiar opijn'ones los miembros de la Comisién manifestaron

su APROBACION DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos
sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

NMA COMISION REVISORA , _J—

Lﬁ:ﬂﬁnln laime :{Quuiwm _or., q’;arlqséludangula Valad
D OR DE TESIS ) TUTOR
e _ feardo Ut 5 Furs byt Hz

Or. Claudlo Humibérto Mejla Ruiz 'Dr. Rlcardo vhquuz urer




COMITE TUTORIAL Y REVISORES DE TESIS

Dr. Ramon Jaime Holguin Pefia

Director de Tesis

Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez
Co-Tutor

Dr. Claudio Humberto Mejia Ruiz
Co-Tutor

Dr. Ricardo Vazquez Juarez
Co-Tutor

Dr. Rafael Francisco Rivera Bustamante
Co-Tutor

Centro de Investigaciones Biologicas del

Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigacion y de Estudios

Avanzados del I.P.N., Unidad Irapuato.

JURADO DE EXAMEN DE GRADO

Dr. Ramon Jaime Holguin Pefia

Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez

Dr. Claudio Humberto Mejia Ruiz

Dr. Ricardo Vazquez Juarez

Dr. Rafael Francisco Rivera Bustamante

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.

Centro de Investigacion y de Estudios

Avanzados del 1.P.N., Unidad Irapuato

SUPLENTES

Dra. Guadalupe Fabiola Arcos

Dra. Irasema Elizabeth Luis Villasefior

Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste, S.C.
Facultad de Ciencias del Mar de la

Universidad Autbnoma de Sinaloa.



RESUMEN

Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) y el virus del mosaico dorado del chile (PepGMV, Pepper
golden mosaic virus) son begomovirus que se han adaptado a un amplio rango de hospederos y se
han encontrado coinfectando, con otros begomovirus, al mismo hospedero, causando enfermedades
en los principales cultivos de interés agrondmico. EI mecanismo de silenciamiento génico 0 RNA
de interferencia (RNAI) se ha utilizado con éxito en el control de enfermedades ocasionadas por
begomovirus; las estrategias de ingenieria genética para resistencia a este tipo de virus han
contemplado el uso de construcciones con secuencias homologas al virus retado. Sin embargo, la
presencia de infecciones mixtas hace necesario desarrollar y demostrar la eficiencia de
construcciones que activen el RNAIi, no solo con secuencias homdlogas, sino también con
secuencias heterélogas.

En el presente estudio se analiz6 la eficacia de la resistencia inducida a PepGMYV en plantas
de Nicotiana benthamiana por agroinfiltracion de dos construcciones: la primera expresa una
dsRNA de la secuencia AV1-IR-AC1 de PepGMV, denominada homologa (CIRP); la segunda
expresa la secuencia AV1-IR-AC1, derivada de ToChLPV y nombrada heterdloga (CIRT).

Las plantas protegidas con CIRT presentaron un 45% de eficacia para disminuir la
severidad de los sintomas, mientras que las plantas protegidas con CIRP, un 80%. Por otra parte, las
plantas protegidas con CIRT mostraron una reduccion en la incidencia de 42.86%, mientras que la
eficacia en la incidencia en las plantas protegidas con CIRP fue de 57.2%. En cuanto a la eficacia
para la carga viral, ésta fue del 95.6% en las plantas protegidas con CIRT y 99.56% en las plantas
protegidas con CIRP. En lo referente a la comparacion del transcriptoma por efecto del uso de
ambas construcciones, se encontraron sobre regulados componentes clave de la via de RNAI, pero
también se observo que cada construccidn utilizo rutas diferentes para la activacion del sistema de
proteccion RNAI.

Lo anterior demuestra que la eficacia de las construcciones se debié a la activacion del
mecanismo de silenciamiento génico, y se refleja en la disminucion de copias del genoma viral, asi
como en la recuperacion del fenotipo. Con este trabajo se presenta evidencia de que ambas
construcciones son funcionales y que se puede inducir eficazmente la resistencia transitoria contra
PepGMV u otros begomovirus similares. Estos resultados brindan una posibilidad hacia la

busqueda de estrategias para el control de enfermedades mixtas begomovirales en el campo.

Palabras clave: RNAI, CIRT, CIRP, PepGMV, ToChLPV, Transcriptoma.



ABSTRACT
Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) and Pepper golden mosaic virus (PepGMV) are
Begomoviruses that have adapted to a wide range of hosts and have been found co-
infecting, with others begomoviruses, the same host causing diseases in major crops of
agronomic interest. The gene silencing mechanism or RNA interference (RNAI) has been
used successfully to control diseases caused by these begomoviruses. Strategies of genetic
engineering to induce resistance to begomoviruses have used constructions with sequences
homologous to the challenged virus. However, the presence of mixed infections, need the
development of type RNAI construct to activate the efficiency not only with homologous
sequences but also with heterologous sequences. This study analyzed the efficacy of
induced resistance to PepGMV in Nicotiana benthamiana plants by agroinfiltration of two
constructs: a homologous construct (CIRP) that expresses the dsRNA type hairpin of the
sequence AC1-IR-AV1 of PepGMV and a heterologous construct (CIRT) with the
sequence AC1-IR-AV1 derived of ToChLPV. Plants rotected with CIRT showed an
efficacy of 45% at decreasing the severity of symptoms, whereas plants protected with
CIRP showed an efficacy of 80%. Plants protected with CIRT showed a reduction of
42.86%in the incidence, while the incidence in plants protected with CIRP was 57.2%. The
efficacy for reducing viral load was 95.6 % in plants protected with CIRT and 99.56 % in
plants protected with CIRP. Comparing the transcriptome after using both constructs we
observed the overexpression of key components of the RNAI pathway and also noted that
each construct used a different route to activate the RNAI protection system. This shows
that the effectiveness of the constructs was due to the activation of the gene silencing
mechanism, and this effectiveness is reflected in a decreased number of copies of the viral
genome and the recovery of the phenotype. This work proves that both constructs are
functional and can efficiently induce transient resistance to PepGMV or similar
begomoviruses and as such, these results can be used for further research on strategies to

control mixed begomoviral diseases in the field.

Key words: RNAI, CIRT, CIRP, PepGMV, ToChLPV, Transcriptome
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas e importancia de la familia Geminiviridae
Es de Ilamar la atencion que la mayoria de los virus que infectan a las plantas tienen
genoma de RNA, mientras que la presencia de virus con genoma de DNA es menor. En
contraste, las procariotas, invertebrados y vertebrados son infectados por una gran variedad
de virus de DNA. Lo anterior, sugiere que las plantas han impuesto restricciones estrictas
para la evolucién de los virus de DNA.

En la actualidad, estan descritas tres familias de virus de DNA que infectan plantas:
la familia Caulimoviridae, que tiene su genoma de DNA en doble cadena (dsDNA, por sus
siglas en inglés: double-stranded DNA) y su replicacion la realiza por transcripcion
inversa; asi como las familias Nanoviridae y Geminiviridae, que se caracterizan por tener
su genoma constituido de DNA circular, de cadena sencilla (sSDNA, por sus siglas en
inglés: single-stranded DNA), empaquetado dentro de una sola particula, que al
microscopio luce como un poliedro unido por una de sus caras (Padidam et al., 1995).

La familia Geminiviridae se encuentra dividida en cuatro géneros: Begomovirus,
Curtovirus, Mastrevirus y Topocuvirus (Fauquet y Stanley, 2005; Fauquet et al., 2008). De
éstos, el género Begomovirus se ha convertido en el grupo més destructivo de los virus de
plantas en zonas tropicales y regiones subtropicales del mundo.

Los geminivirus representan una familia de virus de DNA que ha eludido aquellos
impedimentos que buscan evitar su evolucion, emergiendo como patdgenos virales que
causan graves pérdidas econdmicas a la produccion agricola en todo el mundo. El éxito de
su dispersion y la aparicion de nuevos geminivirus se debe a la interaccion que tienen con
sus insectos vectores (Tabla 1), lo cual facilita su movilidad y dispersion; aunque
actualmente este factor se ha visto alterado por diversos agentes antropogénicos, como son
los monocultivos y los sistemas agricolas basados en pesticidas (Rojas ef al., 2005).

En la Tabla 2 se puede observar que los geminivirus se han incrementado hasta 4
veces mas que otras especies de virus (Rodoni, 2009). El éxito de su aparicion e incidencia

esta relacionada con sus habilidades de mutacion, recombinacion y pseudorecombinacion;



lo cual se facilita por la presencia de co-infecciones o infecciones mixtas (Seal et al.,

2006).

CP protein

& ViralZone 2009 T=1 T=1

Swiss Institute of Biolnfarmatics

Figura 1. Taxonomia y caracteristicas de la familia Geminiviridae.

Pertenecen al grupo II, virus ssDNA. A esta familia pertenecen cuatro géneros:
Mastrevirus, Curtovirus, Begomivirus y Topocuvirus. Son particulas geminadas,
con simetria icosaédrica T=1. La capside contiene 22 capsdmeros pentaméricos
hechos de 110 proteinas de la cépside (CP). Cada particula geminada contiene

unicamente un ssDNA circular.

Tabla 1. Taxonomia de la familia Geminiviridae basada en el tipo de hospedante,
vector y estructura genémica.

Tipo de Vector/familia Tipo de

hospedante genoma
Mastrevirus ~ Monocotiledoneas Chicharritas (Cicadellidae) Monopartita
Curtovirus Dicotiledoneas Chicharritas Monopartita

(Cicadellidae,Membracidae)

Begomovirus Dicotiledéneas Mosquita blanca (Aleyrodidae) Bipartita y
monopartita
Topocuvirus  Dicotiledoneas Escamas (Membracidae) Monopartita



http://expasy.org/viralzone/all_by_species/110.html
http://expasy.org/viralzone/all_by_species/112.html
http://expasy.org/viralzone/all_by_species/111.html
http://expasy.org/viralzone/all_by_species/116.html

Tabla 2. Comparacion de niumero de virus de plantas entre 1991 y 2005. En paréntesis se
muestra el nimero de especies de virus asignados a cada familia de virus.

1991 (5" reporte ICTV)® 2005 (8" reporte ICTV)"

Geminiviridae 35(18) 132(61)

Potyviridae 73(73) 133(88)

Criniviruses 0(1) 8(2)

Todos los virus de plantas <380 especies >900 especies (2006)

? Numero de virus registrado por Francki et al. (1991)

b
Numero de virus registrados por Fauquet et al. (2005)

1.2. Caracteristicas del género Begomovirus
Su nombre proviene de Bean golden mosaic virus (BGMV), que fue la primera especie de
virus identificada en este género, en 1981 (Haber, 1981). Se transmite por su insecto
vector, la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), la cual
posee un amplio rango de hospederos, abarcando aproximadamente 74 familias vegetales y
500 especies mediante un proceso circulativo, persistente pero no propagativo (Morales y
Anderson, 2001).

La mayoria de los begomovirus tiene genomas bipartitos (componentes DNA A 'y
DNA B). Los que presentan genomas monopartitos son originarios del Viejo Mundo; toda
su maquinaria de replicacién y movimiento estan presentes en el genoma A, mientras que
en los bipartitas, en el componente A se encuentran los genes requeridos para la
encapsulacion de la progenie o viriones y los genes asociados a la replicacion. En el
componente B se encuentran los Unicos dos genes requeridos para el movimiento, el
tamafio de su genoma es de 2.5 a 3 kb y presentan genes tanto en las bandas virales (V)
como en las bandas complementarias (C), producto de la duplicacion (Figura 2)
(Lazarowitz, 1992).

Los parametros que se emplean para nombrar los genes de los geminivirus son: en
qué componente se encuentran (A o B), su direccién y localizacion, dénde (V) es

asignada para el DNA encapsidado en el virion y (C) si la banda es complementaria al



DNA, la posicién del gen con respecto al extremo 5’ de la region intergénica, que puede
ser a la derecha (R) o izquierda (L).

En el genoma de los geminivirus, los ORFs estan organizados bidireccionalmente a
ambos lados de la region intergénica (IR, del inglés intergenic region) (Figura 2), que
contiene entre 280 y 350 nt, y en la cual se encuentran dos promotores divergentes y las
sefiales en cis necesarias para la replicacion del virus. En la IR se encuentra una secuencia
de 30 nt en los virus bipartitas, y de 46 nt en los monopartitas, denominada “region
comun” (RC), rica en GC, que forman el tallo de una horquilla (Figura 2). Esta estructura y
la presencia de un nonanucleotido (5"-TAATATTAC-3" en la mayoria de los casos) en el
asa de dicha horquilla son conservadas en todos los geminivirus (Hanley-Bowdoin et al.,
2000).

A su vez, en la IR se encuentran elementos reguladores tanto para la transcripcion
como para la replicacion (Eagle et al., 1994; Fontes et al., 1994a). En esta region se
encuentran los promotores y las secuencias de reconocimiento y de unién de varias
proteinas reguladoras. También se han identificado elementos tipicos de promotores como
son las cajas TATA y elementos activadores o represores de la transcripcion de los genes

virales (Eagle y Hanley-Bowdoin, 1997).

1.2.1. Genes localizados en el genoma A

El gen AC1 o C1 codifica para la proteina asociada a la replicacion (Rep), la cual esta
localizada en el ndcleo de las células vegetales infectadas (Nagar et al., 1995), donde se
realiza la replicacion del genoma viral, a través de un mecanismo de circulo rodante
(Stenger et al., 1991). Este mecanismo reconoce especificamente el origen de replicacion
del virus al cual pertenece e inicia la sintesis de la cadena. La proteina responsable de este
proceso es una endonucleasa/ligasa sitio-especifica que hidroliza y liga la cadena viral
dentro de la secuencia TAATATT/AC, ubicada en la horquilla complementaria. Ademas,
posee afinidad por el DNAdc y la union se realiza a una secuencia especifica dentro de la
regioén intergénica (IR) (Orozco y Hanley-Bowdoin, 1996; Fontes et al., 1994a; Fontes et
al., 1994b; Lazarowitz et al., 1992).

Por su parte, el gen C3, AC3 0 AL3 codifica para la proteina REn (siglas del inglés



“Replication Enhancement”). Dicha proteina es el segundo factor viral involucrado en

la replicacion de los begomovirus y curtovirus.
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Figura 2. Representacion de la organizacion del genoma de Begomovirus.
Se indican los genomas A, B y sus satélites. Las flechas representan la
localizacion y direccion de la transcripeion de los genes, la nomenclatura que
se utiliza para denominarlos, la regiéon comuin para el genoma A y B de
monopartitas, y la region intergénica del genoma A para monopartitas y

bipartitas.



Al igual que la proteina Rep, la proteina REn se localiza en el nucleo de las
células vegetales infectadas. Esta ultima actia como potenciador de la replicacion
durante la acumulacion de DNA viral y es probable que esta funcion se realice a través de
la interaccion con la proteina Rep, ya sea porque la proteina REn incremente la afinidad
de la proteina Rep, por el origen de replicacion; o porque un factor dirija a la proteina Rep
hacia su sitio de corte en la horquilla, una vez que ésta ha reconocido su secuencia diana.
El complejo REn/Rep puede también potenciar la actividad corte-ligacion y la posible
actividad helicasa de la proteina Rep (Hanley-Bowdoin et al., 2000; Settlage et al., 2005).
Se ha demostrado que en la ausencia de este gen, las plantas infectadas no muestran
sintomas o estos son mas atenuados (Elmer et al., 1988)

El gen AC2, AL2 o C2 codifica la proteina asociada a la transcripcion de su
genoma TrAP (siglas del inglés “Transactivator protein), el cual es una proteina nuclear
y es necesaria para una transcripcion eficiente de los genes virales tardios (AV1/V1 y
BV1). Cabe sefialar que esta proteina es altamente conservada entre las especies del
género y puede regular la actividad de los genes tardios de dos formas diferentes: por
activacion en células del mesofilo o por la no represion en células del floema (Sunter y
Bisaro, 1997). La proteina TrAP interactia débilmente con DNAdc y relativamente
fuerte con DNAsc; en ambos casos lo hace por secuencia inespecifica (Sung y Coutts,
1996). Las proteinas TrAP yC2 estan involucradas en la supresion del silenciamiento
génico posttranscripcional (PTGS, del inglés “Posttranscriptional Gene Silencing”)
(Voinnet et al., 1999).

El producto del gen AV1o V1 codifica para la proteina de la cubierta del virion CP
(siglas del inglés “Coat protein”), misma que determina la especificidad del insecto vector
y confiere propiedades para cada género. Si la transmisién es mediada por los insectos
vectores, la presencia de la proteina CP es indispensable; pero si la inoculacion se hace
por biobalistica, mecanicamente o mediada por Agrobacterium tumefaciens, no se
requiere su presencia. La proteina CP tampoco se requiere cuando la infeccion ocurre
sobre hospedantes bien adaptados o permisivos, mientras que en los hospedantes
subo6ptimos si se requiere del gen AV1 funcional para la infeccion sistémica (Hofer et
al., 1997a; Guevara-Gonzélez et al., 1999).



En cuanto a los genes AC4 y C4, para ambos tipos de begomovirus, se ha visto que
modulan la intensidad de los sintomas producidos de forma especifica a cada
hospedante (Krake et al., 1998). En los begomovirus monopartitos, el gen C4 participa
en el movimiento y activa la maquinaria replicativa del hospedante. El producto génico C4
no guarda relacion con la proteina AC4 de los begomovirus bipartitos. En los begomovirus
monopartitos, las proteinas V1 y C4 tienen funciones que en algun grado asemejan el
papel de las proteinas MP de los bipartitos (Rojas et al., 2001). Recientemente se conoce
que C4 (o AC4 en algunos virus) contrarresta PTGS.

Por otro lado, los genes AC2 y C2 funcionan como un transactivador de la
transcripcion viral y un supresor de silenciamiento de RNA (Vanitharani et al., 2004; Kon
et al., 2007).

Finalmente, el gen AV2 o V2 codifica para la proteina R2, la cual facilita el
ensamblaje del virion, en cuyo caso es la encapsidacion el principal mecanismo para

generar ssDNA durante la replicacion (Hormuzdi y Bisaro, 1993).

1.2.2. Genes localizados en el genoma B
El gen BV1, BL1 codifica la proteina NSP (del inglés “Nuclear Shuttle Protein), misma
que se acumula en el ndcleo de las células infectadas y mueve el DNA viral a través de
los poros nucleares.

El gen BC1, BR1, que codifica para la proteina MP (del inglés “Movement
Protein”), cumple su funcion en el movimiento célula a célula del genoma viral. La
proteina MP se localiza en la membrana plasmatica y en la pared celular de las células
infectadas (Hehnle et al., 2004).

1.2.3. Alfasatélites y Betasatélites

Los Alfasatélites DNA—a son moléculas autorreplicantes asociadas a los begomovirus
monopartitas. No existe una funcion especifica atribuida a alfasatélites. Estos tienen una
organizacion del genoma altamente conservada que abarca una proteina de replicacién, una
region rica en adenina de cerca de 200 nts y un origen de replicacion (ori) (incluyendo la

region conservada TAGTATT/CA), similar a la de nanovirus.



Por su parte, los betasatélites DNA-B son moléculas determinantes de
patogenicidad asociadas con varias enfermedades de plantas causadas exclusivamente por
begomovirus monopartita. Los betasatélites son completamente dependientes del
componente A para su replicacion, encapsidacion y la transmision por el vector (mosca

blanca) (Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009).

1.3. Ciclo replicativo

El ciclo de infeccion inicia con la llegada del virus a la planta (Figura 3). La transmision
del virus por mosca blanca ocurre en forma circulativa; las particulas virales pasan a través
del estilete, hacia la garganta, y luego a la hemolinfa y glandulas salivales del insecto
(Harrison, 1985). Una vez en la planta, el virus ingresa por el floema, los viriones
interacttan con la pared celular y llegan al citoplasma, donde ingresa al ndcleo de la célula,
inicidndose el proceso de replicacion viral.

La replicacién consiste en dos fases. La primera inicia con la desencapsidacion del
viron de DNA, dejando un DNA de cadena sencilla (ssDNA) como templado para la
produccién de la doble cadena de DNA (dsDNA), la cual es generada porque,
posiblemente, se unen en la region coman, jugando un rol clave la estructura tipo horquilla
(hairpin-loop); finalmente, una DNA polimerasa del hospedero sintetiza la dsDNA
(Saunders et al., 1992). En la segunda etapa, el DNA de doble cadena se asocia con las
histonas y otras proteinas celulares para ensamblarse con los nucleosomas y formar
estructuras llamadas algunas veces minicromosomas; el dsDNA es transcrito por la RNA
polimerasa Il del huésped, lo que permite la produccién de la proteina iniciadora de la
replicacion (Rep).

Mas tarde, durante el progreso de la infeccién, Rep reprime su propia
transcripcion, lo que lleva a la activacion de la proteina activadora de la transcripcion
(TRAP), que a su vez activa la proteina de cubierta (CP) y la proteina de enlace nuclear
(NSP). ssDNA en viriones puede entonces ser encapsidado por CP, quedando disponibles
para la adquisicion de la mosca blanca. NSP se une al DNA viral y se mueve a través del
nacleo hacia el citoplasma, donde la proteina del movimiento (MP) dirige las particulas

virales a través de los plasmodesmos. Aun no se sabe si el DNA viral se mueve como



ssDNA, dsDNA o molécula lineal (Figura 3) (Jeske et al., 2001; Hanley-Bowdoin et al.,
2013; Gutiérrez C., 1999; Pooggin, 2013).

\
B.,

NA \
TS
» @
S .

g

\\

N
- 1 mRNA 1 Plasmodesma \\\
Movimiento célula a célula at MMQCS)

Através de los plasmodesmos Whitefly

Figura 3. El ciclo replicativo de begomovirus.

El proceso de infeccion inicia cuando el vector inocula a la planta con el virus, el
cual ingresa al citoplasma, donde antes de ingresar al nlicleo se despoja de la capside
proteica, inicidndose el proceso de replicacion viral, donde la cadena de DNA viral
sirve como templete para la formacion del DNA complementario, pasando de cadena
simple (DNAsc) a doble cadena (DNAdc), que servira como molde para la
transcripcion de los genes de la cadena complementaria, asi como para la replicacion

en circulo rodante.



1.4. Importancia de los geminivirus en la biotecnologia
Los atributos que han permitido ampliar el estudio de estos patdgenos son: su pequefio
genoma de DNA, la forma en que se replican usando dsDNA (que permite su facil
manipulacion en los métodos de clonacion), asi como el desarrollo de vectores
independientes para la inoculacion (Kumar y Sarin, 2013).

Estas caracteristicas han llevado a los geminivirus a ser empleados como una
herramienta para el estudio de la replicacion del DNA y la regulacion de la expresion
génica, tanto en plantas monocotileddneas, como dicotileddneas. Lo anterior se debe a que
los geminivirus generan un alto numero de copias extracromosomicas (replicones);
ademads, su potencial para la expresion o el silenciamiento de genes en plantas han
generado un considerable interés.

Otra caracteristica biotecnoldgica es que algunas son transmisibles por inoculacién
mecénica, mientras que otros solo pueden ser inoculados por Agrobacterium tumefacies o

biolisticamente (Van Regenmortel et al., 2000).

1.5. Sintomatologia y deteccion de begomovirus

Los sintomas son los efectos visibles de la infeccion viral que ocasionan cambios
fenotipicos en la planta. Los virus, por si mismos, no matan a las plantas. El dafio se da
porque se altera su fisiologia y su metabolismo, lo cual se manifiesta por: disminucién de
la fotosintesis, menor produccién de hormonas de crecimiento, aumento de la respiracion,
reduccién de la produccién de compuestos nitrogenados y carbohidratados, asi como por el
aumento de sustancias inhibidoras de crecimiento (Agrios, 2005).

Los sintomas producidos por geminivirus son muy variados y se pueden encontrar
uno o mas de los que a continuacion se mencionan: mosaico amarillo, moteado cloroético,
clorosis foliar, enrollamiento foliar, deformacién de las hojas, reduccion de area foliar,
enanismos, abscision floral, amoratamiento foliar y reduccion del tamafio de frutos
(Polston y Anderson, 1997). Se sabe que los sintomas causados por estos virus pueden
variar dependiendo del geminivirus y sus mezclas, la planta infectada, el estado de

desarrollo de la planta y las condiciones ambientales (luz, temperatura, nutricion, etcétera).
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La sintomatologia es cominmente un medio visual (subjetivo) de identificacion,
que presenta algunas limitantes; sin embargo, es un punto importante en cuanto al estudio
epidemioldgico de esta enfermedad. Los sintomas expresados en las plantas pueden ser
muy variados y son dependientes de la interaccion hospedero-vector-virus.

Existen otras formas de detectar, caracterizar y/o estudiar a los virus, incluyendo
las técnicas tradicionales de microscopia electronica, rango de hospedantes y pruebas
seroldgicas. Actualmente son utilizadas de forma rutinaria diversas técnicas de biologia
molecular, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la
hibridacién molecular y otras técnicas de DNA (RFLP, RAPS, entre otras) (Gonzalez-
Pérez et al., 2011).

Dentro de las técnicas mas avanzadas se encuentra la de amplificacion por circulo
rodante (ACR). Para la PCR se emplean oligonucledtidos especificos o degenerados, los
que permiten detectar la presencia de uno o de varios geminivirus, respectivamente (Jeske,
2007). En la deteccion de los begomovirus es comun el empleo del par de oligonuclebtidos
degenerados pAL1v1978-pAR1c496, que permiten discernir entre los virus que poseen un
genoma monopartita y los que poseen uno bipartita (Rojas et al., 1993). Estos
oligonucledtidos hibridan en regiones conservadas (en términos relativos) de los genes que
codifican para las proteinas Rep y CP en los genomas begomovirales. La separacion entre
estas regiones, en los begomovirus bipartitas, es diferente a la que se presenta en los
monopartitas.

Los fragmentos amplificados a partir de los begomovirus monopartitas son de 1,4
Kb, aproximadamente, mientras que a partir de los bipartitas se amplifica un fragmento de
alrededor de 1,1 Kb. Por otra parte, en la deteccion de geminivirus mediante la hibridacion
de DNA se emplean algunas sondas que se generan a partir de genomas geminivirales
conocidos.

Las técnicas de circulo rodante constituyen una alternativa eficaz y rapida para los
estudios de diversidad biologica de geminivirus de diferentes regiones del mundo, ademas
de que permiten la clonacion directa de los genomas a partir de pequefias cantidades de
DNA de la planta originalmente infectada. (Haible et al., 2006)
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1.6. Los begomovirus Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) y Pepper golden mosaic

virus (PepGMV) como modelo de estudio

1.6.1. Tomato chino La Paz Virus (ToChLPV)

ToChLPV fue reportado por primera vez en La Paz, Baja California Sur, infectando
plantas de tomate (Holguin-Pefia et al., 2006) con sintomatologia similar a la reportada por
la enfermedad del “enchinado foliar” del tomate, que presenta caracteristicas peculiares,
como hojas algo acucharadas, ademas de que las plantas presentan un aspecto erecto con
ramilletes enchinados.

La identificacion y caracterizacion mediante técnicas moleculares y analisis
bioinformaticos muestran que es un virus nativo (GenBank AY339618). Es considerado
como nueva especie por el Comité Internacional en Taxonomia de Virus (ICTV) (Fauquet
y Stanley, 2005), aungue el geminivirus de BCS difiere en arreglos y secuencias de los
iterones. Se encuentra estrechamente relacionado con algunos virus centroamericanos.

Este begomovirus ha sido reportado en San Luis Potosi, México, en Solanum
rostratum (Mauricio-Castillo, 2006). Recientemente fue detectado en diversas areas
horticolas de tomate en Baja California (Holguin-Pefia et al., 2010). Otro punto importante
es que se ha reportado en co-infecciones con otros begomovirus y en nuevos hospederos,
por ejemplo con Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en Sinaloa, México, en plantas de
tomatillo (Physalis ixocarpa) (Gamez-Jiménez, 2007). La misma co-infeccion se encontrd

en BCS, pero en plantas de chile (Cardenas-Conejo et al., 2010).

1.6.2. Pepper golden mosaic virus (PepGMV)

El Pepper golden mosaic virus es conocido originalmente como Texas pepper virus
(TPV), debido a que se detectd por primera vez en 1987, en Texas (Fauquet et al., 2008).
Actualmente se encuentra ampliamente distribuido en el sureste de Estados Unidos de
América (USA), México y Centroamérica (Morales, 2010). PepGMV se ha encontrado en
co-infeccion con Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) en diferentes cultivos de
chile, tomate, tomatillo y tabaco (Renteria-Canett ef al., 2011). Recientemente se reportd

en BCS en co-infeccion con TYLCYV en plantas de chile (Lebsky et al., 2011).

12



1.7. RNA de interferencia (RNAI)

La busqueda por mejorar una flor de ornamento (Napoli et al., 1990) llevo a uno de los
descubrimientos mas interesantes y relevantes de la biologia molecular en su momento,
Ilamado en un inicio co-supresion, y posteriormente nombrado como silenciamiento génico
postranscripcional (PTGS) y transcripcional (TGS), RNA de interferencia (RNAI). Cabe
sefialar que existen en la base PubMed cerca de 9000 articulos relacionados con el tema
(Eamens et al., 2010).

El RNAI tiene como funcion la regulacion de la expresion de ciertos genes y se
considera un sistema de defensa que proporciona inmunidad adaptativa heredable contra
plasmidos, virus y otros elementos genéticos moviles. Ademas, se encuentra en casi todos
los organismos eucariotas. Recientemente ha sido descubierto en archaea y bacterias
(Hannon, 2002; Raja et al., 2010; Terns y Terns, 2011). El silenciamiento génico se activa
con la presencia de RNA de doble cadena (dSRNA), que puede originarse durante una
infeccidn viral, por la accion de una RNA dependent RNA polymerase (RARPS) o por la
introduccién de un transgen. La dsRNA es reconocida y procesada por un complejo de
ribonucleasas tipo III llamadas en plantas “Dicer-like” (DCL), cortando la dsRNA en
fragmentos de 21-25 nucleotidos, denominados RNAs pequefios interferentes (SiRNAS) y
microRNAs (miRNAS).

Estos pequefios RNAs duplex son transferidos a otro complejo enziméatico de
silenciamiento inducido por RNA que se encuentra en el citoplasma (RISC), o RITS, el
cual se encuentra en el nucleo. Este complejo separa el RNA duplex y entonces sirve como
guia para identificar RNAs complementarios, produciendo la degradacion del RNAs diana
y/o promoviendo la metilacion de DNA que contenga secuencias complementarias
(Waterhouse et al., 2001; Herr y Baulcombe, 2004).

1.8 El silenciamiento génico como herramienta biotecnoldgica
El mecanismo de silenciamiento se ha empleado como una herramienta de investigacion
para descubrir o validar las funciones de los genes, asi como en el ajuste de las vias

metabdlicas con el fin de lograr beneficios para la sociedad: produccion de aceite con
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reduccion de &cido palmitico (Liu et al., 2002), la codiciada rosa azul (Katsumoto et al.,
2007) y produccion de anticuerpos en plantas (Cox et al., 2006).

Un problema muy importante para la sociedad, especialmente en el campo agricola,
es la perdida causada por los patdgenos en cultivos, por lo que los bidlogos de plantas han
buscado la manera de reducir este conflicto. Mdultiples han sido las herramientas
tecnoldgicas y biotecnoldgicas para proteger a los sistemas agricolas de este problema,
entre ellos, la resistencia a base del RNAI, que ha permitido generar cultivos resistentes
durante las Gltimas dos décadas.

Basados en este mecanismo, diversos enfoques han sido desarrollados (Figura 4)
para generar plantas resistentes a virus de RNA y DNA, viroides, insectos y patdgenos
fangicos. Algunos ejemplos son las plantas transgénicas de papaya con resistencia al virus
Papaya ringspot virus (PRSV) (Fuchs 2007), el Grupo Monsantos que logré obtener
cultivares de papa con resistencia al virus Potato Virus Y (PVY) y Potato Leafroll Virus
(PLRV). La eficacia del RNAI para generar resistencia a patdgenos se ha logrado por la
interaccion exitosa entre los factores, como secuencias similares, la seleccion del gen
blanco, carga viral del patdégeno y la temperatura del medio ambiente.

Sin embargo, considerando que las infecciones mixtas son comunes en la
naturaleza, este factor generara cambios en la eficacia del sistema RNAI, por lo que
algunas investigaciones cientificas ya estudian este factor, presente en el campo (Duan et
al., 2012).

2. ANTECEDENTES

2.1. El silenciamiento génico como herramienta biotecnologica en el control de
infecciones mixtas begomovirales

Los geminivirus han resultado ser un modelo de estudio muy interesante desde el punto de
vista de su diversidad genética, evidenciando importantes sefiales de la evolucion y
biologia de estos patogenos. Por otro lado, comprender las complejas estrategias y
componentes involucrados en la interaccion vector-patdgeno-hospedero (Rojas et al.,
2005) ha generado lineas de estudio de gran interés académico y econémico; ademas de

que han sido utilizados para aplicaciones biotecnoldgicas como vectores virales para
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inducir el silenciamiento de genes (VIGS, por sus siglas en inglés “Vectors for virus-
induced gene silencing™); por ejemplo, el geminivirus Cabbage leaf curl virus (CbLCV)
(Turnage et al., 2002). Las dos secuencias virales mas utilizadas para desencadenar el
silenciamiento génico en begomovirus son las de la cubierta proteica y la de proteina de la
replicacion (Lomonossoff et al., 1995). Esto se debe a que el porcentaje de identidad de la
secuencia del gen AV1 entre geminivirus es muy alto (Padidam et al., 1995), y la region
intergénica es una secuencia que confiere resistencia especifica, ya que en ésta se
encuentran las sefiales de regulacién para la replicacion, ademas de ser un promotor
divergente que dirige la expresion de los genes CP en un sentido (BV1, en el caso del
componente B), y de Rep, TrAP y AC3 (BC1) en el sentido opuesto.

: © O
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Figura 4. Tres enfoques de la aplicacion de RNAi en plantas para
generar resistencia a las enfermedades.
(A) La expresion de dsRNAs genera siRNAs que desencadenan el
silenciamiento antiviral.
(B) Se rocian bacterias-procesadas que generan hpRNA de siRNAs para
conferir resistencia contra virus.
(C) Plantas transgénicas que contienen una construccion tipo hpRNA y que
generan resistencia contra insectos. Tomado de Duan ef al., 2012
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Un gran numero de trabajos se ha centrado en el principio bésico del silenciamiento,
que es el reconocimiento por homologia entre el transgen y el virus inoculado, trabajos que
han demostrado éxito en la reduccion de sintomas y en la acumulacion de DNA viral. Sin
embargo, la presencia de infecciones mixtas o coinfecciones en los cultivos de interés
econdmico ha despertado la inquietud de probar si el silenciamiento génico podria
funcionar como mecanismo de defensa con virus relacionados; es decir, que el transgen no
sea 100% homologo al virus inoculado.

Por ejemplo, uno de los primeros trabajos con este enfoque es el de Stanley et al.
(1990), quienes transformaron plantas de N. benthamiana con un clon en tandem del
geminivirus bipartita African cassava mosaic virus (ACMV), demostrando que las plantas
transformadas mostraban menos sintomas que las plantas sin transformar retadas con el
mismo virus. En oposicién, cuando las transformantes fueron retadas con Beet curly top
virus (BCTV) y Tomato golden mosaic virus (TGMV), los sintomas y niveles de DNA
viral no mostraron cambios.

Tres afios mas tarde, Bejarano y Lichtenstein (1994) generaron plantas transgénicas
de tabaco que expresan una secuencia RNA antisentido de Tomato golden mosaic virus
(TGMV), obteniendo como resultado una reduccién en los sintomas y en la acumulacion
de DNA viral ante la infeccion de TGMV. Ellos usaron la region ALI o AC1, esencial para
la replicacion y que es conservada entre otros geminivirus, por lo que retaron las mismas
plantas transformantes con ACMV y BTCV, obteniendo 4-fold de reduccion para BTCV,
pero no para ACMV.

Es importante resaltar que la similitud en la secuencia de interés de TGMV es de
63% para BCTV y 64% para ACMV, pero dentro de ésta, en BTCV se encuentran 280
nucledticos con una homologia de 82%, en contraste con ACMV, cuya homologia es mas
dispersa. Sus resultados generan como conclusién que una buena complementariedad en
las secuencias de interés y las del transgen es necesaria para expresar la secuencia blanco
de mRNA. Este estudio indica el potencial para desarrollar vectores antisentido
multifuncionales. Chellappan et al. (2004) reportaron la produccion de plantas transgénicas
de cassava aplicando toda la secuencia del gen AC1 de ACMV. Altos niveles de

resistencia (disminucion en la acumulacion de DNA viral del 98%) fueron reportados ante
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el reto de virus homologo (ACMV) y, ademaés, reportaron que provee fuerte proteccion
cruzada contra dos especies heterologas: el East African cassava mosaic Cameroon virus
(EACMCV) y SriLankan cassava mosaic virus (SLCMV).

En 2006, Abhary y colaboradores utilizaron secuencias de regiones conservadas no
codificantes del genoma de Tomato yellow leaf curl virus-mild (TYLCV-MLD), Tomato
yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), Tomato yellow leaf curl Malaga virus
(TYLCMV) y Tomato yellow leaf curl Sardinia virus-Spain (TYLCSV-ES), para disefiar
construcciones capaces de activar el mecanismo de silenciamiento y generar plantas
resistentes de tomate y N. benthamiana. Los resultados de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la hibridacion dot blot no lograron detectar el DNA viral en plantas
asintomaticas y silenciadas, con lo que demostraron una eficaz resistencia contra los virus
TYLCV egipcio (TYLCV-[EG]), TYLCV-MLD, y TYLCSV-ES. Asimismo, evidenciaron
una correlacién positiva entre la resistencia y la acumulacion de siRNAs especificos de
TYLCV en las plantas silenciadas. Estos autores concluyen que el PTGS puede ser usado
para la ingenieria de plantas resistentes a geminivirus.

Gharsallah et al. (2008) utilizaron la técnica de agroinfiltracion para la expresion
de las dsRNA mediante construcciones tipo intron-hairpin (ihpRNA), con secuencias
conservadas de la proteina de la cépside (CP) y de la proteina asociada a la replicacion
(Rep) del virus Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (Sicily strain) (TYLCSV-[Sic]). Las
plantas agroinfiltradas fueron retadas de forma separada con dos virus TYLCV (sic) y
TYLCV. Sin embargo, las plantas solo mostraron resistencia a TYLCV (sic) y no a
TYLCYV relacionados, sugiriendo que el mecanismo de silenciamiento no depende de la
especificidad de las secuencias virales, sino de otros factores como la diferencia en la
virulencia de ambos virus.

Lin et al. (2011) hicieron una construccion fusionando la region parcial C2 del
begomovirus Tomato leaf curl Taiwan virus (TOLCTWYV), con la mitad central del gen N
del Tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) para generar plantas transgénicas de N.
benthamiana y tomato. Cuando las plantas fueron retadas con ToLCTWV no se
observaron sintomas, y cuando fueron retadas con TSWV presentaron alta resistencia. Esto

confirmo que dicha resistencia fue por la activacion del RNAI inducido, que género la
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presencia de siRNAs. Lo més importante por resaltar es que este estudio logré demostrar
que, con la vinculacion de segmentos génicos de dos virus con distinta organizacion
gendmica, uno de DNA y el otro RNA, se puede conferir resistencia a multiples virus en
plantas transgénicas a traves de la via de silenciamiento génico.

Mubin et al. (2011) realizaron un trabajo muy interesante y complejo para activar
el RNAI y generar plantas de N. benthamiana resistentes: Cotton leaf curl Multan virus
(CLCuMV), Cotton leaf curl Multan betasatellite (CLCuMB) y dos begomovirus
relacionados. Ellos disefiaron tres construcciones: la primera basada en la secuencia de Rep
y C4 llamada (CLCRNAIiRepC4/pFGC); la segunda con la secuencia de los TrAP y REn
(CLCRNAIRepTrAPREN/pFGC), 'y la dltima con la region  intergénica
(CLCRNAIIR/pFGC). Cuando las plantas fueron retadas con CLCuMV los resultados
mostraron la eficiencia en la disminucion de la infeccion sistematica en las plantas donde
se uso la construccion CLCRNAIRepTrAPREN/pFGC; mientras que para las otras dos
construcciones solo se redujeron los niveles de infectividad. Con esta primera parte del
experimento los resultados mostraron lo esperado: que cuando Se usan secuencias
homologas al virus retado hay un alto porcentaje de éxito.

Un experimento que destaca en este estudio es que retaron las plantas con el virus
CLCuMV 'y su betasatellite CLCuMB, donde observaron que la construccion
CLCRNAIRepTrAPREN/pFGC puede reducir los sintomas en 8 de 10 plantas, no asi las
otras dos construcciones, mostrando la eficiencia del silenciamiento en presencia de
CLCuMB. A pesar de esto, los autores llegaron a un nivel, incluso, mas interesante: el de
probar estas construcciones con virus relacionados. Asi, probaron la construccion que ya
les habia dado el mejor resultado, CLCRNAIRepTrAPREN/pFGC, contra dos virus
relacionados, Cabbage leaf curl virus (CabLCV) y ACMV; para el gen Rep de estos dos
begomovirus la secuencia nucleotidica fue idéntica a CLCuMV en 82% para CabLCV,
mientras que para ACMV en 86%. En la inoculacion de vectores que contienen el gen Rep
de los tres begomovirus que producen fuerte necrosis en las plantas de N. benthamiana, los
resultados fueron exitosos ante el reto con CLCuMYV; sin embargo, la necrosis solo fue

menor que la de las plantas sin proteccion ante el reto de los virus relacionados. Los
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autores sugieren entonces que es necesario probar y buscar secuencias que puedan generar

alta proteccion ante begomovirus heterdlogos.

2.2. PCR tiempo real en la terapia antiviral

La revision bibliografica muestra que el nivel de éxito del RNAi en el control de
enfermedades begomovirales con secuencias 100% homologas entre el transgen y el virus
retado es altamente eficiente; aunque cuando las secuencias son heter6logas o virus
relacionados, el grado de éxito es variable. De este modo, es de interés seguir buscando
tanto secuencias nucleotidicas que sean las mejores en activar el RNAi, como nuevas
herramientas que evallen con mas precision el nivel de proteccion.

La revision bibliografica nos permitié observar que todas estas investigaciones usan
como anadlisis el Southern blot para medir la eficacia en la disminucion de DNA viral, la
severidad de sintomas y PCR punto final; estas técnicas son muy utilizadas como
diagndstico, pero solo son cualitativas porque indican presencia/ausencia. Pero,
recientemente, en las investigaciones clinicas el PCR tiempo real ha permitido la
cuantificacién absoluta, misma que indica el nimero exacto de &cidos nucléicos dianas
presentes en la muestra, en relacion con una unidad especifica, permitiendo el monitoreo
del progreso de la infeccion. La cuantificacion absoluta es Gtil para expresar los resultados
en unidades que son comunes tanto para el ambito cientifico, como médico. La carga viral
es un indicador util del grado de la infeccion, la interaccidn virus-hospedero y la respuesta
a la terapia antiviral; incluso, se ha demostrado que la gravedad de algunas enfermedades
esta correlaciona con la carga viral (Mackay et al., 2002).

PCR tiempo real ha sido empleado en el area de investigacion de geminivirus para
la deteccion, estimacion y distribucion de la carga viral en diferentes tejidos de las plantas,
ademas de que se ha evaluado la carga viral en insectos. Mason et al. (2007) muestran
claramente que PCR tiempo real fue més sensible que la hibridacion dot-blot. La Figura 5
muestra que con PCR se pueden detectar hasta 5x10~° ng de DNA viral, mientras que con

el blot apenas se alcanzan a detectar solo 0.11 ng.
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Figura 5. Comparacion entre la sensibilidad de Dot-Blot y PCR en tiempo real.
Se observan diluciones seriadas de DNA. Deteccion quimioluminiscente en membrana de
nylon y grafica de PCR en tiempo real. Se muestran los valores medios de Ct. Los valores

de cuantificacion se expresan en nanogramos.

2.3. Transcriptoma de los geminivirus y su relacion con el mecanismo de
silenciamiento génico

El andlisis de la expresion de genes es importante en muchos campos de la investigacion
bioldgica, puesto que los cambios en la fisiologia de un organismo o una célula estaran
determinados por los cambios implicados en el patron original de la expresion del gen. El
analisis de la expresion génica puede usarse para obtener una vision de las consecuencias
fisiologicas de las modificaciones genéticas de las plantas (Alba et al., 2004).

En el campo de la investigacion de las plantas, la tecnologia del microarreglo
representa un entendimiento de los caminos e interacciones que ocurren en las células y en
los organismos. Por ejemplo, la funcion del gen en las vias metabdlicas (por el analisis de
mutacion), identificacion de muestras complejas, diagnostico de enfermedades,
caracterizacion de patogenos, los diversos mecanismos de defensa frente a patdgenos, que
finalmente generaran un atlas interactivo de los procesos biolégicos que tienen lugar en
una celula. Un gran nimero de experimentos de microarreglos se ha enfocado en la
infeccion de plantas con virus, siendo el modelo méas empleado Arabidopsis thaliana,
modelo que ha permitido conocer la complejidad en la respuesta del hospedero al virus, en
la cual se ha comprobado que existe un gran nimero de factores a considerar, como el

tejido, el tiempo de pos-infeccion, sintomas, la cepa del virus y el hospedero. En estos
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estudios, se ha encontrado un amplio nimero de genes que son inducidos por virus de
plantas (Alba et al., 2004; Soosaar et al., 2005; Rensink y Buell, 2005; Whitham et al.,
2006; Dardick, 2007; Pacheco et al., 2012; Postnikova y Nemchinov, 2012).

En particular, para esta investigacion son de gran interés los fundamentos en las
investigaciones relacionadas al estudio de la expresion de genes, ante la interaccion
geminivirus-hospedero (Anaya-Lopez et al., 2005; Ascencio-lbafiez et al., 2008; Hanssen
et al., 2011; Pierce y Rey, 2013; Allie y Rey, 2013).

Algunas de estas investigaciones han analizado uno de los temas mas complejos: el
de la interaccion con patogenos relacionados y no relacionados (Dardick, 2007
Postnikova y Nemchinov, 2012; Pacheco et al., 2012). De este modo, estos trabajos, junto
con el conocimiento de las moléculas y rutas del silenciamiento génico (Waterhouse y
Helliwell, 2003; Ding y Voinnet, 2007; Du et al., 2012), nos abriran el camino en el

andlisis de la interaccién patogeno-RNAi-hospedero, pero en un sistema heterélogo.

3. JUSTIFICACION

El mecanismo de silenciamiento génico es una herramienta biotecnoldgica que ha logrado
con éxito el control de enfermedades virales cuando el transgen o construccion es
homéloga al virus infectado. Sin embargo, en los estudios realizados con transgenes
heterdlogos, o en la inoculacion de virus con diferentes secuencias al transgen, los
resultados muestran diferentes niveles de éxito.

La importancia de retomar estos trabajos de investigacion se sustenta en la actual
recurrencia de infecciones mixtas o co-infecciones. Aunado a esto, en el amplio proceso de
silenciamiento génico adn existen rutas e interacciones moleculares a nivel transcripcional
y postranscripcional que necesitan ser elucidadas. De igual forma, se debe comprender mas
eficientemente la compleja interaccién hospedero-virus-proteccion, por lo que el estudio de
silenciamiento génico con secuencias heter6logas permitird generar informacion
fundamental para evaluar la eficacia del sistema, esclarecer mecanismos o rutas
metabdlicas responsables del éxito o fracaso de este sistema, asi como relacionar la
interaccion hospedero-patdgeno-proteccion.
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4. HIPOTESIS

Si al usar construcciones con secuencias homologas al virus retado se sabe que se activa el
RNAI, entonces, si usamos construcciones con secuencias heterologas, se podra activar la
ruta del silenciamiento génico, con lo cual se disminuira la replicacion viral en infecciones

mixtas.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la eficiencia del mecanismo de silenciamiento génico, con construcciones
homologas y heter6logas al virus inoculado, como sistema de proteccion a enfermedades

begomovirales.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefar construcciones que activen el sistema de RNAI usando la region AC1-IR-AV1
de los virus ToOChLPV y PepGMV.

2. Evaluar la eficiencia de las construcciones CIRP y CIRT.

3. Analizar la expresion diferencial del transcriptoma al activar el sistema RNAI con
secuencias homdlogas y heterdlogas.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Primer objetivo: disefio de construcciones que desencadenan el sistema de RNAI
de la region AC1-IR-AV1, de los virus ToChLPV y PepGMV

A través del clonaje via tecnologia de Gateway (Karimi et al., 2002), se generaron dos
construcciones utilizando las regiones AC1-RC-AV1 de ToChLPV y PepGMV. Se utilizd
un vector de expresion de RNAIi con secuencias de intrdbn como espaciador para su
expresion en planta mediante A. tumefaciens. Esta tecnologia se basa en el ciclo lisogénico
de los virus que infectan bacterias (bacteri6fagos). Esta recombinacion es especifica y

especializada porque ocurre en los sitios de unién (attachement-attB) de la bacteria y atado
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del fago (attP), ademas de que depende de enzimas especializadas que reconocen dichas
secuencias, las cuales integra y cataliza cortes dentro o cerca de las secuencias para su
posterior escision para, asi, generar productos recombinantes (Lewis, 2004). La eficiencia
de este método in vitro es de alrededor del 90% Yy se debe, principalmente, a la presencia
del gen CCDB, que evita el crecimiento del fago que contiene los sitios attR2 y attR1.

El primer paso consistio en usar la secuencia de los primer degenerados (Rojas et
al., 1993) y agregarle secuencias nucleotidicas de los adaptadores: attB1 sentido directo:
5’-AA AAA GCA GGC TNN- GSP (18-25nt)-3’ y attB2 reverso: 5°’-A GAA AGC TGG
GTN- GSP (18-25nt)-3’. Con los primer disefiados y templado de ToChLPV y PepGMV
se procedi6 a la amplificacion del fragmento de interés por medio de la técnica PCR con la
enzima Taq DNA Phusion® High-Fidelity PCR.

Una vez que el fragmento de interés tuvo en sus extremos los sitios de union, se
ligd al vector de entrada pDONOR 201 con la ayuda de la enzima clonasa BP.
Posteriormente se transformé en la bacteria E. coli DH5a. Usando la técnica de PCR se
procedio a la busqueda de la colonia positiva que contiene el fragmento de interés (AC1-
IR-AV1). Dicha colonia se resembré y purifico para obtener el plasmido pDONOR 201
que contiene la secuencia de interés AC1-IR-AV1 de cada begomovirus.

Los plasmidos de entrada pDONOR con la secuencia AC1-IR-AV1 de cada
begomovirus se ligaron, respectivamente, al vector de expresion pHGWIWG2(II), con
ayuda de la enzima clonasa LR. Despues se transformo en la bacteria E. coli DH5a. El
vector de expresién contuvo la secuencia de interés en sentido y antisentido. Para conocer
la orientacion correcta de la secuencia AC1-IR-AV1 que formo la horquilla (hairpin)
dentro del vector, se digirid el plasmido con la enzima Xbal (Anexo 1).

6.1.2. Insercion de las construcciones en la planta
Una vez identificado el plasmido pHGWIWG2(I1) que contuvo el fragmento en hairpin
AC1-IR-AV1-ToChLPV y AC1-IR-AV1-PepGMV en el sentido/direccion adecuado, se
procedi6 a la transformacién en A. tumefaciens cepa GV2260.

La integracién de la bacteria A. tumefaciens con los plasmidos de expresion en la

planta se conoce como agroinfiltracion, usando un medio de induccion. La agroinfiltracion
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se realizd con jeringuillas de 1 ml sobre el envés de las hojas, sin presionar demasiado
fuerte (Tenllado et al., 2001). Cuatro dias después de agroinfiltradas las respectivas
construcciones en la cuarta hoja verdadera de la planta, se procedié a cortar la hoja para
obtener RNA y realizar la sintesis de la cadena complementaria y DNA que se utilizaria
como templado en la técnica de PCR, donde se emplearon los oligonucledtidos que
amplifican el gen AV1 y la IR de ambos virus, asi como los oligonucleotidos del gen
enddgeno actina, como un control positivo de la planta. Como un control visible de la
agroinoculacion se usé una construccion que contiene la secuencia de la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés: green fluorescent protein), la cual, al ser
expuesta a luz ultravioleta, reflejo la fluorescencia (Anexo 2).

6.2. Segundo objetivo: evaluacion de la eficacia de las construcciones

6.2.1. Disefio del bioensayo de expresion transitoria con las construcciones CIRT y
CIRP, en planta de N. benthamiana, como defensa ante la infeccion viral

Semillas de N.benthamiana fueron germinadas por 30 dias en una camara de germinacion,
a 28 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz: 8 h oscuridad. Para evaluar la eficiencia de las
construcciones se realizd un bioensayo con dos tratamientos CIRT y CIRP que se
agroinfiltraron y dos positivo donde las plantas se inocularon con el clon infectivo
dimérico de PepGMV A y B y el control negativo, que son plantas sin inocular ni
agroinfiltrar. También se evaluaron plantas agroinfiltradas con el vector de expresién vacio
(mock). En la Tabla 3 se muestra la descripcion del bioensayo. Se utilizaron 8 repeticiones
por tratamiento. Las variables a evaluar fueron severidad, incidencia y carga viral.

Tabla 3. Descripcion del bioensayo

Grupo Descripcion Agroinfiltracion Inoculacion PepGMV
1 CIRP + +
2 CIRT + +
3 Control positivo - +
4 Control negativo - -

Si= (+) No= ()
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6.2.2. Integracion de las construcciones e inoculacion del virus en las pruebas de reto
Las construcciones CIRT y CIRP se agroinfiltraron segin el protocolo descrito en la
seccion 6.1.2. Cuatro dias después de la agroinfiltracion se procedié a la inoculacion de los
clones infectivos PepGMVAdimpBS y PepGMVBdimpBS (cada uno con dos genomas en
tdndem de PepGMV A y B, clonados dentro del vector pBluescript), los cuales fueron
donados por el Dr. Rafael Rivera-Bustamante (CINVESTAV, México), por el método de
biobalistica. Para esta técnica se empled una pistola de aceleracion de particulas de alta
presion. Los bombardeos se llevaron a cabo utilizando particulas de tungsteno estériles
(M10 bio-Rad Laboratorios, Richmond CA), a las cuales se adhirio el DNA total infectivo
(Carrillo-Trip et al., 2007).

6.2.3. Evaluacion de la severidad, incidencia y carga viral

6.2.3.1 Severidad
La severidad de los sintomas se evalud durante los 10 dias después de la inoculacién (dpi).
Para la evaluacion se uso la escala de Martinez (2008), donde la clasificacion esta dada en
una escala del 0 al 3, dependiendo la aparicion de sintomas virales, descritos en la Tabla 4.
Los porcentajes de severidad fueron calculados de acuerdo a Vander Plank (1963), con la
formula S= (Zi/N [VM])*100, donde S=porcentaje de severidad, Xi=la suma de los valores
observados, N= numero de plantas observadas y VM=los valores de toda la escala. Para
determinar las diferencias significativas entre los grupos se realizé la prueba no

paramétrica Mann-Whitney (P<0.05).

6.2.3.2. Incidencia
La incidencia fue calculada en la deteccion de transcritos virales por PCR punto final,
usando los primer degenerados AC1048-AV494 (Wyatt y Brown, 1996) (Anexo 3). La
férmula de porcentaje de incidencia fue calculada como sigue: | (%)=(Plantas presencia de
transcrito/total de plantas inoculadas)*100. Para determinar las diferencias significativas
entre los grupos se hizo la prueba no paramétrica kruskal-Wallis test (P<0.05).
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Tabla 4. Escala de severidad de sintomas

0 No sintomas foliares

1 Leves sintomas de encopamiento

2 Moderados sintomas de encopamiento

3 Severo encopamiento y enchinamiento, con reduccion del tamafio

Tabla 5. Clasificacion de incidencia

Transcrito Disturbios visuales

A Ausencia

B Presencia

6.2.3.3. Determinacion de la carga viral
La cuantificacién absoluta de PepGMYV fue determinada por gPCR vy realizada a través de
los primer PepGMVCPqg5 y PepGMVCPq3, que amplifican un fragmento de 104pb del
gen AV1 gene (Carrillo-Tripp et al., 2006). EI gen enddgeno utilizado fue el 18S rRNA
(ndimero de acceso: X67238) (Nicot et al., 2005).

La mezcla de reaccion (10 pl) consistié en 5 pl de SsoFast ™ EvaGreen (BioRad),
0.1 pl de cada primer, a una concentracién optimizada de 250 uM, y un 1 pl del DNA
(Anexo 3). Las reacciones de PCR fueron realizadas en placas de 96 pozos en el sistema de
deteccion PCR tiempo real CFX96 (BioRad). Los parametros de amplificacion fueron 1
ciclo de 95°C por 30 s (activacion del enzima), 40 ciclos que consisten en 95°C por 0.05s
(temperatura de desnaturalizacion), a 60°C/20s (alineamiento y extension) y un ciclo final
de 65°C por 0.05s y 0.5s 95°C para analisis de disociacion.

Despueés de la amplificacion, se llevo a cabo un programa de analisis de curva de
fusion para verificar los productos amplificados, temperaturas de fusion especificas (Tm)
de 65.0 °C to 95.0 °C at 0.5 °C/0.05s. Para cada muestra se amplificaron tres repeticiones
en paralelo. Se prepararon dos curvas estandar: la primera a partir del gen de PepGMV
(usando un plasmido que contiene un fragmento parcial del gen AV1), y la segunda de un

gen endogeno (usando un plasmido que contiene el gen 18S rRNA). El plasmido se diluyé
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en serie 10 en 10, a partir de 10 ng de DNA. Para cada sistema, las curvas estandar o de
calibracion fueron obtenidas por andlisis de regresion lineal, a partir del promedio del
numero de ciclos Ct de las cuatro réplicas de cada muestra y dilucion sobre el logaritmo de
la cantidad total de DNA de cada muestra (Mason et al., 2008; Péréfarres et al., 2011).

La adquisiciéon y analisis de datos se realizaron con el software BioRad CFX
(version 2.0). qPCR eficacia (E) se calculd por la formula: E=eln 10/—s-1, donde una
pendiente (s) de -3.322 (E= 2) representa el 100 % de eficacia. La comparacion de la carga

viral fue realizada a través de one-way ANOVA con el software estadistico SPSS (15.0).

6.2.3.4. Determinacion de la eficacia de las construcciones CIRT y CIRP
La eficacia (E) del sistema RNAI fue calculado como un porcentaje de la reduccion de la
enfermedad en las plantas protegidas, con respecto a las no protegidas, y fue basada en la
habilidad para disminuir la severidad de la enfermedad, la incidencia y la carga viral. La
eficacia de las variables se calcul6 con la formula E (%)=(el valor del control positivo de

cada variable-valor de los tratamientos CIRT y CIRP).

6.3. Tercer objetivo: analisis de la expresion diferencial generada al activar el sistema
RNAI con secuencias homdlogas y heterdlogas

Para los tratamientos con CIRT, CIRP y control positivo, se usaron dos réplicas bioldgicas
independientes para controlar las diferencias en la expresion génica entre los grupos. Para
cada réplica bioldgica se usaron tres hojas de cada planta por tratamiento; las muestras
fueron colocadas en nitrogeno liquido y se almacenaron a 80° C, hasta su uso para
extraccion de RNA. El RNA total se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen) (Anexo 4); 10 g
de RNA total se utilizaron para la sintesis de DNAc con la incorporacion de fluor6foros
Alexa Fluor 555 y Alexa Fluor 647. Una cantidad igual de DNAc marcado de CIRT y
CIRP, respectivamente, se mezclé con DNAc marcado del control. Consecutivamente se
hibridd con un chip de la coleccion de ‘Arabidopsis thaliana V.3.0.3. microarrays’ durante
14 horas, a 42° C, con solucion de hibridacion UniHyb (Arraylt). La adquisicion de los
datos, procesamiento y cuantificacién de las imagenes obtenidas a partir de la hibridacion
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de microarrays se llevo a cabo en un Analizador Array-Pro Analizer 4000 con el software
correspondiente (Packard biochips).

Para realizar el andlisis de datos del microarray y seleccionar los genes que se
expresan diferencialmente (significativamente entre la muestra y el control), se utilizé el
paquete genArise, desarrollado por la Unidad de Informatica del Instituto de Fisiologia
Celular (UNAM). Los datos fueron normalizados, y la media y desviacion estdndar de la
distribucion de log2 (ratio) se calcularon definiendo una diferencia en el cambio global
(fold-change o Z-score) y en la confianza. La expresion diferencial de los genes fue
considerada con un valor q < 0,05 y un fold-change de 1.5. La base de datos de Recursos
de Informacion de Arabidopsis (TAIR), Blast2GO, base de datos, anotacién, visualizacion
y Descubrimiento Integral (DAVID) V6 se utilizaron para analizar la Ontologia de Genes
(GO).

7. RESULTADOS

7.1. Primer objetivo: disefio de construcciones que desencadenan el sistema de RNAI
de la region AC1-1R-AV1, de los virus ToChLPV y PepGMV

Se obtuvieron dos construcciones tipo intron hairpin (ihpRNA) para activar el RNAI
usando la secuencia AC1-IR-AV1 de ToChLPV y PepGMV. Sin embargo, antes de
mostrar los resultados se explicara por qué y de donde se obtuvo la secuencia AC1-IR-
AV1. La Figura 6 muestra el mapa del genoma de ToChLPV, el cual se realizd para
identificar la posicion y direccion de las secuencias AC1-IR-AV1. El begomovirus
PepGMV presenta un genoma de 2613, 7 nucleo6tidos mas que ToChLPV (2606). Ademas,
en el alineamiento especifico de la region AC1-IR-AV1 se encontré un 89% de similitud
entre ellas.

A su vez, el mapa de la misma figura muestra la secuencia AC1-IR-AV1, donde
~146 nt estan en el final 5~ del gene AV; la region intergenica tiene 326 nts y para el gen
AC1 se tom6 una secuencia de 714 nts. El segmento de la secuencia total es de 1186 nts.

Por su parte, la Figura 7 muestra los productos amplificados por PCR obtenidos a

partir de DNA genomico del virus ToChLPV, el cual se encontraba resguardado en el
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Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas y del DNA del virus PepGM. En los carriles
1 y 2 se observan las bandas amplificadas que corresponden a un tamafio de
aproximadamente 1100 pb para la secuencia AC1-IR-AV1 de ToChLPV; en los carriles 3
y 4 se observan las bandas amplificadas correspondientes a la secuencia de AC1-IR-AV1
de PepGMV. El alineamiento de las secuencias obtenidas confirmé el 100% de similitud
con las secuencias depositadas en la base de datos del GenBank del virus ToChLPV
(ndmero de acceso AY339619) y del virus PepGMYV (numero de acceso NC_004101.1)

AC1-IR-AV1
1,186 pb

AC1gene (Rep) Intergenicregion (IR) AV1|gene

Y
714 nt  TTATAATATT*AC 326 nt

2464 nt

ToChLPV

2606

1750 nt

1467 nt

Figura 6. Representacion del genoma A de ToChLPV.
En la figura se resalta el fragmento AC1-IR-AV1 de aproximadamente 1186 pb, asi como

su localizacion y posicion en el mapa gendomico.
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Figura 7. Tamaiio de la secuencia AC1-
IR-AV1 de ToChLPV y PepGMYV.
Fragmento amplificado de
aproximadamente 1200 pb con primer de
Rojas et al. (1993) y los adaptadores at/B.
1000 Kb En el carril 1 y 2 se observan bandas de la
secuencia AC1-IR-AV1 de ToChLPV y en
el carril 3 y 4 son bandas de la secuencia

ACI1-IR-AV1 de PepGMV. M es el
marcador de peso molecular 100pb DNA

ladder plus.

7.1.2. Insercion de la secuencia de interés en el vector de entrada pDONOR 201

Con los productos de PCR obtenidos anteriormente, se procedio a la clonacion de los
mismos en el vector de entrada pPDONOR, donde se obtuvieron clonas blancas. Para buscar
las que tuvieran el fragmento de interés se hizo PCR con los mismos primer y se obtuvo un
fragmento de poco mas de 1200pb. Las clonas positivas se purificaron y los productos
resultantes fueron nombrados como pDONOR-AC1-IR-AV1-ToChLPV y pDONOR-AC1-

IR-AV1-PepGMV (Figura 8).
Figura 8. Confirmacion de la secuencia

: ]*." e N!‘ L M ACI1-IR-AV1 en el vector de entrada

N 8 “) pDONOR.
.1 ﬁ En el carril 1 se observa el plasmido
- pDONOR con secuencia ACI-IR-AVI1 de
| ‘=: na ‘ ToChLPV; en el carril 2 el producto
amplificado AC1-IR-AV1 de ToChLPV; en el
! ' . 3 el plasmido pDONOR con secuencia AC1-
IR-AV1 de PepGMYV, y en el carril 4 el
'..‘ producto  amplificado ACI1-IR-AVI1  de

PepGMV. M marcador de talla basado en el

fago A con EcoR1+Hind III. 30



7.1.3. Insercion del vector de entrada en el vector de expresion pHGWIWG2(11),0

Los vectores pDONOR-AC1-IR-AV1-ToChLPV y pDONOR-AC1-IR-AV1-PepGMV,
después de purificar y verificar que contenian las secuencias AC1-IR-AV1, por PCR se
clonaron en el vector de expresion pHGWIWG2(I1),0. La Figura 9 muestra las bandas que
verifican la integridad de los plasmidos pHGWIWG2(11),0 que contiene el fragmento en
hairpin AC1-IR-AV1-ToChLPV y AC1-IR-AV1-PepGMV. Asimismo, se muestra el
patron de bandeo de la digestion enzimética realizada con la enzima XBal, lo que permite
seleccionar el plasmido que contiene el fragmento de interés de aprox. 1600-1700pb. En la
Figura 9 se observa también que solo los plasmidos 3 y 7 contienen el fragmento con el
tamario correcto del inserto AC1-IR-AV1. Estos resultados se basan en el célculo realizado

en el Anexo 2, para obtener el tamafio correcto del producto digerido.

M e ardinn 3 1 b, (5=l 7 Figura 9. Patron de digestion con la enzima
xbal para el vector PH7TGWIWG2(I1),0.
; ‘ga‘“ St *&t‘ﬁ’lw Del carril 1 al 4 pertenecen al begomovirus
ToChLPV y del 5 al 7 de PepGMYV, donde el
L fragmento esperado corresponde a los carriles 3

y 7.

7.1.4. Insercion del vector expresion pHGWIWG2(11),0 con la secuencia AC1-IR-AV1
de ToChLPV y PepGMYV, en A. tumefaciens

Una vez que se verificd la clona con el fragmento correcto, se purifico y se clond de nuevo
en A. tumefaciens, donde para verificar que la bacteria contenia la secuencia AC1-IR-
AV1, se realizd un corte con la enzima Xbal. Entonces se obtuvieron bacterias de A.
tumefaciens con un vector de expresion tipo hairpin de la secuencia AC1-IR-AV1 de
ToChLPV y PepGMV. Al resultado de este proceso se le denomino construcciones CIRT
para el plasmido pHGWIWG2(I1),0 que contiene el fragmento en hairpin AC1-IR-AV1-
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ToChLPV, y CIRP para el plasmido pHGWIWG2(I1),0 que contiene el fragmento en
hairpin AC1-IR-AV1-PepGMV.

Més adelante, en la Figura 10 se observa una representacion del disefio tedrico de
las construcciones realizadas (CIRT y CIRP). También se observa que cada construccion
contiene el gen promotor 35S vy la direccidon que éste sigue, asi como el gen de seleccidn,
que en este caso es streptomicina. Se pueden apreciar la posicion y direccion de nuestra
secuencia de interés y los adaptadores que se emplearon para cada region; pero, sobre todo,
se puede ver el intron que se encuentra entre las repeticiones invertidas. Este fragmento fue
seleccionado de la base de datos de A. thaliana (ac007123.em_pl) porque posee
caracteristicas ideales para un eficiente empalme (splicing), con secuencias ricas en A+T
en los sitios cerrados para las secuencias consenso (Karimi et al., 2002). Es importante

resaltar que este disefio estd basado en el Mapa de la Tecnologia Gateway.

ACI-CR-AV1

CIRP PepGMVY : ‘ ‘ : :
ACI-CR-AV1

CIRT ToChLPY

o meE =g N S
1 lemlos a@=206E&

Marcador de
nos nos 355 355
T-DNA ié i attR1 attR2 CmR Intron
seleccign  promotor terminador Promotor

Bordes  terminador

Figura 10. Esquema de las dos construcciones CIRP y CIRT. Estas se encuentran
dentro del vector PH7TGWIWG2(II),0 y expresan una dsRNA con repeticiones invertidas
de la secuencia AC1-RC-AV1 de PepGMYV y ToChLPV con un intron como espaciador

para obtener construcciones tipo ihpRNA.
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7.1.5. Insercion de las construcciones en la planta

A continuacion, en la Figura 11 se muestra la forma en la que se realiza la agroinfiltracion,
donde la bacteria A. tumefaciens es integrada a la planta por medio de induccion. A su vez,
en la Figura 12 vemos la fluorescencia emitida por la secuencia que expresa la proteina
verde fluorescente en las hojas agroinfiltradas con esta construccién, al ser visualizadas en

luz ultravioleta. Dicha construccion fue utilizada como control visual de la agroinfiltracion.

Figura 11. Representacion del

protocolo de agroinfiltracion. Se Figura 12. Ejemplo de
muestra como fueron protegidas las agroinfiltracion de Nicotiana
plantas de N. benthamiana usadas benthamiana. Con la construccion
en el bioensayo. que contiene el gen que codifica para

proteina verde fluorescente irradiada

con luz UV.

7.2. Segundo objetivo: evaluacion de la eficacia de las construcciones

7.2.1 Bioensayo para evaluacion de la funcionalidad de las construcciones

Como resultado del bioensayo, la Figura 13 (imagen C) nos permite inferir que la
construccién CIRP protege a las plantas de la infeccion viral causada por el virus
PepGMV, ya que no son detectables los sintomas caracteristicos de esta infeccién viral,

tales como enchinados, brotes reducidos y acucharamiento de hojas; similares a los
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sintomas reportados en otras regiones del pais, donde ya se conoce la etiologia de origen
geminiviral (Garzon-Tiznado et al., 2002).

El grupo de plantas que fue inoculadd con el virus PepGMV, por medio de la
técnica de biobalistica, present6 sintomas de infeccion viral, tal y como se muestra en la
fotografia de la Figura 13 (imagen B). El grupo que contiene la construccion CIRT
presentd leves sintomas de la infeccidn viral, segin se ve en la imagen D, y el de las

plantas control no mostré sintomas de infeccidn viral, como se muestra en la imagen A.

Figura 13. Comparacion de los sintomas de las plantas de N. benthamiana
inoculadas con PepGMYV, en los diferentes grupos del bioensayo. A) planta
sana utilizada como control negativo. B) Planta después de 10 dias de la
inoculacién con el clon infeccioso PepGMV (control positivo), la cual muestra
severos sintomas de encrespamiento y distorsion de las hojas jovenes sistémicas.
C) Planta agroinfiltrada con la construccion CIRP e inoculada con PepGMYV,
misma que no muestra sintomas. D) Planta protegida por CIRT que muestra

sintomas leves ocasionados por PepGMV.
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7.2.2. Evaluacién de la severidad, incidencia y carga viral

7.2.2.1. Severidad
Es la porcion de tejido de plantas afectadas, expresada en porcentaje de area total, es decir,
se refiere a cuanto tejido de la planta se encuentra afectado por la enfermedad. La
severidad es una medida visual subjetiva, por lo que esta sujeta a variaciones y errores de
agudeza visual del evaluador (Gonzalez-Pérez et al., 2011). Con los datos obtenidos de las
observaciones de severidad de sintomas, y basados en la escala descrita en la metodologia,
se realizé el célculo de porcentaje de severidad. Cabe sefialar que con los mismos datos de
severidad se aplicé el estadistico (Tabla 6). Las diferencias significativas entre grupos y
variables evaluadas se presentan en la Tabla7.
Severidad (%) = (22 i/N(VM))*100
CIRT= ((3+3+2+2+1+0+0+0)/(8*3))*100=45.83=54.99%
CIRP= ((2+1+1+0+0+0+0+0)/(8*3))*100=16.66=20%
PV= ((3+3+3+3+2+2+2+2)/(8*3))*100=83=100%

Tabla 6. Datos crudos obtenidos por efecto de CIRT y CIRP, ante la infeccidn causada por
PepGMV en plantas de N. benthamiana.

Severidad® Incidencia® Carga viral®
Escala de sintomas PCR Ciclo de amplificacion
(dafio foliar) (presencia/ ausencia) (C)
Planta Control CIRP CIRT Control CIRP CIRT Control CIRP CIRT
Positivo positivo positivo
1 3 1 3 + + + 16.10 2461 21.20
2 2 0 2 + - + 19.40 26.93 20.71
3 3 0 3 + + 2096 26.24 17.89
4 2 0 1 + - 18.22  24.13 27.87
5 3 0 0 + - - 16.50 25.10 29.50
6 3 2 2 + + + 1553 2422 21.44
7 2 0 0 - - - 2473 2531 27.36
8 2 1 0 + + - 17.02 2457 28.57

CIRT: construccion que contiene la secuencia AC1-RC-AV1 de ToChLPV.

CIRP: construccién que contiene la secuencia AC1-RC-AV1 de PepGMV.

Control positivo: plantas inoculadas con PepGMYV pero sin construccion.

'Promedio de las réplicas realizadas para cada planta con sintomas/grado de dafio foliar,
basado en la escala propuesta.

2 Deteccion de transcritos virales de PepGMV para el gen AV1, usando gel de agarosa y
electroforesis; + y — (indican presencia y ausencia).

% Valores medios obtenidos de las réplicas realizadas para cada muestra.
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7.2.2.2. Incidencia
Se entiende por incidencia el nimero de unidades de plantas afectadas, expresado en
porcentaje. Esta variable no indica la magnitud de la enfermedad en términos de tejido
afectado, pues basta con una pequefia porcion de éste para considerarla como una planta
con sintomas de enfermedad (Agrios, 2005). Aunque en el estudio se usa el término
incidencia, no significa que evaluamos visualmente, sino que usamos la herramienta de
amplificacion en cadena de la polimerasa. Esta herramienta de biologia molecular permite
detectar y confirmar la presencia de transcritos del virus PepGMV. Para ello se realizaron
reacciones de amplificacién, utilizando como templado DNA de las 32 plantas del
bioensayo. Los productos obtenidos fueron corridos en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
Sayber y visualizados en un fotodocumentador. A partir de este gel se asignaron presencia
(+) y ausencia (-) de los transcritos (Tabla 6) y se calcul6 el porcentaje de presencia de
transcritos virales. El porcentaje de incidencia se obtuvo por medio de la formula:
Incidencia (%)= (total de muestras positivas del PCR/ntimero total de las muestras) X 100
CIRP = (3/8) X 100=37.5=42.6%
CIRT= (4/8) X 100=50=57.2%
PV= (7/8) X 100=87.5%

Los datos de la Tabla 6 fueron utilizados para realizar los estadisticos que
permitieran encontrar diferencias significativas entre los grupos. Con respecto al control
positivo, se uso el programa estadistico PAST y se aplico el estadistico de kruskal-Wallis
(P<0.05), donde se pudo observar que el grupo CIRP si presenta diferencias significativas

en relacion con el control positivo.

7.2.2.3. Carga viral
El logaritmo de la concentracion inicial (log SQ Cp) del gen AV1, del begomovirus y el
gen endogeno 18S (log SQ18S) fueron interpolados para cada muestra experimental. La
ecuacion de las curvas estandar del gen de la cubierta proteica de PepGMV fue y=-
3.385x+18.582; R2=0.989, con una eficiencia calculada de 97.4%; mientras que para el
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gen 18S de la planta fue y=-3.450x+13.022; R2=0.999, con una eficiencia calculada de
94.9%.

Las curvas muestran una alta correlacion de coeficientes y son lineales en el rango
de concentraciones de DNA estandar y el DNA experimental examinado; sus valores no
fueron significativamente diferentes. Las curvas melting (Figura 14) de las muestras, asi
como las diluciones seriadas amplificadas para el gen de la cubierta proteica y 18S
muestran que los primer no generan productos inespecificos durante la amplificacion, por
lo que las curvas que se generan tienen entre el 98-96% de eficiencia.

La Figura 15A muestra la eficiencia y reproducibilidad de la amplificacion de cada
una de las reacciones, las cuales son representadas por la cinética en la acumulacion de
fluorescencia, durante la formacién del producto con respecto al tiempo (Ct). En dicha
figura se muestran en color azul las seis diluciones seriadas del gen de la cubierta proteica
del virus PepGMYV; en color amarillo se observa que es la muestra que tiene mayor
cantidad de DNA viral, lo cual es I6gico porque son las muestras que solo contienen al
virus PepGMV. Por otro lado, con curvas color verde se ve al tratamiento CIRT, donde el
DNA viral es casi 10 veces menor o una dilucién menos que el control positivo. Las
muestras protegidas con CIRP presentan casi dos diluciones menos que el control positivo.

Asi, mediante esta figura podemos decir que la construccion homéloga CIRP es
mas eficiente que la CIRT o la construccion heter6loga, pero que aun esta construccion
protege a las plantas de la acumulacién viral con respecto al control.

En la Figura 15B, la representacion grafica logaritmica es definida por una
regresion lineal que permite determinar la carga viral en funcion de los valores de Ct y de
la cantidad de DNA inicial de cada replica, obteniéndose un coeficiente de correlacion
(R"2=0.99).
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Figura 14. Graficas de la temperatura de fusion. Las curvas estandar del gen

de la cubierta proteica y los cuatro grupos de bioensayo.

Amplification Standard Curve

Lo Starting Guantity
0 Handard
X Unkrnonm
Cycles — SYBR  E= 37.4% R'I=).383 Blope=1 203 y-nt=10 BEL

Figura 15. Tiempo real curva estandar y curvas problema. A: tipica grafica de gPCR
para determinar el valor de Ct, donde las curvas azules representan las diluciones
seriadas, las curvas amarillas son las muestras del control positivo, las curvas verdes
CIRT y las curvas rojas CIRP. B: graficos de PCR tiempo-real del promedio del valor de
Cr de las seis diluciones seriadas (X) y las muestras de los cuatro grupos del bioensayo

expresadas en nanogramos. La ecuacion de la recta es m=-3.385, b=18.582 y E=97.4%
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Mas adelante, la Tabla 7 muestra los valores en nanogramos de DNA del virus
PepGMV, en el valor de punto de corte (Ct). El anélisis estadistico de ANOVA de un

factor muestra diferencias significativas entre los cuatro grupos del bioensayo.

Porcentaje de carga viral (%)

Si control negativo es el 100% y su concentracion de DNA viral es 0.522, CIRT, que tiene
0.0227=4.39, entonces 100-4.39= 95.65% es la eficiencia en la disminucion de la
acumulacién viral. Si CIRP= 0.0022=0.38, entonces 100-.38= 99.65% es lo que CIRP
disminuye la acumulacion viral.

El resultado de la acumulacién de DNA viral se correlacion6 positivamente con la
gravedad de los sintomas, donde los valores mas bajos se encuentran en plantas
asintomaticas o en plantas que mostraron sintomas leves (Tabla 6). Se observé una alta
eficacia en la disminucion de la carga viral en las plantas protegidas con ambas
construcciones. La eficacia observada con CIRT fue del 95.6% y 99.65% con CIRP (Tabla
7).

Tabla 7. Concentracion de DNA viral con respecto
al ciclo de amplificacion de la curva estandar y de los
cuatro grupos del bioensayo

Nombre o ng/J
Dilucién 1 12.7 17.37
Dilucién 2 1743 3.4
Dilucién 3 20.64 0.608
Dilucién 4 23.05 0.01319
Dilucion 5 26.44 0.00232
Dilucién 6 29.92  0.0003349
CSvsC 32.16 0.0000401
CIRP 27.66 0.0027
CIRT 24.43 0.022

Control positivo  19.83  0.522
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El promedio de cuantificacion absoluta de DNA viral fue diferente (P <0,05
ANOVA) en todos los tratamientos. El valor mas alto se dio en el control positivo con 5.22
x10 copias. En CIRT observamos 2.27 x10 copias y en CIRP 2.20 x10°° copias. Por lo
tanto, la acumulacion viral se redujo 19.3 en CIRT y 237.2 veces para CIRP, respecto a las
plantas control. Las copias virales con CIRP se redujeron 12.3 veces en comparacion con
CIRT.

7.2.2.4. Eficacia
Los resultados con esta variable nos muestran claramente como en la construccion
homologa al virus inoculado, la eficiencia es de més del 50% para todas las variables, e
incluso existen diferencias significativas en los resultados visuales. Por su parte, para la
construccién CIRT con secuencia heter6loga a PepGMV, el begomovirus inoculado, se
observa en la Tabla 8 que las variables visuales o de presencia ausencia no muestran los
beneficios de la proteccion, pero el anélisis de acumulacion de DNA viral deja muy claro

la importancia de evaluar estas terapias con herramientas mas finas como es el gPCR.

Tabla 8. Resumen y comparacion de la eficiencia de las dos construcciones CIRT y CIRP para
reducir la severidad de sintomas, la incidencia de transcritos y la acumulacién de DNA viral en la
infeccion de PepGMV.

Severidad Incidencia Carga viral
RNAI Rango de  Porcentaje  Eficacia PCR Datos Eficacia Copias  Folds Eficacia
severidad®  de dafio (%) 3 (+/-)  ajustados (%) (%)
foliar (%)
(%) ?
CIRT 1.375 552 45 4/4 57.4° 42.6 2.27 19.3 95.6
x102°¢
CIRP 0.50 20° 80 35 428° 57.2 220 2373 99.56
x1073P
Control 25 100° 0 8/0 100° 0 5.22 1 0
positivo x10*?

! Datos que representan la media de las réplicas.

% Datos que fueron convertidos a porcentaje con las formulas presentadas en la metodologia y
ajustados al maximo valor con el control positivo (plantas no-protegidas que fueron inoculadas con
el clon infectivo de PepGMV).

Las letras pequefias indican las diferencias significativas entre las construcciones y el control
positivo.
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7.3. Tercer objetivo: andlisis de la expresion diferencial generada al activar el

sistema RNAI con secuencias homologas y heterélogas

7.3.1. Obtencién de RNA total y elaboracion de los microarreglos
El primer paso para la realizacion de un arreglo genomico es la calidad e integridad del
RNA. En la Figura 16 se observa la integridad del RNA, los resultados de hibridacion entre
la muestra con proteccion (CIRT y CIRP) y las muestras control positivo (PepGMV), que
culminaron con dos imagenes que muestran la expresion genica o una foto génica
denominada “transcriptoma” (Figura 17), la cual se ve modificada por los cambios en las
condiciones bidticas o abidticas de un organismo. En este estudio es por el uso de
construcciones RNAI vy, especialmente, para evaluar el comportamiento de secuencias
heter6logas con la construccion CIRT.

Una vez que obtenemos la fotografia génica se procede a la interpretacion de datos.
Para ello se realizan procesos informaticos con la funcion Zscore.plot, que grafica los datos
en conjuntos de colores y determina la expresion diferencial del transcriptoma. Los colores
dependen del valor absoluto del Z-score (x) que tenga cada punto: x < 1 (rosa), 1 < x< 1.5
(amarillo), 1.5 < x < 2 (rojo) y si x > 2 (negro) (Figura 18).

A B

M 1 2 3
—

Figura 16. Electroforesis de RNA
Figura 17. Perfil de expresion de los
del bioensayo. En el gel de agarosa
] ) dos arreglos realizados: A) Grupo de
al 1% se muestra la integridad del
plantas protegidas con CIRT y retadas
RNA del pool de 8 plantas para
) con PepGMYV, B) Grupo de plantas
cada grupo: protegidas con CIRP
) ) protegidas con CIRP y retadas con
(carril 1) y protegidas con CIRT
) . PepGMYV; ambos fueron hibridados con
(carril 2), asi como control positivo
) ) el control positivo (PepGMV).
(carril 3). Infeccion con PepGMV. 41
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Figura 18. Datos del arreglo CIRT Y CIRP después del analisis

Z-score. A: x <1 (Rosa); B: si 1 <x <2 (Amarillo), y C: si x > 2

(Negro).

Para la obtencién de informacion funcional y estadistica de cada gen sobre o
subregulados se utiliza la funcion genMerge, seguida de la funcion post.analysis, donde se
genera una lista con identificadores. En cuanto al analisis de respuesta de las plantas a la
infeccion por el begomovirus PepGMV, cuando éstas son protegidas por construccién
homologa (CIRP) y una heteréloga (CIRT), el nimero total de genes en los experimentos
desarrollados fue de 27,341 para CIRP y 27,217 para CIRT. Al usar un Z-score de 1.5 el
total de genes sobre regulados fue de 1721 para CIRP y 1625 para CIRT. Asimismo, se
encontraron genes para la construccion CIRP 1039 que disminuyeron su nivel de
expresion, mientras que en CIRT fueron 988.
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Cuando se llevo a cabo una comparacion entre CIRT y CIRP, se encontrd que en
los genes sobre regulados solo compartian 8, y para los reprimidos que compartian 18
genes iguales (Figura 19).

Figura 19. Diagrama de Venn. Muestra la comparacion de los dos arreglos
cuando las plantas son protegidas con CIRP y CIRT, retadas con PepGMYV e
hibridadas con PepGMYV, a un Z-score de 1.5.

7.3.2. Caracterizacion funcional de la expresion diferencial de los genes

El anélisis del arreglo fue realizado con Blast2GOpro, una herramienta bioinformatica Gtil
para la anotacion funcional de las secuencias, basada principalmente en la ontologia de
genes (GO). Esta herramienta permitié el analisis de numerosas funciones y aplicaciones
como el InterPro, que nos proporcion6 un analisis funcional de las proteinas mediante la
clasificacion en familias y la prediccion de dominios y sitios importantes. La base de datos
Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) proveyé informacion sobre el
conjunto de datos generados por la secuenciacion de los genomas, aunados a las

tecnologias experimentales de los sistemas biol6gicos de células, organismos y
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ecosistemas. Dentro de las multiples herramientas con que cuenta esta base de datos esta
Kegg Pathway, que es una coleccion de mapas y rutas que representan el conocimiento
sobre las redes de interaccion molecular, como: metabolismo, procesamiento de la

informacidn genética, procesos celulares, resistencia a enfermedades, etcétera.

7.3.3. Andlisis de homologias y anotacion funcional en la ontologia génica

Las secuencias descargadas de cada una de las listas de genes fueron vaciadas en el
programa Blast2GO. Primeramente, a cada una de las secuencias se le sometié al algoritmo
BlastX, utilizando los siguientes parametros: 20 hits por secuencia, 1x10° de expect value
y comparado con la base de datos “nr” (non-redundance). Una vez capturado el nombre de
todos los genes se procedié con un mapeo de cada gen en la base de datos GO (Gene
Onthology-ontologia génica); después del mapeo se realiz6 una anotacion de cada gen y el
etiquetado de todas las enzimas presentes. Finalmente los datos fueron etiquetados por las

familias proteicas InterPRO.

Las figuras 20, 21 y 22 muestran la clasificacion funcional de los procesos
bioldgicos para los genes sobre regulados de las plantas agroinfiltradas con la construccién
CIRT y CIRP. Para la construccion CIRT se puede observar que existe una sobreexpresion
de secuencias génicas diferente a CIRP; por ejemplo, en CIRT encontramos que existen
genes que tienen funcién bioldgica en el sistema inmune. En las figuras 20 y 21
observamos que estan relacionados a la respuesta hipersensible, respuesta a acido
abscisico, respuesta a la resistencia adquirida mediante el &cido salicilico, acido jasmoénico,
etileno y auxinas. Mientras que en CIRP no observamos la sobreexpresion de genes

relacionados al sistema inmune.

En la respuesta a estimulo, se observa en la Figura 20 que CIRT presenta 827,
mientras que CIRP solo presenta 539. En la Figura 22 encontramos 375 secuencias
enfocadas a la respuesta de estrés, sin especificar de qué tipo. A su vez, observamos casi
200 secuencias para respuesta a estimulo bidtico, aproximadamente 35 secuencias

relacionadas a los cambios epigenéticos y 6 secuencias para reproduccion viral; mientras
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que en CIRT tenemos 3 secuencias para la reproduccion viral, casi 150 para los procesos

involucrados en oxido-reduccién y la regulacion de la transcipcion.
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7.3.4. Andlisis de sobre regulacion de los componentes del RNAI por efecto de CIRP
y CIRT

En este estudio, la parte central del objetivo tres son los patrones de expresion de genes
que inducen la maquinaria antiviral de RNAIi en N. benthamiana, utilizando CIRT y CIRP
en la interaccion con PepGMV. De este modo, se encontraron componentes clave en via de
RNAI: transcripcion primaria, dsSRNA, produccion de siRNAs, focalizacion, metilacion y
mantenimiento. En el analisis de datos se encontraron todos los componentes involucrados
en la ruta del RNAI, pero algunos estaban en el nivel central (Figura 18, region rosa);
aunque para fines de interés solo se incluira en la tabla 9 un resumen de la sobreexpresion

a un Z-score de 1.5.

Tabla 9. Lista de genes sobre regulados (Z-score 1.5) involucrados en la ruta RNAI del
transcriptoma de N. benthamiana por efecto de CIRT y CIRP, en respuesta a la infeccion
de PepGMV.

Tair ID Proteina  Descripcion Referencia

CIRT
AT2G35160.1 SUVH5 Ayuda a mantener la metilacion de (Ebbs y
H3K9, actuando con CMT3 para la Bender,

metilacion de CG. 2006)
AT3G14860.2 NHL Tiene motivos tripartitas (TRIM) que (Ding y

funcionan como un cofactor para inducir Voinnet,

el silenciamiento por miRNA. 2007)
AT3G15390.1 SDE5 Convierte transcritos homologos a (Yoshikawa

nuevas cadenas dsRNA, involucrado en et al., 2005)
el movimiento células-celula.

AT3G49500.1 RDR6 Trabaja con SGS3 para producir (Axtell et
dsRNA por DCL4, para generar siRNAs al., 2006)
de 21 nt.

AT4G14200.1 PPR Codifica para Pentatricopeptide repeat (Nishimura

(PPR). Son secuencias blanco de siRNA etal., 2012)
secundarios.

AT5G23570.1 SGS3 Interactia con RDR6 (Axtell et
al., 2006)

AT5G43810.1 AGO10 Asociado con DCL1 y DCL4 para (Curtin et
producir miRNAs y 21-nt siRNAs. al., 2008)
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CIRP

AT1G08060.1 MOM1 Involucrado en la regulacion (Rowe et
transcripcional de la  cromatina, al., 2013)
interviniendo en los cambios
epigenéticos.

AT1G09700.1 DRB1 Interactia con DCL1 para producir (Yoshikawa
mMIiRNAS et al., 2005)

AT3G22680.1 DRM1 Forma un complejo con DMS3 y DRD. (Rowe et
Este complejo es denominado DDR y es al., 2013)
requerido por la polimerasa V, ademas
de estar relacionado con la metilacion del
DNA.

AT3G42670.1 CLSY1 Involucrado en la remodelacion de la (Pooggin,
cromatina, posiblemente interactda entre 2013)
NRPD1 y RDR2 para producir SiRNAs y
amplificar el  silenciamiento  por
transgenes.

AT4G11130.1 RDR2 Importante para DRM, junto con DCL3 (Axtell et
produce ciertos SiRNAs. al., 2006)

AT4G19020.1 CMT2 Esta implicado en el mantenimiento de la (Saze et al.,
metilacion de los sitios CHH, por 2012)
H3K9mez2.

AT5G04940.1 SUVH1 Involucrado en el control epigenético de (Pontes et
expresion de genes y actia como una al., 2009)
histona metiltransferasa

AT1G01370.1 CENH3 Involucrado en la union de DNA, la (Raja et al.,
replicacion inicial del DNA, el 2008)

silenciamiento de la cromatina por RNAs
pequefios y la metilacion de la histona
H3-KO.

8. DISCUSION
Los resultados del presente estudio proporcionan evidencia de que ambas construcciones,
CIRT y CIRP, son altamente eficientes para suprimir la multiplicacion de PepGMV y
pueden ser una plataforma en la exploracion del control de la infeccion de PepGMV y
otras especies geminivirales relacionadas o involucradas en infecciones mixtas.

Dichos resultados coinciden con otros grupos de estudio del RNAI, como el sistema
de control a enfermedades virales (Tenllado et al., 2004), donde se emplean secuencias
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100% homologas a las utilizadas en el transgen (sistema de proteccion), obteniendo el
reconocimiento homologo que es altamente eficiente para inducir RNAI. Ademas, CIRP
construccién homologa muestra una eficacia en la disminucion de la acumulacion viral del
99.56% (Tabla 9). De hecho, se observd completa inmunidad en la mayor parte de las
plantas protegidas, y la acumulacion viral se redujo 19.3 veces en CIRT, y 237.3 veces en
CIRP con respecto a plantas de control positivo. Con la construccion CIRT heterdloga se
obtuvo una eficacia de la reduccion de la acumulacion viral del 95.6 %.

Estudios previos indicaron que para obtener resultados 6ptimos con construcciones
RNAI heter6logas, la identidad del nucleétido (nt) debia ser de al menos 85% (Benedito et
al., 2004). Nuestros resultados de alineamiento de nucle6tidos de la secuencia AC1-IR-
AV1 de PepGMV y ToChLPV mostraron identidad de 89%. Ribeiro et al. (2008) usaron la
misma secuencia AC1-IR-AV1, pero del virus Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV),
obteniendo resultados exitosos en la disminucion de sintomas virales. Esta secuencia
utilizada contiene la region IR, la cual se ha reportado como una region susceptible a la
metilacion por ser rica en CG; ademas, contiene iterones, donde la metilacion de estos
elementos regulatorios podria tener como consecuencia la inactivacion de las moléculas
virales (Rodriguez-Negrete et al., 2010). Asimismo, esta secuencia incluye una region del
gen AV1, que codifica para la proteina de la cubierta, la cual es altamente conservada entre
begomovirus (Brown, 2001).

Como resultado de los alineamientos entre la secuencia AC1-IR-AV1 de PepGMV
y ToChLPV encontramos dos regiones de 22 nt de largo, con 100% de similitud: una con
el 96% vy tres con el 82% (Figura 23). En la region parcial del gen AC1 encontramos tres
regiones de ~24 nt de longitud (Figura 23) que tienen 82% de homologia en ToChLPV y
PepGMV. EI éxito en el uso del gen AC1 es que se dirige especificamente al gen de la
replicasa, con la consiguiente repercusion en la replicacion del DNA viral (Chellappan, et
al., 2004).

Para la region del gen AV1 que se utilizo en la construccién, se encontraron dos
regiones con ~ 24 nt. Algunas investigaciones (Duan et al., 2012; Kumar y Sarin, 2013)
han demostrado que las construcciones con la secuencia parcial o total de AV1 pueden

inducir la respuesta de silenciamiento. Segun lo mostrado, la homologia de estas regiones
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puede ser suficiente para desencadenar una reduccion efectiva de los niveles de expresion
de la enfermedad y la acumulacién de DNA viral, y con ello generar reconocimiento entre
CIRT construccion heteréloga a PepGMV.

Los resultados anteriores, junto con los publicados por otros investigadores
(Chellappan et al., 2004; Chellappan et al., 2004; Abhary et al., 2006; Riberiro et al.,
2008; Vanitharani et al., 2005), se suman a la conclusion de que una fuerte proteccion
cruzada puede ser inducida por transgenes con secuencias AC1, IR o AV1, probablemente
la produccion de una alta poblacién de siRNAs derivados de la actividad de DCL3
modifican los procesos de metilacion, el cual se considera el principal mecanismo de las
defensas antivirales a traves del silenciamiento génico transcripcional (Raja et al., 2010).

Otra opcion que se observd es que estos RNAs pequefios pueden generar de nuevo
una dsRNA que entrara de nuevo al mecanismo, manteniéndolo activo y haciéndolo mas
especifico, por lo que se puede conferir reconocimiento no solo a las secuencias
homélogas, sino a las heterélogas (virus relacionados, aunque este proceso puede ser mas
tardado que el de reconocimiento de secuencias homdlogas) (Chellappan et al., 2004). Es
por ello que tal vez los sintomas pueden ser visibles en las plantas protegidas con la
construcciéon CIRT, la cual mostr6 una eficacia relativamente baja para reducir la gravedad
de los sintomas y la incidencia, aunque una alta eficacia en la reduccién del DNA viral.
Esto se puede explicar porque la severidad de la enfermedad se calcula con valores
cualitativos y, por lo tanto, es de alguna manera subjetiva.

La incidencia calculada con presencia y ausencia de transcritos virales, a través de
PCR convencional, es también cualitativa porque no sabemos qué cantidad de transcritos
existe, y por el fundamento de la técnica, la presencia de un solo transcrito permitira la
amplificacion de una banda con cierto valor de intensidad de la sefial, por lo que los
resultados, a menudo, conducen a subestimar diferencias cuantitativas (Lipp et al., 2005).

gPCR es una herramienta valiosa en la comparacion de construcciones homdlogas y
heterdlogas, ya que no sélo puede cuantificar la acumulacién de DNA viral, sino que
también puede correlacionar mas precisamente la carga viral y la gravedad de los sintomas

(Chellappan et al., 2005). Este punto es muy interesante para seguir evaluando y
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estudiando, ya que una correlacion de estos datos, junto con la accion, a lo largo del tiempo

brindara una comprension més amplia de este sistema.

AC1-1R-AV1
ToChLPV y PepGMV
I3 S & o o~ B
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Figura 23. Alineamiento de la region AC1-IR-AV1 de ToChLPV Yy
PepGMYV. Seis regiones se resaltan a lo largo de la secuencia indicando la
ubicacion, el tamafio del fragmento y el porcentaje de homologia.

Para verificar que el mecanismo de silenciamiento génico esté activado, se hizo un
analisis de la expresion diferencial del transcriptoma del hospedero por efecto de las
construcciones CIRT y CIRP, como mecanismo de proteccion; este analisis reveld la
expresion de algunos componentes clave de la via de RNAI implicada en la formacion de
SiRNAs virales primarios y secundarios. Estos componentes de RNAIi causan cambios en
la conformacion de la cromatina local y en la regulacion epigenética que resultan en el
silenciamiento de genes (Raja et al., 2008). El silenciamiento génico puede ser activo por
tres formas basicas: post-transcripcional silenciamiento génico (PTGS), que se da a nivel
del citoplasma, mediado por pequefios RNAs de interferencia (SiIRNAS); silenciamiento
génico transcripcional (TGS), presente en el ndcleo y activado por la metilacion; y el
silenciamiento mediado por microRNAs (miRNAS).

Los componentes clave requeridos para la via de la inmunidad antiviral se han
identificado en organismos eucariontes (Duan et al., 2012). Nuestros resultados muestran
la sobreexpresion de componentes involucrados en el sistema (Tabla 9). Estos
componentes tienen roles clave que indican como cada sistema de proteccién, por su

naturaleza, actia de forma distinta; por ejemplo, en la construccion con secuencias
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homélogas (CIRP) a PepGMV se encuentra sobre regulado Pol V, la cual interactia con
RDML1 y RDR2 para generar dsRNA, que se corta en fragmentos de 24 nucle6tidos para
generar siRNAs. Estos son guiados de nuevo por DRM2 para la metilacion de novo de
DNA, donde interactia con CLASSY1 y DRD1, generando siRNAs virales secundarios
(Ding, 2010), mismos que también pueden causar modificaciones de las histonas.

La Figura 24 muestra una representacion grafica de la ruta presentada para la
metilacion de A. thaliana, con la cual podemos comparar que nuestro sistema CIRP,
directamente, tiene efecto en la metilacion del DNA viral, impidiendo la transcripcion del
mismo. Otra de las moléculas encontradas en este sistema es MOML1, que junto con RDM,
actla en los niveles de metilacion del DNA en la H3K9 por H3K9me2 (Du et al., 2012).
La metilacion directa o indirecta provoca cambios en la conformacion de la cromatina

local, que resulta en el silenciamiento de genes.
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Figura 24. Ruta del RNAi usada en la metilacion de DNA. Pol IV en interaccion con
CLASSY1 transcribe una cadena sencilla; RDR2 transcribe una dsRNA, que es cortada por
DCL3; los siRNAs generados son metilados por HEN1 y llevados por AGO a Pol V, donde
DRD1 y DMS3 buscan regiones no codificantes que, con ayuda de DRM2, son metiladas.
Tomado de Willmann et al., 2011.

Con relacion a CIRT, encontramos sobre regulado PPR, que son secuencias blanco
para sSiRNAs (TAS2(+) and TASla(+)). Estos fragmentos son estabilizados y protegidos de
la degradacion por SGS3; posteriormente, RDR6 produce una cadena complementaria de

siRNAs secundarios o siRNAs “transitivos”, a partir de los siRNAs primarios. Este
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proceso mejora la respuesta de silenciamiento y envia la informacion entre células y a todo
el organismo. Hanley-Bowdoin et al. (2013) muestran un diagrama donde encontramos las
moléculas de la ruta del RNAI que se encuentran sobre regulados en las plantas protegidas
con CIRT, lo cual indica que ésta es la ruta asociada con los siRNAs secundarios (Figura
25). De igual forma, se observaron cambios en el patron de expresion en la actividad
metiltransferasa en CIRT, que es mas fuerte que CIRP. La sobreexpresion de SUVHS5,
junto con CTM3, mantiene la metilacion de H3K9 (Du et al., 2012). Por otro lado, la
sobreexpresion de algunos de los componentes clave en las diferentes rutas del RNAI o
regulacion epigenética proporciona evidencia de que CIRT y CIRP brindan proteccion
frente a la infeccion de PepGMV.
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Figura 25. Modelo especulativo de RDR asociado a siRNAs secundarios. Se observa
como a partir de una cadena sencilla SGS y RDR6 se genera una dsRNA, donde DCL4
genera siRNAs que pueden moverse de célula en célula. Tomado de Hanley-Bowdoin et
al., 2013.

Los resultados obtenidos en la eficiencia de la construccion CIRP, en la disminucion

de la severidad de sintomas y de acumulacién de DNA viral, asi como la sobreexpresion de
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componentes clave de RNAI, muestran claramente que las secuencias homdlogas al virus

retado activan de manera eficiente un mecanismo de silenciamiento de genes a nivel TGS

0 PTGS. Sin embargo, a lo largo de este estudio se ha demostrado que la construccion

CIRT con secuencia heteréloga al virus retado disminuye eficientemente la acumulacion

viral, y activa por diferentes vias a los componentes presentes en el mecanismo de RNAI,

logrando la reduccidn de la infeccion de PepGMV.

9.

X/
L X4

CONCLUSIONES
Se obtuvieron dos construcciones tipo intron hairpin (ihpRNA) usando la secuencia
AC1-IR-AV1 de ToChLPV y PepGMYV; fueron nombradas CIRT y CIRP, las cuales
activan el RNAI.
La evaluacién de la eficiencia de CIRT y CIRP mostré que la severidad de los sintomas
en plantas de N. benthamiana infectadas con PepGMV vy protegidas con CIRP
disminuy6 en 80% y para CIRT los sintomas disminuyeron en 45%.
CIRP y CIRT disminuyeron la acumulacion viral en 99.56% y 95.6 %,
respectivamente. Lo anterior demuestra la eficiencia de las construcciones generadas
en este trabajo.
La comparacion del estudio del transcriptoma en la disminucion de severidad y carga
viral por efecto de CIRT y CIRP, puso en evidencia que la eficiencia de las
construcciones fue por la activacién del silenciamiento génico, ya que se encontraron
sobre regulados genes que codifican para componentes claves en la ruta del RNA..
Aunque la activacion del sistema RNAI puede darse por diferentes rutas, este estudio
muestra que la construccion CIRT que contiene secuencias heter6logas al virus
inoculado utiliza la ruta que activa siRNAs secundarios.
CIRP muestra sobre regulados los componentes via de metilacion de ADN dirigida por
SiIRNAS primarios.
La respuesta defensiva de las plantas al ataque de un patégeno implica cambios en la
transcripcion de numerosos genes. En esta investigacion se observo que se activaron

algunos relacionados con los mecanismos de defensa en las interacciones planta-
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patdégeno, como la respuesta hipersensible (HR), la resistencia sistémica adquirida
(SAR), muerte celular programada, entre otros.
Estos componentes de resistencia seran posteriormente estudiados para relacionarlos

con los del sistema RNA..

PERSPECTIVAS
El presente estudio sienta las bases para futuros trabajos de investigacion que,
seguramente, ayudaran a comprender y demostrar la eficiencia de construcciones con
secuencias heterélogas al virus retado.
El analisis de una correlacion tiempo, severidad de sintomas y carga viral permitira
demostrar si visualmente la planta logra aumentar su recuperacion de los dafios foliares
y mantener resistencia por efecto del RNAI, a través de su diferentes etapas
fenoldgicas.
El estudio de siRNAs generara informacion de gran interés para identificar
componentes necesarios para el proceso RNAI.
El estudio del interactoma (transcriptoma-siRNAs—proteoma) permitira comprender las
interacciones hospedero-patdégeno-RNAI, que a su vez aportaran informacién en la
elucidacion de mecanismos del RNAIi y en la biotecnologia del control de
enfermedades mixtas begomovirales.
En el futuro es recomendable evaluar este sistema en plantas de cultivo de interés

agricola que presentan problemas de enfermedades mixtas begomovirales.
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12. ANEXOS

ANEXO 1
DISENO DE CONSTRUCCIONES

Amplificacion de la region AC1-1R-AV1 con sitios attB

El primer paso fue afadir a los productos de interés, sitios terminales attB, usando

oligonucledtidos que contienen 25pb.

Disefio de primer con adaptadores que amplifican la regién de la IR y el gen AV1.

m Primer sequence {5'-3')

AC1048attB1 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC TGGGTGGRT TDGARRCAT GHGTACATES'
AV494 B2 5'-GGGGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCTGCCYATRTAYAGRAAGCCMAGS'

PAL1v1978attB1  5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAGCAGGCTGCCCACATYGTCTTYCCNGE

PAR1c496attB2  5- AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGGY

Para la amplificacién de los fragmentos de interés se us6 Tag DNA Phusion®

High-Fidelity PCR. La reaccion se lleva a un volumen final de 25 pl.

Solucion Concentracion | Microlitros

H,0 para PCR 17.8

Buffer PCR 1 10X 2.5

MgCl, 50 mM 1

dNTP Mix 10 mM 0.5

Primer de anclaje | 10 uM 1

Primer aleatorio | 10 uM 1

cDNA 1

Taq 0.2
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Las condiciones de amplificacion fueron de un periodo inicial de desnaturalizacion
de 30 segundos, a 98 °C, seguido por 35 ciclos comprendidos por una fase de
desnaturalizacion a 98 °C, durante 10 segundos; una fase de alineamiento a 60 °C durante
30 segundos y una fase de elongacion a 72 °C, durante 30 segundos. Por dltimo, un
periodo final de elongacion a 72 °C, durante 10 minutos. Las amplificaciones se realizaron
en un termociclador Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 97000 y la cantidad e
integridad de las amplificaciones se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa,

al 1%, tefiidos con bromuro de etidio.

Clonacion de AC1-IR-AV1 en el vector de entrada
Una vez obtenidos los productos con terminales attB, se procedi6 a clonarlos en un vector

de entrada que contiene sitios attP, los cuales son reconocidos por la enzima BP clonasa Il.

Reaccion de ligacion para vector de entrada

200-400ng PCR producto

100ng del vector pDONR207

1ul BP Clonase Il

Agua hasta un volumen final de 5pl

Se incubd toda la noche a 25°C, para después afadir 0.5ul Proteinasa K (2ug/ul) e incubar
a 37 °C/15min.

Transformacion

2ul de la ligacion se transformaron en células electrocompetentes DHS5a, para
posteriormente sembrar 150 ul en placas con medio LB, utilizando como antibiotico
gentamicina (50 pg/ml). Se incubaron a 37 °C toda la noche. Se seleccionaron de 5 a 10
colonias para detectar que tuvieran el fragmento de interés por PCR, empleando los
oligonucledtidos especificos. De las colonias positivas se realizo la extraccion de plasmido
empleando el kit de purificacion QIAGEN. De este modo, el vector de entrada puede ser
utilizado en diversas herramientas y aplicaciones biotecnoldgicas. En este trabajo se

empled en vectores de expresion.
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Clonacion al vector de expresion

El vector pH7GWIWG2(I1),0 esta disefiado para la expresion en plantas de cadenas dobles
de RNA, en forma de hairpin (intron hairpin (ihnpRNA), a partir de secuencias de interés
clonadas en vectores de entrada; estos vectores de expresion, al ser agroinfiltrados

temporalmente, desencadenan eficientemente el mecanismo de PTGS (Karimi, 2002).

Reaccion de ligacion

300ng del vector pDONR con el inserto de interés

100ng del vector de destino pH7GWIWG2(11),0

1pl LR Clonasa Il

Agua volumen final de 5pl

Se incub6 toda la noche a 25°C v, posteriormente, se afiadié 0.5l Proteinasa K (2ug/ul) e
incub6 a 37 °C/15min.

Transformacion

2ul de la ligacion se transformaron en células electrocompetentes DHS5a (segin el
protocolo) y 150 pl se sembraron en placas de LB con streptomicina (50 pg/ml), y se
incubaron a 37 °C toda la noche. Se seleccionaron de 5 a 10 colonias para detectar que
tuvieran el fragmento de interés por PCR, empleando los oligonucledtidos especificos. De
las colonias positivas por PCR se realiz6 la extraccion de plasmido, empleando el kit de
purificacion QIAGEN.

pDONR"201 “: = b =

il PDONR"207 \ / S
% 7, % i
=R ;;‘VﬁA“

wn

HIGWWG2(IL0 l .

| (& 2

\ -\

X

Figura 1S. Mapa del Vector pDONOR 201 indicando el sitio de clonacion y el gen de
resistencia a gentamicina. Mapa del vector de expresion pH7GWIWG2(I1),0.
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Comprobacién de las secuencias de interés
El vector de expresion ahora contiene la secuencia de interés en sentido y antisentido, pero
para conocer la orientacion correcta en la que nuestro gen de interés formara la horquilla

(hairping) dentro del vector, se digiere el plasmido con la enzima Xbal.

Reaccion de digestion

1l Buffer 10X
500 ng DNA
0.5 ul Xbal
10 pl Vi{. Agua

Incubar 1.5 horas, a 37°C o toda la noche a temperatura ambiente

Xbal Xbal

attLZ’intron attR1 cedB attR? p355 RB

|

b attRl — ocq4p

Inserto en sentido correcto = 198+263+ inserto
Inserto en sentido incorrecto= 1238+ 263+ inserto

Figura 2S. Secuencia y direccion de los genes del vector de expresion, donde el
corte con la enzima Xbal marca el tamafio correcto del fragmento y la direccion
correcta del mismo.
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ANEXO 2
INSERCION DE LAS CONSTRUCCIONES EN LA PLANTA

Transformacion en Agrobacterium tumefaciens y agro infiltracion
A una alicuota de células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens (200 pl), sin
descongelar, se le afiadié 1 ug de DNA plasmidico o de las construcciones. Se dej6 reposar
5 minutos a 37°C y se le afladié 1 ml de LB para incubarlo por 2 hrs, a 28°C. 150 pl se
inocularon en LB sdlido con los antibidticos correspondientes y se incubaron a 28°C por
48 horas.

Se refresco el cultivo de agrobacterium desde el medio con glicerol a una placa con
LB y los antibidticos correspondientes (la cepa GV2260 de agrobacterium que tiene
resistencia a rifampicina). Se crecio6 de 2-3 dias, a 28°C. Partiendo de esta placa, se puso un
cultivo liquido con LB y los mismos antibiéticos en agitacion constante a 28°C O/N. Al dia
siguiente se centrifugo el cultivo a 4500 rpm, durante 10 min, a 4 °C; ademas se elimino el

sobrenadante y resuspendio el pellet en medio de induccion.

Medio de induccién

MgCI2 10mM 2ml
MES 10mM 2 ml
Acetosiringona 150 uM  300ul
H,O

Total 200 ml

Se ajusto el cultivo a una densidad 6ptica D.O. de = 0.5 a A=600nm, afiadiendo el
medio de induccion necesario. Se dejé induciendo de 3-6 horas a temperatura ambiente.

Cabe sefialar que cada cultivo debe de inducirse de manera independiente.
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ANEXO 3
EXTRACCION DNA (METODO CTAB)

Se pesaron 0.5 gr de tejido fresco y se afiadio 300ul de Buffer CTAB (el CTAB debe estar
a 65 °C y antes de usar, agregar 2% de [-Mercaptoetanol). Se mezcl6 directamente en el
mortero y se alicuotaron 700 ul en tubos eppendorf. Se dejo incubando a 65 °C durante 30
minutos. Se le adiciond igual volumen de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 (700 ul) y
se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos (25 °C). Posteriormente se recuperé el
sobrenadante y se afiadié a cada muestra 1 pl de RNasa | (1U/ul) + 1 pl Buffer 10X.
(RNasa Invitrogen). Se incuban las muestras a temperatura ambiente por 15 minutos.

Despues, para detener la reaccion, se agregd 1 ul de EDTA 25 mM y se incubo a
65 °C durante 10 minutos. Finalizada la incubacidn se transfirieron los tubos a hielo y se
adicion6 igual volumen de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 (100 ul). se debe
homogenizar suavemente por inversién y centrifugar a 13.000 rpm/10 minutos/25 °C.

En esta etapa se unieron todos los sobrenadantes y se transfirieron a un solo tubo
eppendorf (aprox. 400 ul; se adiciond 1 ml de isopropanol (-20 °C), se mezcl6 suavemente
por inversion y se centrifugé a 13.000 rmp/10 minutos/25 °C. Después se elimind el
sobrenadante y se lavd con etanol al 70%, y se centrifugd a 13.000 rpm/10 minutos/25 °C.
El pellet se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 100 ul de mili g. Las

muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 0.8%.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la amplificacion de los fragmentos de interés se us6 Tag DNA Phusion® High-
Fidelity PCR, con los primer degenerados de Wyatt y Brown, (1996), nombrados AC1048-
AV494, que amplifican la region AV1de begomovirus. La reaccion se llevo a un volumen
final de 25 pl.
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Solucion Concentracion | Microlitros

H,0O para PCR 17.8

Buffer PCR 1 10X 2.5

MgCl, 50 mM 1

dNTP Mix 10 mM 0.5

Primer F 10 uM 1

Primer R 10 uM 1

cDNA 1

Taq 0.2

Las condiciones de amplificacion fueron de un periodo inicial de desnaturalizacion
de 30 segundos, a 98 °C, seguido por 35 ciclos comprendidos por una fase de
desnaturalizacion a 98 °C, durante 10 segundos; una fase de alineamiento a 55 °C, durante
30 segundos, y una fase de elongacion a 72 °C, durante 30 segundos. Por ultimo, un
periodo final de elongacion a 72 °C, durante 10 minutos. Las amplificaciones se realizaron
en un termociclador Perkin-Elmer Gene Amp PCR System 97000 y la cantidad e
integridad de las amplificaciones se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio.

ANEXO 4

Extraccién de RNA total (Método TRIZOL)

El tejido ultracongelado de hojas se paso6 a tubos de rosca con perlas de vidrio y porcelana
de distintos tamafios, se les agregd 1 mL de TRIzol, y a cada tubo se le puso
aproximadamente 100 mg de tejido. La mezcla fue homogenizada a 6 m/s por 40 s; el
homogenizado se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min, se tomd el sobrenadante y se paso a
tubos nuevos, a los que se les agregd 200 upL de cloroformo. Consecutivamente, se
agitaron por 15 s y se dejaron reposar 3 min a temperatura ambiente. La mezcla fue
centrifugada a 12,000 rpm por 15 min. Acto seguido, se tomaron ~400 pL de la fase
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acuosa y se pasaron a nuevos tubos, agregando 500 pL de isopropanol frio. Las muestras
se dejaron incubar por 20 minutos a -20 °C y se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min. Se
decanto el sobrenadante y se le agrego etanol al 70% con agua tratada con DEPC. Después,
se centrifugaron a 7,500 RPM por 5 min, se decanto el sobrenadante y los tubos se dejaron
secar ~15 min a temperatura ambiente; los pellets fueron resuspendidos en 50 pL de agua

tratada con DEPC y almacenados a -20 °C.

La visualizacién del RNA total se realiz6 por electroforesis en geles de agarosa
desnaturalizante. El gel de agarosa se prepar6 con 87.2 ml con agua tratada con DEPC, 10
mL de buffer MOPS 10X (0.2 M de MOPS, 20 mM de acetato de sodio, 10 mM de EDTA
pH 8.0). Para un volumen final de 100 ml, se le agrego 1g de agarosa que se fundié a 100
°C. Se dejo enfriar a 60 °C y se le agregaron 4 ml de formaldehido al 37% y 10 uL de
SYBR Safe DNA gel stain 10,000X. Una vez a 40 °C, el gel se coloc6 en un caster con un
peine adecuado y se dejo polimerizar 1 hora. Se tomaron 5 pug de RNA total de cada
extraccion y se ajustd a un volumen de 9 pL con agua mili Q tratada con DEPC. Estas
muestras se dejaron por 15 min a 65 °C en un termobloc, y posteriormente se les agreg6 1
pL de buffer LB Orange G 10X (40% glicerol, 0.25% azul de bromofenol y 0.25% de
xileno de cianol). Una vez pasada la hora, la camara de electroforesis se llen6 con buffer
MOPS 1X instalada sobre un bafio de hielo; el gel se dejo precorrer sin muestras 15 min a
70 V y las muestras se cargaron los 10 pL de preparado. El gel se dejo correr a 40 V por
3.5 horas, hasta que el colorante habia avanzado % del gel, el cual se observé en un

fotodocumentador con luz ultravioleta.

Cuantificacién del RNA y DNA total por métodos espectrofotométricos

El DNA y RNA total se cuantificaron en un espectrofotometro (Nanodrop 1000), mismo
que se ajustd con 1 pL de agua tratada con milig y DEPC, respectivamente. Se
cuantificaron el DNA y RNA total con un factor de 40, colocando 1 uL de muestra, la cual
se leyd a 230 nm, a 260 nm y 280 nm. Finalmente se obtuvieron las relaciones 260/280 y

230/280 para ver la pureza de la extraccion.
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