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Resumen

Los virus fitopatégenos, en conjunto con los otros patégenos que causan enfermedades en
plantas, generan pérdidas de billones de délares anualmente en todo el mundo lo cual conlleva
a problemas econémicos, sociales y de salud principalmente en los paises en vias de desarrollo.
Particularmente los curtovirus afectan a mas de 44 familias de plantas entre los que se en-
cuentran cultivos de interés econémico como tomate, frijol y chile, este tltimo de importancia
cultural y econémica en México al representar la principal economia de algunos estados como
Zacatecas. La diseminacién de insectos vectores, la presencia de cultivos susceptibles y la apa-
ricién de nuevos patégenos que se combinan con los ya existentes hacen que cada vez sea méas
dificil la identificacién a simple vista incluso por expertos en el tema. Desafortunadamente
no existen a la fecha agroquimicos capaces de erradicar estos patégenos por lo cual resulta
necesario caracterizar la sintomatologia provocada por cada virus asi como crear herramientas
que permitan hacer una identificacién de la enfermedad oportunamente.

Con base en lo anterior, en este trabajo se aislé el curtovirus BCTV-PeYD de plantas de
chile colectadas en el municipio de Villa de Cos en Zacatecas y posteriormente se utilizé este
virus para el disefio y construccién de un hemidimero clonado en el vector pBlueScript SK-,
con esta construccion se realizaron ensayos de infeccién mediante la técnica de biobalistica ob-
teniendo 5 plantas sintométicas de las 6 bombardeadas. Las imagenes obtenidas se analizaron
transforméandolas a los espacios de color RGB y HSV de donde se pueden obtener caracteristi-
cas del cambio de coloracién o deformacién foliar aplicando las operaciones necesarias.
También se realiz6 la construccién del hemidimero BCTV-PeYD en el vector binario pCam-
bia y se transformé la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 misma que servird, en el
futuro, para el andlisis de expresién genética.

Palabras clave: virus fitopatégenos, curtovirus, hemidimero, biobalistica, espacios de
color, Agrobacterium tumefaciens.

XVII






Summary

Phytopathogenic viruses, together with the other pathogens that cause plant diseases,
generate billions of dollars of losses annually throughout the world, leading to economic, social
and health problems, mainly in developing countries. Particularly, the curtoviruses affects
more than 44 families of plants, among which are crops of economic interest such as tomatoe,
bean and chili, the latter of cultural and economic importance in Mexico when representing
the main economy of some states such as Zacatecas. The dissemination of insect vectors, the
presence of susceptible crops and the emergence of new pathogens that combine with existing
ones make it increasingly difficult to identify them with the naked eye even by experts in
the field. Unfortunately, actually does not exist agrochemicals capable of eradicating these
pathogens, for which it is necessary to characterize the symptoms caused by each virus as well
as to create tools that allow an identification of the disease in a timely manner.

Based on the above, in this work the BCTV-PeYD curtovirus from chili plants collected
in the municipality of Villa de Cos in Zacatecas was isolated and later this virus was used
for the design and construction of a hemidimer cloned in the vector pBlueScript SK -, with
this construction infection tests were carried out using the biobalistic technique, obtaining
5 symptomatic plants from the 6 bombarded ones. The images obtained were analyzed by
transforming them to the RGB and HSV color spaces, from which it is possible to obtain
characteristics of the change of coloration or foliar deformation by applying the necessary
operations.

The construction of the BCTV-PeYD hemidimer was also carried out in the pCambia binary
vector and the Agrobacterium tumefaciens, strain GV3101 itself was transformed, which will
use, in the future, for the analysis of gene expression.

Key words: phytopathogenic viruses, curtovirus, hemidimer, biobalistic, color spaces,
Agrobacterium tumefaciens.
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Introduccion

El chile es una hortaliza de importancia mundial que pertenece a la familia Solanaceae y
al género Capsicum (Naccarato et al., 2016); Capsicum annuum L. es la especie mas popular
de chile cultivada en todo el mundo debido a que dentro de esta especie se encuentran frutos
picantes y dulces (Kumar et al., 2006), su centro de origen y domesticacién fue Mesoamérica
en México y de ahi se disperso a través del mundo durante la época colonial.

En México, el cultivo del chile ha tenido gran trascendencia econdémica, social y cultural;
su importancia econémica radica en que es un importante producto utilizado en diferentes
sectores industriales. En la industria farmacéutica se usa desde el ano 1937, fecha en la cual el
médico hingaro Albert Szent-Gyorgyi gand el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina por la
deteccién de la vitamina C en un tipo de chile (paprika) y sus efectos antiescorbuticos, aunque
fue desde 1494 que ya se habian descrito, por primera vez, los efectos medicinales del cultivo.
En la industria cosmética se utiliza para la elaboracion de maquillajes gracias a los pigmentos
que se pueden extraer del fruto y con ello obtener colores rojos o rosados para los productos
de belleza; dichos pigmentos también son utilizados en la industria avicola para proporcionar
un color mas amarillo tanto a las yemas de los huevos como a la piel de los pollos (Aguilar-
Rincén et al., 2010; CONAPROCH, 2014). En la cocina es considerado una de las principales
especias debido al aporte de color, sabor y aroma que brinda a los platillos; la versatilidad
que brinda al poder consumirlo en fresco o seco lo hacen un ingrediente indispensable para la
preparacién de alimentos a nivel mundial (Aguilar-Rincén et al., 2010; Jin et al., 2009). La
produccién de chile es de las actividades mas importantes en el pais debido a la gran derrama
econémica que genera, en el ano 2014 se cosecharon 2,732,635.07 toneladas con un valor total
de la produccién de $17,896,024,064.54 (SIAP, 2010).

Por otro lado, el chile junto con el maiz y el frijol, han sido fuente de alimentacién para la
poblacién mexicana por lo cual le da un valor social importante al cultivo. El chile ha formado
parte de la cultura desde épocas antiguas donde era utilizado en algunos aspectos religiosos o
bien como tributo o pago de impuestos junto con otros productos agricolas (Aguilar-Rincén
et al., 2010). Ademds del auge que tiene la utilizacién del chile en la cocina mundial debido
a sus diversidad de usos, para varios estados del pais, el chile es el producto agricola méas
importante debido a la generacion de empleos que éste brinda en el sector rural empleado de
250 a 300 jornales por ano en las diferentes actividades del cultivo, asi mismo activa econémi-
camente otros sectores de la cadena de produccién y comercializacion como los transportistas,
procesadores, proveedores de recursos, prestadores de servicios, entre otros (Robles-Herndndez
et al., 2010).

México se posiciona como el segundo productor de chile en el mundo aportando el 7.4 %
del volumen total mundial (SIAP, 2016), esta hortaliza es la segunda mas producida en el
territorio nacional. Los principales estados productores del pais son:



2 Introduccién

# Estado Volumen (ton)
1 Chihuahua 816,235
2 Sinaloa 601,736
3  Zacatecas 245,763
4 San Luis Potosi 221,914
5  Sonora 130,270
6  Michoacan 119,216
7 Jalisco 117,602
8  Guanajuato 102,273
9  Tamaulipas 64,054
10 Baja California Sur 53,902
Resto 309,376

Total nacional 2,782,341

Tabla 1: Principales estados productores de chile en México. STAP, 2016.

Dentro del mercado nacional, por la forma de comercializacién, el producto se clasifica
en 2 tipos: chiles para consumo en fresco y chiles para consumo en seco; los primeros son lo
que se cosechan verdes y entre ellos destacan el habanero, manzano, serrano, jalapeno, giiero,
hingaro, poblano, pimiento; entre los principales chiles para secado se encuentran el ancho,
guajillo, puya, pasilla y de drbol. Cabe mencionar que algunos tipos de chiles se consumen
tanto en fresco como en seco, tal es el caso del chile poblano (verde) o ancho (seco) (Veldsquez-
Valle et al., 2014). Zacatecas ocupa el primer lugar como productor de chile para secado, con
casi 31,000 hectareas cosechadas (SIAP, 2010).

Al igual que con otros cultivos, la produccion de chile se ve afectada por factores abiéticos
entre los que se encuentran salinidad, erosién del suelo, climas extremos, etc. y por factores
bidticos como plagas, virus, fitoplasmas, bacterias, hongos, etc., los cuales reducen la calidad
en su produccién (Ochoa-Alejo and Ramirez-Malagon, 2001). En particular, los virus son
responsables de causar graves pérdidas en la produccién de cultivos de chile (Lee et al., 2009).

Dentro de toda la gama de virus que existe, los curtovirus (familia Geminiviridae) afectan
a mas de 300 especies de plantas, incluidos cultivos, ornamentales y malezas de al menos 44
familias. Los cultivos mayormente impactados son frijol, chile, espinaca, remolacha azucarera
y tomate (Lam et al., 2009).

Actualmente las infecciones presentes en los cultivos son causadas por 2 o mas patdge-
nos (infecciones mixtas) dificultando el diagndstico a simple vista inclusive haciendo que los
sintomas se parezcan cada vez mas entre diferentes patogenos, siendo el diagndstico molecu-
lar la herramienta mas utilizada para elucidar los agentes causales. Por lo tanto, definir la
sintomatologia especifica de cada patégeno resulta crucial para la sanidad vegetal del estado.

A pesar de los esfuerzos realizados para contener a los geminivirus y sus insectos vectores,
las enfermedades causadas por estos agentes se estdn volviendo mas frecuentes inclusive apa-
reciendo en regiones que antes estaban libres de dichas enfermedades (Varma and Malathi,
2003). Lamentablemente, las técnicas para eliminacién de virus en plantas son nulas, por lo
cual resulta de gran importancia el estudio de los mismos para desarrollar herramientas que
ayuden a su prevencion y posible control.

Las técnicas de diagnéstico en enfermedades de plantas més empleadas actualmente pre-
sentan ciertas desventajas al requerir equipos y reactivos costosos y sofisticados, personal



calificado para el manejo y una de las principales limitantes es el tiempo para obtener resul-
tados, lo cual resulta crucial a la hora de tomar decisiones para combatir una enfermedad.
Con base en lo anterior el procesamiento digital de imagenes se esta consolidando como una
herramienta rapida y confiable para la deteccién y cuantificacién de enfermedades que afectan
a los cultivos de interés econémico (Contreras Medina, 2012; Gonzdalez Pérez, 2014).

Es por eso que el objetivo del presente trabajo fue identificar y aislar, mediante técni-
cas moleculares, los curtovirus que afectan al cultivo de chile para secado en Zacatecas y a
partir de los genomas aislados, disenar un hemidimero que permita caracterizar bioldgica y
filogenéticamente al menos un virus.

Planteamiento del problema

En Zacatecas, el cultivo del chile representa una parte importante tanto a nivel econémico
como cultural siendo uno de los principales generadores de empleo en los campos agricolas.
Sin embargo, esta solandcea esta expuesta a enfermedades virales muy diversas, las cuales im-
pactan negativamente en la productividad de los campos e invernaderos comerciales afectando
la economia de los productores.

Pese a su importancia e incidencia relativamente alta en ciertas regiones agricolas del esta-
do, a la fecha se conoce muy poco de los virus que comiinmente afectan cultivos como el chile,
jitomate, frijol y otras hortalizas cultivadas en la entidad, provocando pérdidas econdmicas
grandes pero de las que no se tiene ningin estimado al presente.

Las técnicas de eliminacion de virus son practicamente nulas al no existir agroquimicos
capaces de controlar o erradicar las enfermedades causadas por estos agentes, dejando como
Unica estrategia de control el diagnéstico oportuno de la infeccién viral. Aunado a ésto, los
métodos de diagndstico existentes resultan tardados, costosos, destructivos y poco practicos
en campo.

Toda estrategia de control y prevencion de infecciones virales, depende de conocer la
identidad de los agentes causales de una enfermedad especifica y su capacidad infectiva, pues
entre mas conocimiento se tenga del fitopatégeno y las afectaciones que éste produce, més
datos claves se tendran para disenar e implementar nuevas estrategias que a futuro permitan
combatir la enfermedades causadas por virus como los curtovirus.

La comercializacién de explantes infectados, el aumento de areas con monocultivos, au-
mento en el rango de hospederos susceptibles a infecciones virales, el uso inadecuado de
insecticidas, la falta de técnicas de diagnodstico apropiadas, etc. contribuyen a la diseminacion
de virus a través de nuestro pais.

Justificacion

Los estudios sobre infecciones virales en cultivos de alta rentabilidad son muy escasos. El
creciente numero de curtovirus y enfermedades agricolas asociadas con su presencia en nuestro
pais, crea la necesidad de disenar mejores técnicas de diagnéstico molecular que hagan factible
el aislamiento y caracterizacion biolégica de los mismos, aun cuando se encuentren formando
parte de una infeccién mixta.



4 Introduccién

Utilizar una variedad de técnicas diagnésticas rapidas y basadas en la técnica de PCR,
disenadas para amplificar e identificar la presencia de infecciones causadas por curtovirus,
ademads de iniciar con el analisis sobre la capacidad infectiva y las afectaciones que producen
los curtovirus en los cultivos de chile presentes en el estado de Zacatecas, permitird un gran
avance en el area de diagnodstico molecular de virus.

Las desventajas presentadas por los métodos de diagnéstico viral hacen necesario disenar
herramientas tecnoldgicas, tales como el procesamiento digital de imagenes, que posibiliten la
identificacion y cuantificacion de enfermedades virales en tiempo real y en las zonas geografi-
cas afectadas, permitiendo con ésto un manejo rapido y adecuado de la enfermedad.

[ ] Vd [ ]
Hipotesis
El uso de clonas infectivas basadas en hemidimeros virales facilita la caracterizacion

biolégica de los curtovirus y permite la obtencion de imagenes para la generaciéon de una
base de datos de la sintomatologia para cada uno de ellos.

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar biol6gicamente al menos un curtovirus que afecte al cultivo de chile en Zaca-
tecas mediante el diseno y uso de hemidimeros.
Objetivos especificos

= Identificar y colectar plantas de chile enfermas que presenten una sintomatologia carac-
teristica de infeccién por curtovirus.

= Aislar e identificar por la técnica de PCR mediante el uso de iniciadores universales a
los curtovirus presentes en las muestras analizadas.

= Diseniar y generar la construccién de clonas infectivas que contengan hemidimeros del o
los curtovirus aislados durante el presente trabajo.

= Caracterizar biolégicamente al o los curtovirus aislados utilizando plantas de Nicotiana
benthmiana mediante la técnica de biobalistica.

= Transformar la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 con el o los hemidimeros
obtenidos a partir de los curtovirus aislados.

= Evaluar la aparicién de sintomas y confirmar por PCR la infeccién causada por el o los
curtovirus utilizados en las plantas de N. benthamiana.

= Crear una base de datos con las imagenes obtenidas de la sintomatologia observada para
cada curtovirus.



CAPITULO

Antecedentes

1.1 Métodos de diagnostico de virus en plantas

Se cree que la primera referencia sobre la presencia de un geminivirus fue descrita en el
ano 752 DC en un poema hecho por la emperatriz japonesa Koken, en el cual se referia a la
apariencia de una hoja que presentaba una coloracién amarilla, la cual se asemeja al mosaico
amarillo tipico de geminivirus (Saunders et al., 2003).

Si bien, la primera técnica para la deteccion de virus fue la simple observacién de los
sintomas era muy facil confundir dicha sintomatologia con otros problemas de la planta como
infeccién por otros patégenos, deficiencias nutricionales, respuesta a condiciones ambientales,
etc. Debido a las complicaciones de la simple observacion se pasé al diagndstico con microsco-
pio, esta técnica permite, mediante la observacién de inclusiones, ubicar la patologia presente;
las técnicas mas utilizadas son microscopia éptica en donde se hace una observacion de la
muestra sélo haciendo cortes y la técnica de microscopia electrénica donde se tifien las mues-
tras para su observacién o la utilizacion de antisueros especificos para la captura selectiva del
virus (microscopia electrénica inmunoabsorbente, ISEM por sus siglas en inglés); sin embargo,
los equipos utilizados son costosos y se necesita la capacitacién de técnicos para el manejo
adecuado de las muestras (Gonzélez Arias et al., 2002; Roberts et al., 1984; Soto et al., 2005;
Veldsquez-Valle et al., 2014).

Posteriormente se utilizaron técnicas serolégicas para la deteccién de virus. Una de las més
utilizadas es la prueba de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Durrin et al., 2010;
Heydarnejad et al., 2007) basada en la unién covalente de enzimas con anticuerpos especificos,
conservando las propiedades cataliticas de las enzimas; las variantes de esta técnica son: el
método de ELISA indirecto, el método directo de doble anticuerpo tipo sindwich (DAS-
ELISA) y una variante de esta ultima prueba es el triple anticuerpo tipo sandwich (TAS-
ELISA) (Robles-Herndndez et al., 2014). Sin embargo, la produccién de antigenos virales
especificos se enfrenta con problemas técnicos que los hace dificiles de producir. Otras de las
técnicas utilizadas se basan en la hibridacién del ADN viral utilizando una sonda de ADN
radioactiva que reconoce por complementariedad de bases al ADN problema unido a una
membrana de nylon, después se realiza una autoradiografia de la membrana y se establece si
la sonda se uni6é al ADN de interés y comprobando si existe o no una infeccién causada por
virus (Soto et al., 2005; Veldsquez-Valle et al., 2014).

A finales de los anos 80’s aparecié una técnica molecular conocida como reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) la cual consiste en generar una gran cantidad
de copias de un fragmento de ADN a partir de pequenias muestras de tejido fresco, seco
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o liofilizado, un requisito fundamental para que la reaccion se lleve a cabo es disponer de
fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla que son complementarios a los extremos del
fragmento a amplificar, estos fragmentos se conocen como cebadores o primers; ademas, se
estandarizan variantes como la temperatura, concentracién de inoes de Mg?*, ADN polimerasa
termo-resistente, etc. (Robles-Herndndez et al., 2014; Veldsquez-Valle et al., 2014). Hasta hoy
en dia es de las técnicas méas utilizadas para el diagnéstico molecular de virus alrededor del
mundo (Heydarnejad et al., 2007; Lam et al., 2009; Reveles-Torres et al., 2012; Velasquez-Valle
et al., 2012b).

Debido a que las técnicas serolégicas y moleculares presentan desventajas al no reali-
zar andlisis in situ, ser destructivas o no presentar resultados en tiempo real, métodos de
diagnéstico como el andlisis digital de imagenes estdn siendo utilizados como alternativa pa-
ra la identificacién de enfermedades virales y bacterianas asi como la cuantificaciéon de los
sintomas provocados por dichos patdgenos tales como necrosis, clorosis, mosaicos, manchas
blancas y deformacién foliar (Contreras Medina, 2012; Gonzélez Pérez, 2014); este método
resulta ventajoso al no requerir equipos costosos ni personal capacitado para su uso, ademas
puede realizar diagnosticos en campo los cuales proporcionan informacién para hacer acciones
correctivas de manera oportuna.

1.2 Métodos de infeccion por virus en plantas

Aunque la transmision de virus a través de insectos era la forma natural de propagacién
de estos patogenos, surgié la necesidad de buscar otros métodos de infecciéon para analizar
la respuesta de la planta al ser infectada y la sintomatologia especifica que este huésped
presentaba.

Para la infeccion de plantas con virus sin la utilizacién de vectores, se ha recurrido a la
técnica de clonacién molecular, una de las herramientas mas utilizada en el drea de ingenieria
genética por la facilidad que presenta para el anélisis de cualquier genoma. Esta técnica consta
de varias etapas: primero se aisla, fragmenta y amplifica el ADN del organismo de interés;
después se hace la unién de los fragmentos del ADN amplificado en un vector de clonacién el
cual permite la recombinacion del ADN foraneo en un sitio de restriccién que corta al vector
pero no afecta su replicacién; por ultimo, se introduce el ADN clonado (clona infectiva) en un
organismo receptor (Robles-Hernéndez et al., 2014). La introduccién de las clonas infectivas
a la planta huésped se puede hacer por diferentes métodos de inoculacién.

La inoculacién de virus de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens (agroinocu-
lacién) fue reportada por primera vez por Grimsley et al. (1987), la cual fue utilizada para
infectar plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas con el ADN clonado en un vector binario
(Briddon et al., 1989). Durante la transformacién de plantas por Agrobacterium los genes
de virulencia codificados por el pldsmido Ti (tumor inducing) son inducidos por compuestos
excretados por heridas en tejidos de la planta. Como consecuencia, el T-DNA, un fragmento
del pldsmido delimitado por secuencias fronterizas de 25 pares de bases (pb) de longitud, se
transfiere a las células de la propia planta donde se integra en el ADN nuclear; cualquier
ADN que se encuentre entre las secuencias fronterizas es transferido también a las plantas. Si
el T-DNA contiene genomas de virus o viroides parcial o completamente duplicados, pueden
escapar copias del genoma del virus y, al menos para las combinaciones competentes de virus-
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hospedero, replicarse y propagarse sisteméticamente (Grimsley et al., 1987); sin embargo, las
dos mayores desventajas de este procedimiento es que las plantas necesitan un largo periodo
de tiempo para recuperarse y expresar sintomas después de la inoculacion y la segunda es el
tiempo que se necesita para el diseno y construccién del vector recombinante que contenga el
fragmento de interés (Garzén-Tiznado et al., 1993).

Posteriormente surgié otro método de infeccién sin la necesidad de usar bacterias como
vehiculo para ingresar a la planta, la inoculacion por biobalistica en la cual se introducen acidos
nucleicos a las plantas. En esta técnica microproyectiles (usualmente pequenas particulas de
tungsteno), cubiertos con el ADN (clonado en un vector) a inocular, se dirigen a plantas
intactas, en una cadmara de vacio, impulsada por una gas comprimido, usualmente helio; estos
microproyectiles pueden atravesar las paredes celulares y membranas e ingresar en las células
vegetales intactas sin matarlas. Aunque la técnica es muy eficiente, se requiere de equipo muy
especializado el cual es muy costoso, dificil de construir y muy incémodo. Otra desventaja
que presenta es que las plantas inoculadas tienen que ser lo suficientemente pequenas para
entrar en la cdmara de vacio (Garzén-Tiznado et al., 1993; Guenoune-Gelbart et al., 2010;
Klein et al., 1987).

Debido a las desventajas que presentan los métodos de agroinoculacién y biobalistica,
surgié otro método menos engorroso y que sélo necesita de ciertas consideraciones como la
fase foliar apropiada, la cantidad adecuada de ADN y la combinacién planta-hospedero, esta
es la técnica de abrasién. Este procedimiento consiste en erosionar las hojas de la plantas que
seran inoculadas con un material abrasivo (carborundum, también se puede usar polvo de
vidrio), posteriormente se agrega una solucién de agua con el ADN (clonado en un vector)
y se distribuye en las hojas blanco para inocular las planta (Ascencio-Ibanez and Settlage,
2007).

Algunos estudios donde se combinan estas técnicas se describen a continuacion.

Se han realizado clonas infectivas con diferentes virus de la familia Geminiviridae. Existen
reportes de clonas hechas con un geminivirus distinto a los conocidos Eragrostis curvula streak
virus (ECSV) con un vector de clonacién binario (Bernardo et al., 2013).

La creacién de clonas infectivas utilizando vectores binarios se ha realizado con becurto-
virus (BCTIV) (Eini et al., 2016) y con diferentes begomovirus (TYLCV, CaLCuV, TGMYV,
PHYVV y PepGMYV) realizando la agro-inoculacion de la clona mediante infiltracién sin jerin-
ga (Bang et al., 2014; Jin et al., 2012) o mediante agro-abrasién de las hojas (Ascencio-Ibanez
and Settlage, 2007) en la cual, la clona infectiva fue diseniada en forma de hemidimero.

En cuanto a las clonas infectivas con curtovirus, se tienen disenos basados en dimeros con
los virus SSCTV y SCTAV (Hernandez-Zepeda et al., 2013) y el par de virus BSCTV y
BMCTYV (Sedano et al., 2012), ambas clonas siendo agro-inoculadas por infiltracién.

Se han reportado clonas infectivas con los curtovirus BCTV y BSCTYV utilizando dife-
rentes vectores como el pGEM-T Easy y agro-inoculando en plantas de chile (Creamer et al.,
2005) o el vector binario pCGN1547 y probando su virulencia en algunas cucurbitédceas tales
como melén, calabacita y sandia (Chen and Gilbertson, 2009).

Otros trabajos se han realizado con diferentes tipos de curtovirus como el SCTV en
combinacién con el vector binario pMON521 (Baliji et al., 2004) o el curtovirus BMCT'V con
el vector binario PVCCbin 19 (Chen et al., 2010), con dicha clona se agro-inocularon por
infiltraciéon N. benthamiana y Capsella bursapastoris.






CAPITULO

Marco tedrico

2.1 Virus fitopatogenos

Los virus son particulas infecciosas que acttian como parasitos celulares obligados y es-
pecializados ya que modifican el mecanismo celular de su hospedero para autorreplicarse y
de esta manera prevalecer (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001). Necesitan de célu-
las vivas para su multiplicacién por lo cual no matan a su hospedero de forma directa pero
desvian el metabolismo para su beneficio provocando que el hospedero enferme; en el caso
de las plantas la sintomatologia causada va desde cambios en la coloracion, necrosis hasta la
muerte (Sepilveda R. et al., 2011).

Se consideran agentes patégenos cuyo genoma puede estar codificado en moléculas de DNA o
RNA y pueden ser monocatenarios (cadena sencilla) o bicatenarios (cadena doble); el genoma
puede ser lineal o circular y puede ser monopartita (estar contenido en una sola molécula) o
multipartita (contenido en varias moléculas). Casi todos los organismos unicelulares y pluri-
celulares pueden ser infectados por virus (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001).
Existe una gran cantidad de virus que afectan plantas y por ende causan cuantiosos dafios a
los cultivos. El registro mas antiguo de una infeccién viral se encuentra en una publicacién
de 1576 en donde se describia un amarillamiento en las flores de los tulipanes, aunque en ese
tiempo no se reconocié como tal y los moteados que presentaban las flores eran mas bien
considerados como un beneficio para su venta (Garcia Neria et al., 2010).

Los virus de plantas pueden ser transmitidos por diferentes vias, pero estos agentes guardan
una relacién estrecha con los insectos al usarlos como vectores, tal es asi que muchos virus
dependen enteramente de los insectos para ser transmitidos de plantas enfermas a sanas, este
tipo de infeccién es el de mayor incidencia y eficacia (Fraenkel-Conrat and Williams, 1955).
Dentro de los virus de plantas, el 90 % poseen genomas de RNA mientras que sélo el 10 %
posee genomas de ADN. Los virus de ARN tienen su ciclo de replicacién en el citoplasma
mientras que los de ADN lo tienen asociado al nicleo, de esta misma manera los virus de
ARN tienen mecanismos de regulacién diferentes a los de las plantas mientras que los de
ADN muestran mecanismo similares a los vegetales (Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante,
2001).

Dentro de los virus de ADN se encuentra la familia Geminiviridae, constituida por virus
patégenos de plantas que afectan a gran niimero de cultivos alrededor del mundo ocasionando
numerosas pérdidas econdémicas.
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2.2  Geminivirus

Los geminivirus (familia Geminiviridae) son el segundo grupo de virus mas grande de
plantas, estan compuestos por 1 o 2 moléculas circulares de ADN de cadena sencilla que
contienen de 2600 a 3000 nucleétidos. Su nombre se debe a la morfologia de sus particulas
(gemini = gemelos), las cuales tienen la apariencia de dos poliedros regulares idénticos unidos
lateralmente por una de sus caras (Loconsole et al., 2012; Torres-Pacheco et al., 1996).
Estos virus han estado afectando cultivos de interés econémico y son la mayor amenaza para
los paises en desarrollo en las regiones del trépico y sub-trépico del mundo (Rey et al., 2012).
Infectan cultivos de importancia econdémica como casava, maiz, chile, tomate, frijol, entre
otros, causando importantes pérdidas econdémicas en todo el mundo (Bernardo et al., 2013).
De acuerdo a la clasificacién taxonémica de Varsani et al. (2014b), la familia Geminiviridae
se divide en 7 géneros de acuerdo a su rango de hospederos (mono o dicotiledéneas), su
insecto vector (chicharrita o mosquita blanca) y su organizacién genémica (mono o bipartita)
(Vega-Arreguin and Rivera-Bustamante, 2001); estos géneros son:

= Becurtovirus: tienen un genoma monopartita y estan constituidos por dos especies, su
virus tipo es el Beet curly top Iran virus (BCTIV), infectan plantas dicotiledéneas y son
transmitidos por chicharritas.

= Begomovirus: su genoma puede ser mono o bipartita, su virus tipo es el Bean golden
yellow mosaic virus (BGYMYV), infectan plantas dicotiledéneas y su insecto vector es la
mosquita blanca.

= Curtovirus: poseen un genoma monopartita, su virus tipo es el Beet curly top virus
(BCTV), s6lo infectan plantas dicotiledéneas y son transmitidos por chicharritas.

= KEragrovirus: su genoma es monopartita, su virus tipo y tnica especie es Eragrostis cur-
vula streak virus (ECSV), infectan plantas dicotiledéneas y el insecto que los transmite
es la chicharrita.

» Mastrevirus: tienen un genoma monopartita, su virus tipo es el Maize streak virus
(MSV), infectan tanto a plantas mocotiledéneas como dicotiledéneas, son transmitidos
por chicharritas.

= Topocovirus: poseen un genoma monopartita, su virus tipo y inico miembro es Tomato
pseudo curly top virus (TPCTYV), infectan plantas dicotiledéneas y son trasnmitidos por
cicharritas.

= Turncurtovirus: tienen un genoma monopartita, su virus tipo es Turnip curly top virus
(TCTYV), infectan plantas dicotiledéneas y su insecto vector es la chicharrita.
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2.3  Curtovirus

Los miembros de este género pertenecen a la familia Geminiviridae, presentan genomas
monopartitas circulares de cadena sencilla (ssDNA) de aproximadamente 3.0 Kb encapsulados
en particulas gemelas icosaédricas (Figura 2.1), infectan plantas dicotiledéneas y son transmi-
tidos por la chicharrita de la remolacha ( Circulifer tenellus Baker) (Chen et al., 2010; Creamer
et al., 2005), su transmisiéon mecdanica o por semilla es my dificil (Bennett, 1971). Aunque su
diversidad es pequena en comparacion con otros géneros pertenecientes a los geminivirus,
afectan a mas de 300 especies de plantas pertenecientes a 44 familias de las cuales infectan
cultivos horticolas, ornamentales y malezas. Los cultivos de interés econémico mas afecta-
dos son frijol comin (Phaseolus vulgaris), chile (Capsicum annuum L.), espinaca (Spinacia
oleracea), betabel (Beta vulgaris L.), tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) y numerosas
cucurbitdceas incluyendo melén (Cucumis melo), chayote (Sechium edule), calabaza (Cucur-
bita pepo) y pepino (Cucumis sativus) (Bennett, 1971; Harveson, 2015).

Figura 2.1: Micrografia electrénica de las particulas geminadas del virus de la punta rizada. Con flechas
bancas se sefialan las particulas que se encuentran agrupadas y con flechas negras las particulas individuales.
Fuente: Harveson (2015).

Dentro de la sintomatologia que provocan estos virus se encuentran enanismo (en algunas
especies se acompana de amarillamiento), enchinamiento, rizado o torcedura de las hojas y
tumefaccion y distorsién de las venas. La severidad de los sintomas varia con la virulencia del
virus y la susceptibilidad del hospedero (Bennett, 1971).

De acuerdo con Varsani et al. (2014a), la clasificacién taxonémica de los curtovirus incluye
3 especies, las cuales son: Beet curly top virus (BCTV) el virus tipo de este género, Spinach
severe surly top virus (SpSCTV) y Horseradish curly top virus (HrCTV).

2.3.1 Historia de los curtovirus

El conocimiento sobre la aparicién de los curtovirus no es del todo clara ya que se con-
fundian los sintomas que provocaban estos virus con otras enfermedades y desordenes. De
acuerdo con Townsend (1908), en el reporte del Departamento de Agricultura de los Esta-
dos Unidos (USDA por sus siglas en inglés), se observaron distintos casos de enfermedades
causadas por curtovirus en plantios de remolacha antes de 1888 en Nebraska.
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En 1897, George Austin reporté severas pérdidas para la empresa Utah Sugar Company a
causa de los curtovirus. Se siguieron reportando extensas pérdidas en California en el ano 1899
y al ano siguiente la enfermedad fue reportada en todos los estados del occidente de Estados
Unidos en donde se cultivaba remolacha azucarera. Desde 1900 ya se tenia presencia de la
enfermedad en campos de remolacha azucarera y otros cultivos en areas extensas y separadas
del occidente de Estados Unidos, lo cual sugiere que la enfermedad ya estaba ampliamente
distribuida antes de ser reconocida pro primera vez como una enfermedad distinta a otras ya
existentes (Bennett, 1971; Harveson, 2015).

Fue en el ano de 1905 cuando Ball sospechaba de la relacién entre la alimentacion de la
chicharrita de la remolacha con la propagacién y desarrollo de la enfermedad del rizado de la
punta de la hoja, sin embargo, la aparicion de la enfermedad no se atribuia a ninguna entidad
viral o patégena. Fue hasta 1915 que P. A. Boucquet y W. J. Hartung establecieron la relacién
entre el virus y el vector de manera irrefutable; ellos mostraron que cuando las chicharritas
se alimentaban de remolachas con sintomas de la punta rizada, estos sintomas aparecian en
remolachas previamente sanas, lo cual sugirié fuertemente una etiologia viral; sin embargo,
fue hasta los anos 70’s que la identidad del patégeno se establecié formalmente (Harveson,
2015).

La baja concentracién del patdégeno en plantas infectadas dificultaba el aislamiento y
purificacién, por lo tanto, fue hasta 1974 que se aislé un virus de tabaco y se mostré que
adoptaba una morfologia de particulas geminadas caracteristica de infeccién por geminivirus.
Los componentes virales genémicos fueron eventualmente clonados de aislados virales de ADN
de plantas de remolacha azucarera y caracterizados por secuenaciacién en 1986. Los estudios
de infectividad usando los componentes gendémicos clonados y su transmisién por C. tenellus
confirmaron que la enfermedad del rizado de la hoja era causada por el curtovirus Beet Curly
Top Virus (BCTV) (Stanley, 2008).

2.3.2 Distribucion geografica

En las zonas aridas y semiaridas del occidente de los Estados Unidos es donde més se ha
monitoreado la enfermedad de la punta rizada causada por curtovirus ya que en estas regiones
el vector C. tenellus se ve favorecido. En el ano de 1955 dos curtovirus fueron detectados en
remolacha azucarera en los estados de California, Colorado, Idaho, New Mexico, Oregon,
Washington, Wyoming y Texas.

De acuerdo con Bennett (1971), la enfermedad de la punta rizada fue reportada en 1955
en el cultivo de jitomate en Puerto Rico por Adsur. En Costa Rica la misma enfermedad era
m&s o menos comun en jitomate por el afio de 1961, segun reporté Rodriguez. No se habia
determinado si la enfermedad en estas areas era causada por el virus de Norte América o por
un virus de Sudamérica que causaba la misma enfermedad.

Cerca de Eskisehir, Turquia, la enfermedad de la punta rizada fue encontrada en remolacha
azucarera en 1955. Kheyri y Alimoradi reportaron la misma enfermedad bastante generalizada
en Iran en 1969.

Heydarnejad et al. (2007), reportaron la presencia de un nuevo curtovirus presente en
diferentes regiones del sudeste, sur y centro de Iran el cual fue aislado de vegetales y malezas.
Otro nuevo curtovirus, el pepper yellow dwarf virus (virus del amarillamiento y enanismo del
chile) fue descrito por Lam et al. (2009) en Nuevo México infectando chile y malezas cercanas
a dicho cultivo.
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Una variante de Beet Severe Curly Top Virus (BSCTV) es asociada con la enfermedad de
la punta rizada presente en la cuenca del Mediterraneo, lo cual implica un origen comun para
los virus del Viejo y Nuevo Mundo. Experimentos indican que las poblaciones de chicharrita
en ambas partes del mundo estan estrechamente relacionadas, aunque la diversidad genética
es mucho més grande en el viejo mundo que en los Estados Unidos. Junto con el hecho que la
remolacha azucarera es nativa de Europa, se ha sugerido que la enfermedad se originé en el
viejo mundo y fue introducida a EE. UU. desde la cuenca del Mediterraneo como resultado
de la introduccién de plantas infectadas acompanadas de insectos virulentos (Bennett, 1971;
Stanley, 2008).

Los curtovirus en México

La distribucién de los curtovirus en México no estd dilucidada completamente ya que
existen pocos reportes referentes a la presencia de estos patégenos en el territorio mexicano.
A pesar de la proximidad de nuestro pais con zonas infectadas por curtovirus, fue en el afio
2008 cuando se publicé el primer reporte de Beet mild curly top virus (BCTV-MId) infectando
chile en el Norte-Centro de México, especificamente en Aguscalientes y Zacatecas (Velasquez-
Valle et al., 2008).

En el ano 2011, se reporté la presencia de Beet severe curly top virus (BCTV-SvrPep)
en la zona sur-central del estado de Chihuahua infectando chile jalapeno (Robles-Hernandez
et al., 2011). Veldsquez-Valle et al. (2012a) reportaron la presencia de Beet mild curly top
virus (BCTV-MId) infectando frijol en campos de cultivo de Zacatecas.

En el drea Norte-Centro de México, se han detectado infecciones mixtas causadas por
la combinacién de begomovirus y curtovirus (Reveles-Torres et al., 2012). También se ha
reportado la presencia de Beet mild curly top virus (BCTV-MId) y su insecto vector C. tenellus
en malezas durante el invierno en esta misma regién (Veldsquez-Valle et al., 2012b).

2.3.3 Organizacién genémica

Los curtovirus poseen un genoma circular de ADN de simple cadena encapsidado en dos
particulas gemelas de aproximadamente 20x30 nm y tiene alrededor de 3,000 nucleétidos.
Su genoma codifica siete genes conservados distribuidos en el sentido del virién (V) y en el
sentido complementario (C), separados por una regién intergénica (IR) de aproximadamente
450 pb que contiene el origen replicacién (Ori). Un motivo nanonucledtidico (TAATATT /AC)
es altamente conservado en los geminivirus y se localiza en la IR, esta secuencia es capaz de
formar una horquilla con las secuencias de repeticion invertidas. Las secuencias de repeticion
cortas, denominadas iterones, ocurren rio arriba de la horquilla (Figura 2.2) (Hormuzdi and
Bisaro, 1995; Stanley, 2008).
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Figura 2.2: Genoma representativo de curtovirus donde se muestran los siete genes que lo componen asi como
la regién intergénica. Fuente: Stanley (2008).

En el sentido de la cadena complementaria se encuentran 4 marcos abiertos de lectura
(ORFs por sus siglas en inglés) los cuales se considera son requeridos durante las primeras
etapas de la infeccién y que codifican la proteina asociada con la replicacién (Rep) requerida
para la iniciacién de la replicacion viral y para alterar el ciclo celular del hospedero (codificada
por C1), una proteina potenciadora de la replicacién (REn) (codificada por C3) y dos proteinas
que contribuyen a la patogenicidad viral (codificadas por C2 y C4) (Gutierrez et al., 2004;
Stanley, 2008). Especificamente C2 codifica para la proteina TrAP la cual actia inhibiendo el
mecanismo de silenciamiento del huésped que se activa cuando se presenta una infeccion viral,
provoca mayor susceptibilidad al ADN o ARN viral y dicha susceptibilidad se le atribuye a
la interaccién del ORF C1 con quinasas celulares (Baliji et al., 2007). E1 ORF C4 codifica la
proteina del mismo nombre determinante de la patogenicidad, la cual esta involucrada en la
produccion de sintomas y en el movimiento del virus de una célula a otra (Teng et al., 2010;
Veldsquez-Valle et al., 2014).

En el sentido del virion se encuentran 3 ORFs: V1, V2 y V3 que codifican proteinas
requeridas en etapas tardias de la infeccién. La proteina de la cédpside (CP) (codificada por V1)
estd altamente conservada entre los curtovirus y es necesaria para la formacién de viriones y
para la infeccid sistémica del huésped; ademas, es el principal determinante de la especificidad
del insecto vector para la transmisién de planta a planta (Briddon et al., 1989). Los ORF's
V2 y V3 son tnicos para los curtovirus; la proteina V2 (codifica por V2) regula los niveles de
ADN de cadena doble y sencilla, mientras que el ORF V3 codifica la proteina del movimiento
(MP) que facilita el movimiento del virus entre las células (Figura 2.3) (Hormuzdi and Bisaro,
1995; Stanley, 2008).



2.3 Curtovirus 15

Figura 2.3: Organizacién y sentido de los 7 ORF's que componen el genoma de los curtovirus. Fuente: Gutierrez
et al. (2004)

2.3.4 Replicacion

De acuerdo con Stanley (2008) la replicacién de los curtovirus se lleva a cabo por medio
de dos estrategias: por el mecanismo del circulo rodante y por el mecanismo de replicacion
dependiente de la recombinacién. Durante la replicacion, Rep interactiia con los iterones
localizados en la IR e introduce una mella en la cadena del sentido del virién del ADN de
doble cadena (dsDNA) entre la secuencia nanonucleétidica (TAATATT /AC).Por analogia con
la estrategia de replicacién de los begomovirus, Rep luego forma un enlace covalente con el
extremo 5’ de la mella en la cadena del sentido del viriéon. Sin embargo, como Rep no tiene
actividad polimerasa, el extremo 3’ debe ser extendido por una polimerasa huésped. Toda la
longitud de la hebra naciente es cortada y relegada por Rep para producir ADN circular de
cadena sencilla el cual puede volver a entrar al ciclo de replicaciéon o puede ser encapsidado.

Generalmente se considera que la replicacion dependiente de recombinacién ocurre después
que la replicacién por circulo rodante en el ciclo de infecciéon; mediante este mecanismo un
subproducto de ADN de cadena sencilla es recombinado con secuencias homologas dentro de
un modelo circular o multimérico de ADN de doble cadena para iniciar la replicacién, un
proceso mediado por una proteina de recombinacién y frecuentemente desencadenado por la
ruptura de la doble cadena. Falta establecer qué proteinas viricas, si las hay, contribuyen a
este proceso, aunque es posible que la actividad helicasa de Rep participe en ambas estrategias
de replicacion.

2.3.5 El vector: Circullifer tenellus Baker (Homoptera: Cicadellidae)

Las chicharritas saltadoras ( Circulifer tenellus) son insectos pequenos de aproximadamente
3.1 a 3.5 mm de longitud y 1 mm de ancho, son miembros de la subfamilia Deltocephalinae
pertenecientes a la familia Cicadellidae (Figura 2.4) (Bennett, 1971; Creamer et al., 2003).



16 Capitulo 2

Figura 2.4: Chicharrita saltadora (Circulifer tenellus). Fuente: Stanley (2008)

Estos insectos tienen 3 fases de desarrollo: huevo, ninfa y adulto; se piensa que las ninfas
adquieren los virus de malezas perennes anuales, cuando estos huéspedes se secan a mediados
y finales de la primavera, los adultos virulentos de chicharritas emigran a otras dreas agricolas
donde transmiten los virus a cultivos o malezas (Chen et al., 2010; Veldsquez-Valle et al.,
2014). Son muy activos a altas temperaturas en climas dridos y semidridos; varian de color
dependiendo de cada individuo y de la época del ano. Se alimentan de la savia contenida en
las plantas localizandola gracias a su capacidad de detectar los gradientes de pH diferenciando
al parénquima acido del floema alcalino. Aunque la picadura del insecto como tal no causa
ningin dafo significativo a la planta, la capacidad de transmitir virus lo convierten en una
amenaza para los cultivos (Bennett, 1971; Veldsquez-Valle et al., 2014).

La interaccion entre el virus y el insecto vector comienza cuando a chicharrita se alimenta
de una planta infectada con curtovirus y este patdgeno es ingerido, los viriones pasan a través
del canal alimenticio y llegan al tracto digestivo en donde son absorbidos probablemente me-
diante un mecanismo de endocitosis mediado por un receptor (Nault, 1997) cuando los viriones
llegan a la hemolinfa son transportados a las gliandulas salivales y de ahi ser transmitidos a
otra planta al momento de alimentarse (Whitfield et al., 2015). La manera de transmisién es
circulativa persistente (Bennett, 1971).

Para transmitir un curtovirus eficientemente la chicharrita necesita de 48 horas de ali-
mentacion de una planta infectada aunque con la cantidad de virus que adquiere después de
una hora de alimentacién pueden hacer una transmision efectiva a plantas sanas; se requiere
tan sélo un minuto o dos de alimentacién de plantas infectadas para que el insecto adquiera
el vector. El periodo de latencia es de tan sélo cuatro horas; el virus no se replica dentro
del insecto vector, s6lo es persistente por aproximadamente un mes (Bennett, 1971; Soto and
Gilbertson, 2003; Veldsquez-Valle et al., 2014).
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Materiales y métodos

3.1 Colecta de campo y manejo de muestras.

Se realizaron visitas programadas a las principales zonas productoras de chile pasilla pre-
sentes en el estado de Zacatecas y colectamos plantas que mostraban sintomas caracteristicos
de infeccién por curtovirus (amarillamientos, enanismo, deformacién foliar, aborto de flor,
etc.) en el municipio de Villa de Cos, Zacatecas (23° 29’ 30” N, 102° 8’ 0” W). Las muestras
colectadas fueron rotuladas y almacenadas inicialmente en bolsas de plastico a -20 °C.

3.2 Extraccién de ADN de las plantas de chile tipo ancho.

La extraccién del ADN total se hizo a partir de 100 mg de hoja de plantas de chile
sintomdticas mediante el método CTAB 3% (ver Anexo 1), utilizando nitrégeno liquido y
el buffer de extraccién compuesto por TRIS-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM, CTAB 3%, B-mercaptoetanol 0.2% y agua destilada estéril. Las pastillas de ADN se
resuspendieron en 50 ul de agua destilada estéril y se almacenaron a -20 °C.

3.3 Diagnostico de curtovirus mediante PCR.

La identificacién del ADN de curtovirus a partir de plantas de chile sintomaéticas se
realizé utilizando dos combinaciones de oligonucledtidos universales: la primera, RepQW Efor
/ CurCP-450rev amplifica un producto de PCR de aproximadamente 1,760 pb que incluye
la totalidad de la region intergénica, los genes V2, V3 y porciones de los genes C1 y V1,
mientras que la combinacién y CurV2Gen910for / CurRep2GQrev produce un amplicén de
1,850 pb que incluye las secuencias restantes de los genes C1, V1 y la totalidad de los genes
C2 y C3 (Veldsquez-Valle et al., 2012a). Los amplicones obtenidos a partir de estas combina-
ciones comprenden la totalidad del genoma de los virus pertenecientes al genero curtovirus,
y se traslapan en una regién de aproximadamente 250 pb para el caso del gen Rep y 450
pb para el gen CP, lo cual facilita el ensamble correcto de los genomas completos en el caso
de infecciones mixtas (Figura 3.1). El protocolo de amplificacién del ADN viral consisti6 en:
desnaturalizacién inicial a 94 °C/2 min, y 35 ciclos conformados por 94 °C/1 min, 55 °C/1
min 30 s, 72 °C/1 min 30 s, con una extensién final de 72 °C/5 min.

Los productos amplificados se analizaron por movilidad electroforética en geles de agarosa al

1%.
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Figura 3.1: Genoma representativo de curtovirus indicando las regiones amplificadas con cada combinacién
de iniciadores universales evaluados en este estudio. Las flechas indican el sentido del iniciador con respecto a
la direccién de replicacién del virus, “for” (en sentido de las manecillas del reloj) y “rev” (en sentido contrario
a las manecillas del reloj).

3.4 Clonacién.

Los productos de PCR obtenidos a partir de las muestras de campo se clonaron direc-
tamente en el pldsmido pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI), segiin las indicaciones del
proveedor. La transformacion de células competentes de Escherichia coli top 10 se realizé
por el método de choque térmico (ver Anexo 2), facilitando la seleccién de transformantes en
base al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicilina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extraccién del ADN plasmidico se realizé de acuerdo al
procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook and Russell, 2001).

3.5 Analisis por RFLP’s y secuenciacion.

Las clonas recombinantes obtenidas fueron digeridas con la enzima de restricciéon EcoRI,
con el fin de confirmar la presencia de los fragmentos de PCR esperados para cada combinacién
de oligonucledtidos utilizada. Posteriormente, las clonas positivas se sometieron a un analisis de
RFLP’s utilizando las enzimas de restriccién Hinfl y Hhal cada una en combinacién con EcoRI
(New England BioLabs), para identificar bandas polimérficas con el fin de indicar si se trata de
una infeccién simple o mixta. Los productos digeridos se visualizaron por electroforesis de gel
de agarosa al 2 %. Las clonas seleccionadas se enviaron al laboratorio nacional de biotecnologia
agricola, médica y ambiental (LANBAMA) en San Luis Potosi, México para su secuenciacion.

3.6 Analisis filogenético.

Las secuencias obtenidas se compararon con las presentes en la base de datos del GenBank
y mediante los programas computacionales Edit Seq y MegAlign del DNASTAR se armé la
secuencia correspondiente al genoma del curtovirus identificado. Una vez que obtuvimos la
secuencia completa construimos un arbol filogenético utilizando las secuencias de curtovirus
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conocidos presentes en la base de datos y un grupo externo mediante el uso del progra-
ma computacional CLUSTALW a través del método neighbor-joining (software DNASTAR,
Lasergene, London). El bootstrapping se llevé a cabo 1,000 veces para la estimacién de la
estabilidad y el apoyo a las ramas.

3.7 Diseno y construccion del hemidimero pCambia + curto.

La construccion de clonas infectivas permite la inoculacién directa del virus sin la necesidad
de usar enzimas de restriccion para la liberacién del virus previo a la inoculacién de las plantas.
La construccién de los vectores virales basados en hemidimeros se llevé a cabo de acuerdo con
los siguientes pasos:

Una vez que tuvimos la secuencia completa del curtovirus se identificaron dos sitios de
restriccién tnicos con la condicion de que la secuencia de ADN contenida entre estos dos sitios
de corte incluyan al origen de replicacién viral. Los sitios antes mencionados deben de estar
ausentes en la secuencia del pldsmido pBlueScript SK- (pBS).

Para liberar el monémero completo se seleccioné la enzima EcoRI y para liberar el fragmento
que contenia el origen de replicaciéon se seleccionaron las enzimas Scal y EcoRV.

» Clonacién del monémero BCTV-PeYD en pBS (construcciéon pBS + monéme-
ro BCTV-PeYD).

Para liberar el monémero BC'TV-PeYD de la construccion en PGEM, se realizé digestion
con la enzima EcoRI (New England BioLabs) y se purific6 la banda de interés por
columna de un gel de agarosa al 1% con el “kit Wizard” (ver Anexo 4). Se realizé
templiphi (ver Anexo 5) de esta purificacién de banda para tener una buena cantidad
de ADN. Una vez que se obtuvo el virus de la reaccién de templiphi, se digirié con la
enzima EcoRI (New England BioLabs) con la siguiente mezcla de reaccién:

DNA 30.0 pl
HoO miliQ 4.0 pl
Buffer EcoRI 4.0 ul
Enzima EcoRI 2.0 ul

También se realizé digestion del vector pBlueScript SK- o pBS (en el cual inicialmente
se hizo la construccién del hemidimero) con la enzima EcoRI (New England BioLabs)
con la siguiente mezcla de reaccion:

DNA 7.0 pl
H>0 miliQ 9.0 pl
Buffer EcoRI 2.0 ul
Enzima EcoRI 2.0 ul

Los productos digeridos se analizaron por movilidad electroforética en geles de agarosa
al 1.0 %.

El vector pBS-EcoRI se desfosforil6 con la enzima Antarctict Phosphatase (New England
BioLabs) como sigue:
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1. Mezcla de reaccién para desfosforilar:

DNA digerido 39.0 pl
Hs0 miliQ 4.5 ul
Buffer AF 5.0 pl

Enzima Antarctict Phosphatase 1.5 ul

2. Incubar a 37 °C durante 30 minutos.
3. Inactivar la enzima incubando durante 15 minutos a 65 °C.

4. Purificar en columna (ver Anexo 4).

Una vez que se tuvieron el monémero BCTV-PeYD y el vector digeridos con la enzima
EcoRI (New England BioLabs), se realizé la ligacién del monémero BCTV-PeYD con
el vector pBS diluido 1:10 con la siguiente mezcla de reaccion:

DNA digerido inserto 12.5 ul
pBS vector digerido 1.0 pl
Buffer 10.0 pl
Enzima Ligasa 1.5 pl

Dicha ligacién se transformé por choque térmico en células competentes de calcio de
FEscherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccién de transformantes en base
al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicilina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extracciéon del ADN plasmidico se realizé de acuerdo
al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electroforética en gel de
agarosa al 1.0 %.

Una vez seleccionadas las posibles minipreparaciones transformadas, se realizé digestion
con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para verificar la clonacién del monémero
BCTV-PeYD, la mezcla de Rx fue la siguiente:

DNA de la minipreparacién 3.0 ul

H0 miliQ 9.5 ul
Buffer EcoRI 1.5 pl
Enzima EcoRI 1.0 pl

Se seleccioné una de las minipreparaciones y se mandd secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purificé por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).

Una vez que se obtuvo la secuencia y se verificd que la clonaciéon del monémero BCT' V-
PeYD en el vector pBS era correcta, se realizé maxipreparacién (basado en el método
de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de ésta cons-
truccion.
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» Clonacién del fragmento EcoRV /Scal en pBS (construccién pBS + fragmen-
to EcoRV /Scal).

Para la obtencién del fragmento EcoRV /Scal que contiene el origen de replicacion,
se realiz6 doble digestién con las enzimas EcoRV y Scal-HF (ambas de New England
BioLabs) de la construccién que ya se tenia en pBS con el monémero BCTV-PeYD
clonado, la mezcla de reaccion fue la siguiente:

DNA de maxiprep 2.0 ul
HoO miliQ 14.0 pl
Buffer 2.1 2.0 pl
Enzima EcoRV 1.0 pl
Enzima Scal-HF 1.0 pl

La doble digestién se corrié en un gel de agarosa al 1%, de ese gel se purificé la banda
de interés por columna con el con el “kit Wizard” (ver Anexo 4).

La digestién del vector pBS se realizé con la enzima Smal (New England BioLabs), que
proporciona extremos romos, con la siguiente mezcla de reaccion:

DNA de maxiprep pBS 2.0 ul

HoO miliQ 15.0 pl
Buffer CutSmart 2.0 pl
Enzima Smal 1.0 pl

Los productos digeridos y la purificaciéon se analizaron por movilidad electroforética en
geles de agarosa al 1.0 %.

El vector pBS-Smal se desfosforilé con la enzima CIP (New England BioLabs) como
sigue:

1. Mezcla de reaccién para desfosforilar:

DNA digerido 18.0 ul
H0 miliQ 7.5 pl
Buffer 3 3.0 pl
Enzima CIP 1.5 pl

2. Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

3. Purificar en columna (ver Anexo 4) para inactivar la enzima.

Se realizé la ligacién del fragmento EcoRV/Scal con el vector pBS-Smal con la enzima
T4 DNA ligase, la mezcla de reaccién fue la siguiente:

DNA digerido inserto 3.0 pl
pBS vector digerido 1.0 pl
Hy0 miliQ 4.0 pl
Buffer T4 DNA ligasa 1.0 pul
Enzima T4 DNA ligasa 1.0 pl
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Dicha ligacién se transformé por choque térmico en células competentes de calcio de
FEscherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccién de transformantes en base
al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo carbenicili-
na (agente selectivo), IPTG y X-gal. La extracciéon del ADN plasmidico se realizé de
acuerdo al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell,
2001). Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electroforética en
gel de agarosa al 1.0 %.

Debido a que se tenian dos posibles formas de clonacién del fragmento, se realizé di-
gestién de las minipreparaciones con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para
verificar la clonacién y el sentido de la misma del fragmento EcoRV /Scal, la mezcla de
Rx fue la siguiente:

DNA de la minipreparacién 1.0 ul

Hy0 miliQ 12.0 pl
Buffer EcoRI 1.5 pl
Enzima EcoRI 0.5 ul

Se seleccioné una de las minipreparaciones y se mandé secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purificé por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).

Una vez que se obtuvo la secuencia y se verificé que la clonacién del fragmento EcoR-
V/Scal en el vector pBS era correcta, se realizé maxipreparacién (basado en el método
de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de ésta cons-
truccion.

Clonacién del hemidimero en pBS (construccién pBS + hemidimero).

Para la construccion del hemidimero se realizé lo siguiente:

e De la clonacion que ya se tenfa del monémero BCTV-PeYD en pBS, se realizo diges-
tién con la enzima EcoRI (New England BioLabs) para poder liberar el monémero,
la mezcla de reacciéon fue la siguiente:

DNA de maxiprep 0.5 pul

HoO miliQ 16.5ul
Buffer EcoRI 2.0 pl
Enzima EcoRI 1.0 pl

Debido a que el tamano del virus es similar al del vector, se procedié a realizar una
segunda digestién con la enzima NgoMIV (New England BioLabs) para poder ver
la digestion de manera correcta, la mezcla de reaccién fue la siguiente:

DNA digerido 20.0 pl
HoO miliQ 0.5ul
Buffer CutSmart 2.5 ul
Enzima NgoMIV 1.0 pl

La doble digestion se corrié en un gel de agarosa al 1%.
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e El fragmento EcoRV /Scal que contiene el origen de replicacién clonado en el vector
pBS se digiri6 con la enzima EcoRI (New England BioLabs) con la siguiente mezcla
de reaccién:

DNA de maxiprep (dil 1:2) 1.0 pl

H0O miliQ 16.0pl
Buffer EcoRI 2.0 pl
Enzima EcoRI 1.0 pl

Posteriormente se analizé esta digestion por movilidad electroforética en gel de
agarosa al 1%.

e Se llevo a cabo la ligacién del monémero BCTV-PeYD, digerido con la enzima
EcoRI (New England BioLabs), con el fragmento EcoRV /Scal clonado en pBS
(pBS+fragmento EcoRV /Scal), también digerido con la enzima EcoRI (New En-
gland BioLabs), con la siguiente mezcla de reaccién usando la enzima T4 DNA
ligase:

DNA del pBS+fragmento EcoRV /Scal maxiprep 2.0 pl
DNA del inserto monémero BCTV-PeYD maxiprep 4.0 pl

Ho0O miliQ 11.0 pl
Buffer T4 DNA ligasa 2.0 pl
Enzima T4 DNA ligasa 1.0 pl

Dicha ligacion se transformé por choque térmico en células competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), facilitando la seleccién de transformantes en
base al color de las colonias crecidas (blancas/azules) en medio Lb conteniendo car-
benicilina (agente selectivo), IPTG y X-gal. Debido a que el vector pBS+fragmento
EcoRV /Scal no se desfosforild, se realizé PCR de colonia para descartar falsos posi-
tivos con al combinacién de oligos Curto-CP190for / CurRep2GQrev. El protocolo
de amplificacién del ADN viral consistié en: desnaturalizacién inicial a 94 °C/2
min, y 35 ciclos conformados por 94 °C/1 min, 55 °C/1 min, 72 °C/2 min, con una
extensién final de 72 °C/5 min.

Los productos amplificados se analizaron por movilidad electroforética en geles de
agarosa al 1%.

Una vez que se obtuvo una prueba positiva en el PCR se procedié a realizar mi-
niprep de la muestra. La extracciéon del ADN plasmidico se realizé de acuerdo al
procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparacion obtenida se analizé por movilidad electroforética en gel de
agarosa al 1.0 %.

Se procedié a realizar digestién con las enzimas EcoRI y Spel (ambas de New
England BioLabs) por separado para corroborar que se tenia el hemidimero en el
sentido correcto, la mezcla de Rx fue la siguiente:

DNA de la minipreparacién 1.0 ul
H>0 miliQ 12.0 pl
Buffer EcoRI / CutSmart 1.5 pl
Enzima EcoRI / Spel 0.5 ul
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La minipreparacion seleccionada se mandé secuenciar al LANBAMA | la muestra
se purificé por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).

Una vez que se obtuvo la secuencia y se verificé que la clonacién del hemidimero
BCTV-PeYD en el vector pBS era correcta, se realizé maxipreparacion (basado en
el método de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad
de ésta construccion.

» Construccién de sistema para monitorear temperatura (T) y humedad rela-
tiva (HR) de las plantas durante la infeccién con el hemidimero.

Para asegurar que los sintomas presentados por las plantas después de la infeccién fuesen
exclusivamente causados por el curtovirus BCTV-PeYD y no por condiciones ambien-
tales o de nutricién, se monitore$ la temperatura y humedad relativa de las camaras
bioclimaticas utilizadas para el crecimiento y recuperacién de las plantas después de la
infeccién; aunque las cAmaras bioclimaticas tienen sus propios controles de temperatura
y humedad, se verificé que las condiciones climaticas fueran las que se requerian.

El monitoreo de la T y HR se realizaron con el sensor DHT11 (Figura 3.2) el cual tiene
un rango de medicion de temperatura entre 0 y 50 °C con una precision de £2 °C, un
rango de mediciéon de humedad relativa entre 20 y 80 % con precision de +£5% y una
frecuencia de muestreo de 1 Hz (1 muestra por segundo).

Figura 3.2: Sensor de temperatura y humedad relativa DHT11.
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Para el almacenamiento de los datos registrados se utilizé un adaptador para tarjeta
micro SD (Figura 3.3) para lectura y escritura de los datos sensados. Se puede colocar

un micro SD del tamafio que se requiera para almacenar todos los datos necesarios, en
este caso se usé una tarjeta de 4 GB.

Figura 3.3: Adaptador para tarjeta micro SD necesario para la lectura y escritura de los datos.

El ARDUINO UNO (Figura 3.4) fue utilizado para ensamblar el sensor y el médulo de
la tarjeta micro SD para la mediciéon y almacenamiento de las variables temperatura
y humedad relativa; la programacién del circuito se realizé en el software de la misma
placa, en dicho programa se puede modificar el tiempo de medicién (ver Anexo 8). El

esquema de la Figura 3.5 muestra las conexiones de la placa con el sensor DHT11 y el
modulo para micro SD.

-o®

= ARDUINO

Figura 3.4: Placa de Arduino UNO utilizada para el emsamble del sensor DHT11 y el médulo de micro SD.
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Figura 3.5: Esquema representativo de la conexién del Arduino UNO con el sensor DHT11 y el médulo para
micro SD.

La verificacién del sistema se realizé comparando los datos obtenidos cada hora del
sensor DHT11 contra un comercial marca STEREN con doble sensor de temperatura
(interno y externo) con un rango de medicién externa de -50 a 90 °C y un rango de
medicién de humedad relativa de 10 a 99 %. Posteriormente se realizaron mediciones
dentro de una camara bioclimatica tomando como referencia los valores de temperatura
y humedad relativa de su sistema de control (22 °C y % respectivamente), las mediciones
se hicieron con intervalos de 60 minutos.

Infeccion de plantas de Nicotiana benthamiana con la construccion pBS +
hemidimero por la técnica de biobalistica.

Una vez que obtuvimos el hemidimero clonado en el vector pBS, se procedié a verificar
su habilidad para causar infeccién por experimentos de bombardeo (ver Anexo 9).

El material vegetal usado fue Nicotiana benthamiana, las semillas se pusieron a crecer en
sustrato peat moss en charolas selladas para mantener la humedad hasta que las plantas
estuvieran listas para ser trasplantadas. El trasplante se llevé a cabo en cuando la
planta tenia dos hojas verdaderas, se pasaron a macetas plasticas con el mismo sustrato
(peat moss) y se regaron constantemente. Las plantas se pusieron a crecer en cdmaras
bioclimdticas a una temperatura de 25 °C y humedad relativa de 38 %.

Se bombardearon 6 plantas de N. benthamiana con 4 hojas verdaderas de aproximada-
mente 5 cm de longitud (Figura 3.6) més 3 controles negativos. Después del bombardeo
se pusieron a recuperar las plantas en cdmara biocliméatica en las mismas condiciones
que se tenian.
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Figura 3.6: Planta de Nicotiana benthamiana con 4 hojas verdaderas.

= Clonacién del hemidimero en el vector binario pCambia (construccién pCam-
bia 4+ hemidimero).

Debido a que el vector pBS es un vector con un unico origen de replicacion, se procedid
a clonar el hemidimero BCTV-PeYD en el vector binario pCambia para poder realizar
transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Para liberar el hemidimero del vector pBS, se seleccionaron los sitios BamHI y HindIII
(ambas de New England BioLabs) que bordeaban a este fragmento de interés. La doble
digestion se llevo a cabo como sigue:

DNA de maxiprep 1.0 ul
HoO miliQ 15.0 pl
Buffer 2.1 2.0 pl
FEnzima BamHI 1.0 pl
Enzima HindIII 1.0 pl

La doble digestién se corrié en un gel de agarosa al 1%, de ese gel se purific la banda
de interés por columna con el con el “kit Wizard” (ver Anexo 4).

Para el vector pCambia, primero se realizé la digestién con la enzima BamHI (New
England BioLabs) ya que los dos sitios de digestién estdn muy cercanos y de esta manera
se puede asegurar que las enzimas digieren por completo; la mezcla de reaccion para
dicha digestién fue la siguiente:

DNA de pCambia maxiprep 3.0 ul

H0O miliQ 13.5 pl
Buffer 3.1 2.0 pl
Enzima BamHI 1.5 pl

Una vez que la enzima BamHI linealiz6 por completo el vector pCambia se precipitéd
la reaccién y se digirié ahora con la enzima HindIII (New England BioLabs) con la
siguiente mezcla de reaccion:
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DNA precipitado 17.0 pul
Buffer 2.1 2.0 pl
Enzima HindIII 1.0 ul

Los productos digeridos y la purificacion se analizaron por movilidad electroforética en
geles de agarosa al 1.0 %.

El vector pCambia BamHI/HindIII se desfosforild con la enzima Antarctic Phosphatase
(New England BioLabs) como sigue:

1. Mezcla de reaccién para desfosforilar:

DNA pCambia digerido 17.0 ul
Buffer AF 2.0 pl
Enzima AF 1.0 pl

2. Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

3. Inactivar la enzima a 80 °C durante 2 minutos.

Se realizé la ligacién del hemidimero BCT'V-PeYD con el vector pCambia BamHI/Hin-
dIII con la enzima T4 DNA ligase, la mezcla de reaccion fue la siguiente:

DNA digerido inserto 6.0 ul
pBS vector digerido (dil 1:20) 2.0 pl
Hy0O miliQ 4.0 pul
Buffer T4 DNA ligasa 1.5 pl
Enzima T4 DNA ligasa 1.5 ul

Dicha ligacion se transformé por choque térmico en células competentes de calcio de
Escherichia coli top 10 (ver Anexo 2), se plaqueé en medio Lb conteniendo kanamicina
(agente selectivo), IPTG y X-gal. La extracciéon del ADN plasmidico se realizé de acuerdo
al procedimiento modificado de Birnboim (ver Anexo 3) (Sambrook y Russell, 2001).
Las minipreparaciones obtenidas se analizaron por movilidad electroforética en gel de
agarosa al 1.0 %.

Para corroborar que se tenia el hemidimero clonado en el vector pCambia, se realizé
doble digestién con las enzimas BamHI y HindIII (ambas de New England BioLabs)
para verificar que se liberara el fragmento deseado, la mezcla de Rx fue la siguiente:

DNA de la minipreparaciéon 3.0 ul

Ho0O miliQ 4.0 pl
Buffer 2.1 1.0 pl
Enzima BamHI 1.0 pl
Enzima HindIII 1.0 pl

Se seleccioné una de las minipreparaciones y se mandé secuenciar al LANBAMA, la
muestra se purificé por columna mediante el kit “Jena Bioscience” (ver Anexo 6).

Una vez que se obtuvo la secuencia y se verificé que la clonacién del hemidimero BCT'V-
PeYD en el vector pCambia era correcta, se realizé6 maxipreparacién (basado en el
método de Birnboim) (ver Anexo 7) de la muestra para tener una gran cantidad de ésta
construccion.
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3.8 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens con la construccion
pCambia + hemidimero BCTV-PeYD

La infeccién de las plantas de chile ancho con al menos cuatro hojas verdaderas, Nicotiana
benthamiana, jitomate y frijol con 6 hojas verdaderas y libres de patogenos se realizé mediante
el método de agroinfiltarciéon con Agrobacterium tumefaciens (ver Anexo 11). Primero se
realiz6 la transformacion de la cepa bacteriana GV3101 mediante electroporacién (ver Anexo
10), después se pusé a crecer la cepa en medio SOC liquido y se agronifiltraron las plantas
con una jeringa sin aguja (ver Anexo 11), posteriormente se recuperaron en una cadmara de
crecimiento sellada. A los 7, 14 y 21 dias se confirmé por PCR y secuenciacién la presencia
de infeccién y se documenté la sintomatologia obtenida.

3.9 Obtencién de las imagenes y creacién de la base de datos.

Una vez que se tuvieron plantas infectadas con la construccién del hemidimero pCambia
+ curto, se prosiguio a obtener las imagenes de las plantas con una camara Nikon D3300 con
sensor de imagen CMOS de 24.2 megapixeles en formato DX, 5 CPS y un ISO de 100 a 12800.
Las fotografias se tomaron de una manera controlada de tal forma que la planta siempre
estaba situada en el mismo lugar para tener la misma iluminaciéon en todas las ocasiones y
siempre tenia la misma orientacién. Las imagenes obtenidas se transformaron a los espacios
de color RGB y HSV donde se pueden obtener caracteristicas de los mosaicos y deformacién
foliar provocados por el BCTV-PeYD.






CAPITULO

Resultados y Discusion

4.1 Aislamiento e identificacién molecular del genoma de curtovirus pre-
sentes en los cultivos de chile pasilla en Zacatecas.

Tomando en consideracién que las condiciones climéticas de algunas zonas de nuestro paifs
pertenecientes al desierto Chihuahuense son muy similares a las presentes en las principales
zonas afectadas por curtovirus en los estados de Texas y Nuevo México (Baliji et al., 2004;
Creamer et al., 2005) y, puesto que el insecto vector de los curtovirus se distribuye en todo el
desierto Chihuahuense, supusimos que debian existir curtovirus en las regiones semi-aridas de
Zacatecas. Con base en lo anterior nos dimos a la tarea de hacer muestreos programados en
regiones productoras de chile localizadas en Zacatecas en busca del insecto vector (C. tenellus)
y plantas de chile con sintomas caracteristicos de infeccién por curtovirus.

Se localizaron cultivos de chile pasilla con sintomas como enanismo, amarillamiento y
enchinamiento de las hojas en forma de cuchara (Figura 4.1) en el municipio de Villa de Cos,
Zacatecas (23° 29’ 30” N, 102° 8’ 0” W). La incidencia de sintomas se observo en un rango
que va de un 10 hasta un 15 % de las plantas observadas.

Figura 4.1: Sintomas severos asociados con la presencia de curtovirus: enanismo, amarillamiento y deformacién
foliar (acucharamiento de la hoja) en cultivos de chile pasilla localizados en Villa de Cos, Zacatecas.

Se colectaron 20 muestras sintométicas y se analizaron por PCR utilizando las combinacio-
nes de oligonucledtidos RepQWEFor / CurCP-450Rev y CurV2Gen910For / CurRep2GQRev
(Veldsquez-Valle et al., 2012a) las cuales permitieron amplificar la totalidad del o los genomas
contenidos en la muestras problema (Figura 4.1) y es asi como se confirmé la presencia de
ADN de curtovirus en 16 de las 20 muestras analizadas. Ademas los controles positivos y
negativos indicaron que la reaccién se realizé correctamente (Figura 4.2).
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Figura 4.2: PCR positivo para curtovirus de las plantas sintomédticas de chile pasilla. Carriles: 1) control
positivo; 2-4) muestras sintométicas de chile pasilla; 5) control negativo; 6) marcador de peso molecular 1 Kb.

Las clonas obtenidas a partir de cada extracto de ADN analizado se sometieron a la técnica
de RFLPs y en todos los extractos de ADN analizados se observé un solo patrén de restriccion
lo que indicé la presencia de infecciones sencillas, es decir, causadas por el mismo curtovirus
(Figura 4.3). Posteriormente, se analizaron las secuencias de ADN obtenidas a partir de la
secuenciacion de las clonas seleccionadas. Las secuencias obtenidas se editaron y se aisld
un genoma viral de 2,971 pb. El uso de la técnica de RFLPs para identificar la presencia
de infecciones sencillas o mixtas se constituye como una poderosa herramienta utilizada en
el diagnéstico molecular de enfermedades sin importar si el agente causal es cualquier otro
fitopatégeno (Mauricio-Castillo et al., 2015) y ademéds permite ahorrar dinero y tiempo al no
tener que enviar a secuenciar un gran nimero de clonas que contienen el mismo producto de
PCR.

1Kb DNA
q:-_:2. 3 4 5§ F 8 ._.-IO,OOOEb
= - 8,000 pl
e - 6,000 pb
- 5,000 pb
| - 4,000 pb

- 3000 pb
f— - 2,000 pb

= 1,500 pb

| e .1,000pb

Figura 4.3: Patrones de restriccién de las clonas positivas para curtovirus de las plantas sintomaticas de chile
pasilla. Carriles: 1-8) doble digestién de las muestras positivas para curtovirus de chile pasilla; 9) marcador de
peso molecular 1 Kb.

Los genomas obtenidos a partir de cada extracto se compararon entre si y se observd una
similitud a nivel de secuencia del 99.9 % entre ellos, indicando que el virus que afectaba a to-
das las plantas analizadas era el mismo. Posteriormente se inicié con la identificacion a nivel
de especie del virus en cuestion y se hizo un analisis de la secuencia mediante el algoritmo
computacional Clustal V (MegAlign, DNAStar) utilizando las secuencias de curtovirus dis-
ponibles en la base de datos del GenBank y obtuvimos una similitud del 96 % con Beet curly
top virus-PeYD (BCTV-PeYD), su pariente mas cercano. Cabe resaltar que sélo existen dos
reportes en los que BCTV-PeYD se ha identificado como un factor limitante en la produccion
agricola, el primero afectando chile en Nuevo México (Lam et al., 2009) mientras que el segun-
do fue en espinaca y betabel en Arizona, ambos estados pertenecientes a los Estados Unidos
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(Nischwitz and Olsen, 2010). Los curtovirus tienen una gran capacidad de recombinacién, ésto
significa que pueden intercambiar porciones de sus genomas con otros curtovirus y generar
nuevas varintes, cepas y/o especies cada vez méas agresivas y un ejemplo claro es el virus ais-
lado durante el presente trabajo (BCTV-PeYD) el cual se originé del intercambio de material
genético entre curtovirus de las especies BCTV-SvrPep y BCTV-Worland, ambos distribuidos
predominantemente en el sur de los Estados Unidos (Lam et al., 2009) y reportados recien-
temente en nuestro pais (Robles-Hernandez et al., 2011; Veldsquez-Valle et al., 2012a). La
sintomatologia descrita durante el presente trabajo es muy similar a la observada en Nuevo
México y establece la necesidad de emitir una alerta fitosanitaria que evite la aparicién de
nuevos curtovirus y disminuya el riesgo de sufrir afectaciones como las reportadas durante los
anios 2000 y 2002 en donde se llegd a perder hasta un tercio de la produccién de chile en Nuevo
México debido a enfermedades causadas por curtovirus (Creamer et al., 2003). Los criterios
taxondémicos actuales establecen que los aislados de un curtovirus cuyo genoma presente una
identidad global del 93 al 99 % se consideran variantes de la misma especie (Varsani et al.,
2014a). El curtovirus aislado durante el presente trabajo es una nueva variante de la especie
BCTV-PeYD y representa el primer reporte sobre su presencia en México.

Los criterios taxondémicos actuales establecen que los aislados de un curtovirus cuyo geno-
ma presenta una identidad global del 93 al 99 % se consideran variantes de la misma especie
(Varsani et al., 2014a). El curtovirus aislado durante el presente trabajo es una nueva varian-
te de la especie BCTV-PeYD y representa el primer reporte sobre su presencia afectando al
cultivo de chile en nuestro pais.

4.2 Diseno y construccion del hemidimero pCambia + curto.

Para la realizacién del hemidimero pCambia + curto, primero se hizo la construccién en
el vector pBlueScript SK- (pBS) clonando el monémero BCTV-PeYD vy el fragmento EcoR-
V/Scal que completa el hemidimero para después pasar esta construccién al vector binario
pCambia y asi obtener la construccién deseada.

» Clonacién del monémero BCTV-PeYD en pBS (construccién pBS 4+ monéme-
ro BCTV-PeYD).

Para la clonacién del monémero BCTV-PeYD en el vector pBlueScript SK- (pBS),
primero este vector fue digerido con la enzima EcoRI para poder linealizarlo utilizarlo
como vector de clonacién. En la (Figura 4.4) se muestra el vector con el sitio de corte
EcoRI y el resultado de la digestién donde se observé una banda de aproximadamente

2,958 pb.
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Figura 4.4: Digestién del vector pBS con la enzima EcoRI. a) Representacién del vector pBS con su sitio de
corte EcoRI. b) Digestién del vector pBS con la enzima EcoRI. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2) pBS digerido con la enzima EcoRI.

El monémero del BCTV-PeYD obtenido del templiphi se digirié con la enzima EcoRI
para poder ligarlo con el vector que tiene los mismos extremos ya que fue digerido con
la misma enzima, se observé una banda de 2,971 pb aproximadamente (Figura 4.5b),
en la figura también se puede observar el mapa del virus BCTV-PeYD con el sitio de
corte EcoRI (Figura 4.5a).

PepYDV =
2971 bp = ——3,000 pb

= —2,000pb
— 1,650 pb

(1718) EcoRT

(a) (b)

Figura 4.5: Digestién del virus BCTV-PeYD con la enzima EcoRI. a) Representacién del virus BCTV-PeYD
con su sitio de corte EcoRI. b) Digestién del virus BCTV-PeYD con la enzima EcoRI. Carriles: 1) virus
BCTV-PeYD digerido con EcoRlI; 2) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.

Se transformaron células de FE. coli con el producto de la ligacién entre el inserto co-
rrespondiente y el vector de expresién pBS. Se extrajo el ADN plasmidico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacién de las células de E. coli con el producto de li-
gacion (Figura 4.6a). Posteriormente, se realizé la digestion del ADN plasmidico con la
enzima de restriccion EcoRI para corroborar que las clonas obtenidas tuvieran realmen-
te el inserto de interés. La Figura 4.6b muestra el resultado de la digestién. En ella se
observa una banda de aproximadamente 3,000 pb que corresponde al virus y al vector,
ya que los tamanos de ambos son muy similares (2,971 pb y 2,958 pb respectivamente).
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Figura 4.6: ADN plasmidico y digestién. a) ADN plasmidico de las clonas obtenidas. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2-9) minipreparaciones de las clonas seleccionadas. b) Digestién con la enzima
EcoRI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) digestién del ADN
plasmidico de las clonas seleccionadas.

FEn la Figura 4.7 se puede observar el esquema de la clonacién del monémero en el vector

pBS con sus sitios de corte EcoRI, en los cuales fue clonado.
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Figura 4.7: Mapa representativo del monémero BCTV-PeYD clonado en el vector PBS en los sitios EcoRI.

Se realizd digestion con la enzima Scal para verificar que el monémero BCTV-PeYD se
hubiese clonado ya que con la digestiéon con EcoRI no se puede diferenciar bien del vector
porque tienen tamanos my similares. En la Figura 4.8a se puede observar el mapa del
monémero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte Scal mientras
que en la Figura 4.8b se muestra la digestién de dicha clonacion obteniendo dos bandas,

una de 2,543 pb y otra de 3,386 pb aproximadamente.
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Figura 4.8: Digestién del monémero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con la enzima Scal. a) Repre-
sentacién del monémero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte Scal. b) Digestién del
monémero BCTV-PeYD clonado en PBS con la enzima Scal. Carriles: 1) clonacién del monémero BCTV-PeYD
en PBS digerido con Scal; 2) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.

Se seleccioné una de las clonas que mostraron el inserto en la digestién y se mando
secuenciar al LAMBAMA, a esta construccién se le llamé pBS 4+ mondémero BCTV-
PeYD.

= Clonacién del fragmento EcoRV /Scal en pBS (construccién pBS + fragmen-
to EcoRV /Scal).

Para la clonacién del fragmento que contiene el origen de replicacion en el vector pBS, se
realiz6 la digestién del fragmento EcoRV /Scal con la enzimas de corte EcoRV y Scal. En
la Figura 4.9a se puede observar el mapa de la construccién pBS + monémero BCTV-
PeYD con los sitios de corte EcoRV y Scal. En la Figura 4.9b se muestra la digestién
de la construccién con las enzimas EcoRV y Scal obteniendo 3 bandas: una de 1,129 pb,
otra de 1,414 pb (la cual contiene el origen de replicacién) y la tltima de 3,386 pb.
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Figura 4.9: Digestién de la construccién pBS + monémero BCTV-PeYD con las enzimas EcoRV y Scal. a)
Representacién del monémero BCTV-PeYD clonado en el vector pBS con los sitios de corte EcoRV y Scal.
b) Digestién del monémero BCTV-PeYD clonado en PBS con las enzimas EcoRV y Scal. Carriles: 1) pBS +
monémero BCTV-PeYD sin digerir; 2-4) pBS + monémero BCTV-PeYD digerido con las enzimas EcoRV y
Scal; 5) marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
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Utilizando el kit Wizard, se purificé la banda de interés de 1,414 pb aproximadamente
ya que contiene el origen de replicacién necesario para hacer la construccién pBS +
hemidimero, obteniendo en el gel de agarosa una sola banda que se muestra en la Figura
4.10.
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Figura 4.10: Purificacién de la banda que contiene el origen de replicacién. Carriles: 1) pBS 4+ monémero
BCTV-PeYD sin digerir; 2-4) pBS 4+ monémero BCTV-PeYD digerido con las enzimas EcoRV y Scal; 5)
marcador de peso molecular 1 Kb Plus.

El vector pBS se digirié con la enzima Smal para obtener extremos romos y asi poder
hacer la ligacién con el fragmento EcoRV/Scal correspondiente. De la digestién, se
obtuvo una banda de 2,958 pb aproximadamente (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Digestién del vector pBS 4+ monémero BCTV-PeYD con la enzima Smal. a) Representacién del
vector pBS con el sitio de corte Smal. b) Digestién del vector pBS con la enzima Smal. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2) vector pBS digerido con Smal; 3) pBS sin digerir.

Una vez que se tuvieron digeridos el fragmento EcoRV /Scal y el vector de clonacién,
ambos con extremos romos, se realizé ligacion (Figura 4.12a) y se transformaron células
de E. coli con el producto de la ligacion. Se extrajo el ADN plasmidico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacién (Figura 4.12b). Posteriormente, se realizé la
digestién del ADN plasmidico con la enzima de restriccién EcoRI para corroborar que
las clonas obtenidas tuvieran realmente el inserto de interés, esta digestion linealiz6 la
construccién obteniendo un banda de aproximadamente 4,354 pb (Figura 4.12¢). Una vez
que se comprobé que las clonas tenian el inserto deseado, se realizé otra digestién con las
enzimas EcoRI y BamHI para ver el sentido de la clonacién del fragmento EcoRV /Scal;
la Figura 4.12d muestra el resultado de la doble digestion, en ella se observa una banda
de aproximadamente 2,940 pb correspondiente al vector y una 1,414 pb que corresponde
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al inserto de interés (fragmento EcoRV /Scal con el origen de replicacién).
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Figura 4.12: ADN plasmidico y digestién. a) Representacién del fragmento EcoRV /Scal clonado en el vector
pBS con los sitios de corte EcoRI, EcoRV y BamHI. b) ADN plasmidico de las clonas obtenidas. Carriles: 1)
marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) minipreparaciones de las clonas seleccionadas; 8) control negativo.
c) Digestién con la enzima EcoRI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2-7) digestién del ADN plasmidico de las clonas seleccionadas; 8) digestién del ADN plasmidico del
control negativo. d) Doble digestién con las enzimas EcoRI y BamHI de las clonas seleccionadas. Carriles: 1-2)
Doble digestién del ADN plasmidico de las clonas seleccionadas; 3)marcador de peso molecular 1 Kb Plus.

Se seleccioné una de las clonas que contenian al fragmento EcoRV/Scal y se mandé
secuenciar al LANBAMA, la construccién se denominé pBS + fragmento.

» Clonacién del hemidimero en pBS (construccién pBS 4+ hemidimero).

Para la construccién del hemidimero la primero fue liberar el monémero BCVT-PeYD
del vector pBS, para lo cual se realizé doble digestién con las enzimas EcoRI y NgoMIV
(Figura 4.13a) ya que el tamano del virus y el vector son muy similares y de esta manera
se pueden diferenciar obteniendo tres bandas de 569, 2,389 y 2,971 pb aproximadamente,
ademads que, solamente la banda correspondiente al monémero BCVT-PeYD (2,971 pb)
tiene los dos extremos EcoRI (Figura 4.13b). También se digirié la construccié pBS +
fragmento EcoRV /Scal con la enzima EcoRI para poder ligar el monémero BCVT-PeYD
y asi obtener el hemidimero, en la Figura 4.13b se puede observar una banda de 4,354
pb correspondiente a la digestién del fragmento EcoRV /Scal.
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Figura 4.13: ADN plasmidico y digestién. a) Representacién del fragmento EcoRV /Scal clonado en el vector
pBS con los sitios de corte EcoRI y NgoMIV. b) Doble digestién con EcoRI y NgoMIV de la construccién
pBS + monémero BCTV-PeYD y digestién con EcoRI de la construccién pBS + fragmento EcoRV/Scal.
Carriles: 1-4) doble digestién del monémero BCTV-PeYD clonado en PBS con las enzimas EcoRI y NgoMIV;
5) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 6-7) digestién del fragmento EcoRV /Scal clonado en pBS con la
enzima EcoRI.

Se transformaron células de E. coli con el producto de la ligacion hecho entre el in-
serto correspondiente (monémero BCTV-PeYD) y la construccién pBS + fragmento
EcoRV/Scal. Se realiz6 PCR de colonias seleccionadas con la combinacién de oligos
CurRep2GQ-Rev / Curto-CP190-For, la cual amplifica un fragmento de 1,710 pb apro-
ximadamente. En la Figura 4.14 se muestra la banda correspondiente al fragmento
amplificado de una de las colonias.
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Figura 4.14: PCR de colonia del hemidimero clonado en pBS. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb
Plus; 2-11)PCR de las colonias seleccionadas; 12) control negativo.

Una vez que se seleccioné la clona que contenia el hemidimero, se extrajo el ADN
plasmidico y se realiz6 la digestién con la enzima de restriccién EcoRI para corroborar
que la clona tuviera el inserto de interés, de esta digestién se obtuvieron 2 bandas de
aproximadamente 2,971 y 4,354 pb correspondientes al monémero BCTV-PeYD y a
la construccién pBS + fragmento EcoRV /Scal respectivamente. Se realizé ademéds otra
digestion con la enzima Spel para observar el sentido de clonacién de la construccion,
obteniendo bandas de 1,748 y 5,577 pb aproximadamente. En la (Figura 4.15 se puede
observar el mapa del hemidimero con sus sitios de corte EcoRI y Spel (a), también se
puede observar la digestion con las enzimas EcoRI y Spel (b).
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Figura 4.15: Digestién del hemidimero con las enzimas EcoRI y Spel. a) Representacién del hemidimero
clonado en el vector pBS con los sitios de corte EcoRI y Spel. b) Digestién del hemidimero con las enzimas
EcoRI y Spel. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2) Digestién parcial con la enzima EcoRI del
hemidimero clonado en pBS; 3) digestién con la enzima Spel del hemidimero clonado en pBS. 4) minipreparacién

de la clona seleccionada.

Se mandé secuenciar la clona al LANBAMA, se denominé estéd construccion como pBS

+ hemidimero.

» Construccién de sistema para monitorear temperatura (T) y humedad rela-
tiva (HR) de las plantas durante la infeccién con el hemidimero.

Con los datos obtenidos de la calibraciéon (Figura 4.16 a y b) se realizaron gréficas
comparativas donde se muestran la temperatura y humedad relativa obtenidas con el
sensor comercial y el DHT11. Se puede observar que el sensor DHT11 funciona para la
medicién de temperatura al mostrar valores muy cercanos al comercial, sin embargo, en
la medicién de HR. aunque las graficas muestran el mismo comportamiento, en algunas
mediciones existen diferencias hasta del 15% aunque los datos obtenidos del sensor
DHT11 son mas confiables ya que la HR no varia tan drasticamente.
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Figura 4.16: Graficas de temperatura y humedad relativa con los datos obtenidos del sensor comercial y del
DHT11. a) Gréafica de temperatura. b) Gréfica de humedad relativa
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Los datos de T y HR obtenidos de la medicién dentro de la cdmara bioclimética se
muestran en las graficas de la Figura 4.17 a y b. En la grafica de temperatura se puede
observar que se tienen variaciones de 0.5 a 1.5 °C por lo cual la medicién es aceptable ya
que la precision es de £2 °C y la cAmara biocliméatica se encuentra a 21 °C. La grafica de
humedad relativa muestra diferencias méaximas de 3 % teniendo una constante de 38 %
en la cadmara biocliméatica por lo cual el sensor utilizado en conjunto con el Arduino
UNO y el médulo para micro SD resulta mejor para la mediciéon de esta variable que el
sensor comercial.
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Figura 4.17: Gréfica de temperatura y humedad relativa obtenida con los datos de la cdmara biocliméatica y
el sensor DHT11. a) Gréfica de temperatura. b) Gréfica de humedad relativa.

= Infeccién de plantas de Nicotiana benthamiana con la construccion pBS +
hemidimero por la técnica de biobalistica.

Las infecciones se realizaron utilizando como modelo de estudio plantas de Nicotiana
benthamiana sanas con un promedio de cuatro hojas verdaderas; se utilizaron tres con-
troles negativos inoculados con agua destilada. Para evaluar la capacidad infectiva de
la construccion pBS + hemidimero BCTV-PeYD al momento de observar el desarrollo
de sintomas se hicieron extractos de ADN total a partir de las plantas inoculadas y los
controles negativos y con la técnica de PCR se confirmé las presencia o ausencia de
BCTV-PeYD. Con la clona infectiva pBS + hemidimero BCTV-PeYD se inocularon
seis plantas de N. benthamiana de las cuales cinco mostraron desarrollo de sintomas
a las 3 semanas post inoculacién siendo positivas para la presencia de BCTV-PeYD
al ser analizadas por PCR con los oligonucleétidos RepQWEFor / CurCP-450Rev. La
sintomatologia observada se caracterizo por clorosis foliar y retroceso en el crecimiento
(Figura 4.18), mientras que los controles negativos no mostraron alteraciones en su desa-
rrollo. El primer reporte sobre la existencia de BCTV-PeYD fue descrito en el ano 2009
en Nuevo México, Estados Unidos (Lam et al., 2009) y sélo se limité a una descripcion a
nivel filogenético sin embargo, durante el presente trabajo, ademas de la caracterizacién
filogenética, se disené y fabricé un hemidimero basado en la secuencia de BCTV-PeYD
que mostré una alta eficiencia al momento de infectar un huésped natural como N.
benthamiana.
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(a)

Figura 4.18: Plantas de Nicotiana benthamiana infectada por biobalistica con el hemididero de BCTV-
PeYD. a) Planta de N. benthamiana infectada con el hemidimerdo de BCTV-PeYD b) Hoja de N. benthamina
infectada por bombardeo.

Cabe resaltar que de los curtovirus reportados hasta la fecha en México solo se ha logrado
obtener clonas infectivas de BCTV-Mid MX-P24 (Chen et al., 2010) siendo nuestra
construccion la segunda reportada para un curtovirus aislado en nuestro pais. BCTV-
Mld MX-P24 mostré capacidad para infectar de forma experimental a diversos cultivos
de interés econdémico entre los que destacan N. benthamiana, chile, tomate, calabaza,
etc. Lo anterior establece la necesidad de en un futuro probar la construccién pBS + el
hemidimero BCTV-PeYD de forma experimental en otras plantas con la finalidad de
evaluar su rango de hospederos asi como la severidad de los posibles sintomas causados
en campo por el curtovirus aislado durante el presente trabajo.

Clonacién del hemidimero en el vector binario pCambia (construccién pCam-
bia + hemidimero).

Para hacer esta construccién, primero se liberé el hemidimeo del vector PBS realizando
digestion con las enzimas BamHI y HindIII, obteniendo 2 bandas de 2,928 y 4,397 apro-
ximadamente correspondientes al vector y hemidimero respectivamente (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Digestién de la construccién pBS + hemidimero con las enzimas BamHI y HindIII. a) Repre-
sentacién de la construccién pBS + hemidimero con los sitios de corte BamHI y HindIII. b) Digestién del
hemidimero clonado en pBS con las enzimas BamHI y HindIII. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1
Kb Plus; 2) Doble digestién parcial con las enzimas BamHI y HindIII del hemidimero clonado en pBS; 3-4)
digestién parcial con las enzimas BamHI y HindIII del hemidimero clonado en pBS; 4) hemidimero clonado en
pBS sin digerir.
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Posteriormente se realizé la purificaciéon de banda del hemidimero para poder clonarlo
en el vector binario, la Figura 4.20 muestra una banda de 4,397 pb aproximadamente
obtenida de la purificacién y correspondiente al hemidimero.
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Figura 4.20: Purificacién de banda del hemidimero. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2)
Purificacién de banda del hemidimero.

La digestion del vector binario pCambia se llevé a cabo con las enzimas BamHI y HindIII
para tener los mismos extremos que el hemidimero y poder ligarlos. En la Figura 4.21a
se observa la representacion del vector pCambia con sus sitios de corte BamHI y HindIII,

en esta misma figura (b) se muestra la digestién del vector donde se observa una banda
8,929 pb.
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Figura 4.21: Purificacién de banda del hemidimero. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2)
Purificacién de banda del hemidimero.

Se transformaron células de FE. coli con el producto de la ligacién entre el inserto co-
rrespondiente y el vector binario pCambia. Se extrajo el ADN plasmidico de las clonas
obtenidas a partir de la transformacion de las células de E. coli con el producto de
ligacién (Figura 4.22a). Posteriormente, se realizé doble digestiéon del ADN plasmidico
con las enzimas de restriccién BamHi y HindIII para corroborar que las clonas obteni-
das tuvieran el inserto de interés. La Figura 4.22b muestra el resultado de la digestién.
En ella se observan 2 bandas, una de aproximadamente 4,397 pb que corresponde al
hemidimero y otra de 8,929 pb correspondiente al vector.
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Figura 4.22: ADN plasmidico y digestién. a) ADN plasmidico de las clonas obtenidas. Carriles: 1) marcador
de peso molecular 1 Kb Plus; 2-7) minipreparaciones de las clonas seleccionadas. b) Doble digestién con las
enzimas BamHI y HindIII de las clonas seleccionadas. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2 y
4) digestién con BamHI y HindIII del ADN plasmidico de las clonas seleccionadas; 3 y 5) minipreparaciones
de las clonas seleccionadas.

Se selecciond una de las clonas y se mandd secuenciar al LANBAMA | a esta construccion
se le llamé pCambia + hemidimero (Figura 4.23).

BamHI (21)

PepYDV Hemidimero pCambia

13,326 bp

 HindIII (4418)

Figura 4.23: Representacién del hemidimero clonado en el vector binario pCambia con los sitios de clonacién
BamHI y HindIII.

4.3 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens con la construccion
pCambia + hemidimero BCTV-PeYD

Para la agroinfiltracién lo primero que se realizé fue transformar, por electroporacién, la
bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 con la construccién pCambia + hemidime-
ro. De la transformacion, se seleccionaron 24 clonas de Agrobacterium, se les extrajo el ADN
plasmidico y se realiz6 PCR con la combinacién de oligos CurRep2GQ-Rev / Curto-Cp190-
For, la cual amplifica una fragmento de 1700 pb aproximadamente. En la Figura 4.24 se
observa el PCR hecho del ADN plasmidico de las colonias seleccionadas.
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Figura 4.24: PCR del ADN plasmidico de las clonas seleccionadas de Agrobacterium transformada. Carriles:
1) marcador de peso molecular 1 Kb Plus; 2-9) PCR de clonas seleccionadas; 10) control positivo; 11) sin
muestra; 12-20) PCR de clonas seleccionadas; 21) control positivo; 22) sin muestra; 23-25) PCR de clonas
seleccionadas; 26) sin muestra; 27) control positivo; 28) sin muestra; 29-32) PCR de clonas seleccionadas; 33)
control negativo.

La intencién de disefiar una construccién basada en el vector pCambia y el hemidimero
BCTV-PeYD fue la de transformar a la cepa GV3101 de A. tumefaciens y al mismo tiempo
generar una herramienta molecular que permita a corto plazo expresar genes foraneos en
plantas de interés econémico para darles una caracteristica especifica, obtencién de lineas
transgénicas resistentes a curtovirus (Yang et al., 2004), establecer una base de datos que
permita identificar mediante el analisis de imagenes plantas afectadas por BCTV-PeYD y asi
orientar mediante una aplicacién a los productores sobre qué tipo de afectacién padecen sus
cultivos y a partir de ahi implementar técnicas de prevenciéon y manejo de la enfermedad.
Cabe resaltar que cuando una planta es infectada por un patégeno sufre cambios a nivel de
expresion genética los cuales en la mayoria de los casos activan genes que producen proteinas
de defensa contra el agente infeccioso sin embargo, existen casos en los que los genes activados
pueden favorecer la infeccién viral y es por eso que es importante tener una técnica que
a diferencia de la biobalistica no fuera transitoria si no que sea permanente como la que
ofrece A. tumefaciens al insertar el genoma viral de BCTV-PeYD en forma de hemidimero
dentro del genoma de la planta infectada facilitando el andlisis de la expresion diferencial de
genes mediante programas de computacion especializados. Cabe mencionar que tal estudio
se ha reportado solo en begomovirus (Ascencio-Ibanez and Settlage, 2007) y para el caso de
curtovirus no existe informacién alguna.

4.4 Obtencién de las imagenes y creacion de la base de datos.

= Infeccién por biobalistica.

De las plantas infectadas por bombardeo se obtuvieron imagenes de la sintomatologia
presentada por el curtovirus BCTV-PeYD. Las iméagenes se transformaron a los espacios
de color RGB y HSV para obtener caracteristicas que pudieran ayudar al anélisis digital
de los sintomas obtenidos. En las Figuras 4.25 y 4.26 se muestran las imagenes de una
planta y una hoja de N. benthamiana respectivamente que muestran amarillamiento,
tipico de la infeccion, y su transformacién al espacio de color RGB.

1,700 pb
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Figura 4.25: Planta de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacién al espacio de color
RGB. a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal rojo (R = red). c) Canal verde (G = green).
d) Canal azul (B = blue).

Figura 4.26: Hoja de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacién al espacio de color RGB.
a) Hoja de N. benthamiana infectada a color. b) Canal rojo (R = red). ¢) Canal verde (G = green). d) Canal
azul (B = blue).
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En las Figuras 4.27 y 4.28 se muestran la imagen de una planta y una hoja de N.
benthamiana respectivamente que muestran amarillamiento, tipico de la infeccion, y su
transformacion al espacio de color HSV.

(b)

Figura 4.27: Planta de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacién al espacio de color
HSV. a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal de tono (H). ¢) Canal de saturacién (S). d)

Canal de volumen (V).
R

(b)

Figura 4.28: Hoja de N. benthamiana infectada por bombardeo y su transformacién al espacio de color HSV.
a) Planta de N. benthamiana infectada a color. b) Canal de tono (H). ¢) Canal de saturacién (S). d) Canal de
volumen (V).
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Al realizar las transformaciones a estos dos espacios de color se pueden obtener ca-
racteristicas tales como los bordes de las hojas y la diferencias de color en las areas
analizadas lo cual es de suma importancia para la deteccién de la enfermedad causada
por el BCTV-PeYD. Al realizar la transformacién al espacio RGB se pueden definir los
cambios en la coloracién de la planta lo cual resulta 1util cuando se tiene presencia de
mosaicos o algin tipo de moteados (Gonzélez Pérez, 2014) incluso para la identificacién
de manchas bacterianas (Contreras Medina, 2012) asi como deficiencias nutricionales
(Mercado Luna, 2010). El espacio de color HSV brinda detalles sobre la deformacién
foliar sin embargo, es necesario hacer operaciones a las imagenes mediante algoritmos
para obtener la informacion deseada y poder detectar y cuantificar los sintomas causa-
dos por el patégeno de interés.

El procesamiento digital de imagenes es una herramienta poderosa al realizar los anali-
sis in situ y en tiempo real lo que permite dar diagndsticos oportunos y hacer acciones
correctivas en poco tiempo evitando la diseminacién de la enfermedad. Al no ser un
método destructivo se puede llevar a una aplicacién que sea amigable y se pueda utili-
zar en cualquier sitio.



Conclusiones

Se confirmé por primera vez en México la presencia de una nueva variante de BCTV-
PeYD afectando cultivos de chile en Zacatecas.

Se caracteriz6 biolégicamente al curtovirus aislado durante el presente trabajo mediante
biobalistica usando el vector de expresién temporal pBS + hemidimero BCTV-PeYD.

Se gener6 una cepa de A. tumefaciens GV3101 transformada con la construccién pCAM-
BIA + hemidimero BCTV-PeYD.

La construccion generada servird para infectar nuevos hospederos con la finalidad de
incrementar el nimero de imagenes basadas en la sintomatologia causada por BCTV-
PeYD en diferentes cultivos.

Se realizé el analisis de imégenes en los espacios de color RGB y HSV y se observé que
se pueden obtener caracteristicas como el cambio de coloacién y la deformacién foliar.

Existen otros espacios de color que pueden proporcionar informacién para la deteccién
y cuantificacién de los sintomas causados por la construccion pCAMBIA + hemidimero
BCTV-PeYD.
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Anexos

Anexo 1

Extraccion de ADN genémico CTAB 3%

1.

10.

11.

Al tejido molido (0.1 mL del tubo eppendorf) adicionar 1,000 uL. de CTAB y mezclar
(vortex) hasta que la mezcla sea homogénea.

. Incubar a 55 °C durante 30 min y mezclar cada 5 min.

. Después de la incubacion dejar en hielo 5 min.

. Centrifugar a 13,400 rpm durante 10 min.

. Se recupera la fase acuosa y se transfiere a un tubo limpio.

. Agregar un volumen equivalente de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y mezclar (in-

mersion).

Centrifugar a 13,400 rpm por 10 min.

. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 800 uL de isopropanol frio, mezclar

por inversién y dejar 30 min a -20 °C o 1 hora en hielo.

. Centrifugar a 13,400 rpm por 10 min.

Eliminar el sobrenadante y lavar 2 veces con etanol al 70 %. Secar la pastilla.

Resuspender con 50 pL de TE.
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Anexo 2

Transformacién por choque térmico de células competentes de
calcio de FEscherichia coli top 10

1. Descongelar las células en hielo (8 a 10 min).
2. Agregar 5 ul. de la ligacion al tubo de las células.
3. Dejar en reposo por 10 min en hielo.
4. Poner en termoblock 1 min 30 s a 42 °C.
5. Pasar el tubo a hielo por 10 min.
6. Agregar 500 uL. de LB liquido estéril
7. Poner el tubo en agitacion constante por 1 h 30 min a 37 °C.
8. Centrifugar 1 min a 13,000 rpm y eliminar 300 L del medio.
9. Resuspender la pastilla con el medio restante.
10. Plaquear 100 pL.
Anexo 3

Minipreps para el aislamiento del plasmido

1.

Inocular una colonia en 3 mL de LB liquido con el antibidtico adecuado durante 18-4
horas a 37 °C.

. Centrifugar los 3 mL del inéculo a 13,000 rpm durante 3 min y decantar el sobrenadante.
. Agregar 100 pL de la solucién Birnboim I, resuspender la pastilla de células en el vortex.
. Reposar los tubos durante 5 min en hielo.

. Agregar 200 uL de la solucién Birnboim II (preparar en el momento) y mezclar por

inversion.

. Reposar los tubos durante 5 min en hielo.

Adicionar 150 pL de la solucién Birnboim III y mezclar por inversion.

. Reposar los tubos de 15 a 30 min en hielo.

. Centrifugar durante 20 min a 13,400 rpm, transferir el sobrenadante a otro tubo.
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10. Agregar 2 ul. de RNAsa y dejar a temperatura ambiente durante 25 min.

11. Agregar 50 uL de acetato de sodio para favorecer la precipitaciéon del DNA plasmidico.
12. Agregar 600 pL de isopropanol frio (precipitar el DNA plasmidico)

13. Dejar a -70 °C por 2 hrs o a -20 °C por 15 min o 1 h.

14. Centrifugar 10 min a 13,000 rpm, decantar el sobrenadante.

15. Agregar 1,000 pL de etanol al 70 % (para lavado).

16. Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min, decantar el sobrenadante y secar.

17. Resuspender con 20 a 50 pL de agua mili Q (dependiendo del tamanio de la pastilla) y
almacenar -20 °C.

Anexo 4

Purificacion de DNA por columna con kit Wizard

1. Agregar 1 volumen de la “Membrane Binding Solution” y mezclar un poco.

2. Colocar la mezcla en la columna e incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.
3. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm. Desechar liquido del tubo colector.

4. Agregar 700 puL de “Membrane Wash Solution” al centro de la membrana.

5. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm . Desechar liquido del tubo colector.

6. Agregar 500 uL. de “Membrane Wash Solution” al centro de la membrana.

7. Centrifugar durante 5 min a 13,000 rpm .

8. Transferir las columnas a tubos nuevos de 1.5 mL.

9. Agregar 30 uL de agua miliQ estéril (ésto depende de la concentracién del ADN) e
incubar durnte 1 min a temperatura ambiente.

10. Centrifugar durante 1 min a 13,000 rpm.
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Anexo 5

Templiphi
1. Utilizar 1.0 pL de la muestra y mezclar con 5 uL del “Sample buffer”.
2. Desnaturalizar durante 3 minutos a 95 °C y colocar rapidamente en hielo.

3. Para una reaccion preparar una mezcla de:

= 5.0 pulb de “Reaction buffer”.
= 0.2 puL de “Enzyme Mix”.
= 0.1 puL de “dNTP’s” 10mM.

4. Agregar 5.0 uL de la mezcla del paso anterior a cada muestra procesada.
5. Incubar durante toda la noche a 30 °C.

6. Inactivar la enzima incubando durante 10 minutos a 65 °C.

Anexo 6

Purificacion de productos de PCR por columna con kit Jena
Bioscience

1. Preparacién de la muestra estandar:

= Para tamanos de fragmentos en el rango de 200 a 5,000 pb:

e Agregar 5 volimenes de “Buffer de unién” para un volumen de DNA. Mezclar
perfectamente.

= Para fragmentos cuyos tamanos son menores de 200 pb o mayores a 5,000 pb:

e Agregar 3 volimenes de “Buffer de unién” y 2 volimenes de isopropanol para
un volumen de DNA y mezclar muy bien.

2. Activacién de la columna:

= Colocar la columna en el tubo colector.
= Agregar en el centro de la columna 100 uL. de “Buffer de activacién”.

= Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos y desechar el liquido recolectado.

3. Cargar en la columna:



55

= En la columna activada, colocar la mezcla con la muestra del paso 1.
= Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos.

= Descartar el liquido recolectado.
4. Lavado de la columna:

= Colocar la columna nuevamente en el tubo colector.
= Agregar a la columna 700 pL de “Buffer de lavado”.
= Centrifugar a 10,400 rpm por 30 segundos y descartar el liquido filtrado.

= Centrifugar nuevamente por 2 minutos para remover residuos del buffer de lavado.
5. Elucién:

= Colocar la columna sobre un tubo nuevo y limpio de 1.5 uL.

= Agregar de 30-50 uL de “Buffer de elucién” o agua miliQ estéril en el centro de la
membrana en la columna.

= Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

= Centrifugar a 10,400 rpm por 1 minuto para eluir el DNA.

Anexo 7

Maxipreps (basado en el métdo de Birnboim)

1. Inocular una colonia en un matraz con 200 mL de medio LB con antibiético e incubar
durante toda la noche a 37 °C en agitacién constante a 200 rpm.

2. Colectar las células centrifugando a 6,000 rpm por 10 minutos.

3. Eliminar el sobrenadante, escurrir sobre servitoallas y resuspender con vortex en 5 mL
de solucién Birnboim 1.

4. Adicionar 10 mL de la solucién Birnboim II (preparar en el momento) y mezclar por
inversién.

5. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Agregar 7.5 mL de la solucién Birnboim III y mezclar por inversion.
7. Colocar en hielo durante 10 minutos.

8. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos.

9. Transferir el sobrenadante a tubos sorvall de 40 mL.
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10

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

Adicionar 18 mL de isopropanol (0.8 vol. aproximadamente) y mezclar por inversién 10
veces.

Reposar 20 minutos en hielo.

Centrifugar a 10,000 rpm por 20 minutos y eliminar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con 5 mL de etanol al 70 %.

Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante y secar en servitoallas.

Resuspender en 500 puL. de TE pH 8, transferir a microtubos de 1.5 mL.

Adicionar 1 vol. de fenol:cloroformo y mezclar en vortex.

Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos y transferir el sobrenadante a tubos nuevos.
Agregar 10 uL. de RNAsa e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
Adicionar 1/10 vol. de acetato de sodio 3M y 2 vol. de eteanol absoluto.

Colocar en hielo durante 15 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos.

Lavar la pastilla con 500 pL de etanol al 70 %.

Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos, eliminar el sobrenadante y secar en servitoalla.

Resuspender en 250 uL. de TE pH 8.
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Anexo 8

Programa implementado en el Arduino UNQO para monitorear
temperatura y humedad relativa.

Serial.begin (9600) ;
pinMode (5, OUTPUT) ; // DHT11 GND
pinMode (7, OUTPUT) ; // DHTI11 Vce
pinMode (6, INPUT_PULLUP) ; // DHT11 pin de lectura
pinMode (chipSelect , OUTPUT) ; // Pin seleccionadao para la SD card
digitalWrite (7, HIGH) ; // Damos tension al DHTI1
digitalWrite (5, LOW) ;
if (!SD.begin(chipSelect))
error ("No hay tarjeta SD.”);
else
Serial.println (” Tarjeta SD inicializada.”);
// Creamos el fichero de registro
char filename [] = "LOGGER00.CSV”;
for (uint8_t i = 0; i < 100; i++)
{
filename [6] = i/10 + ’07;
filename [7] = 1 A0 + '0’;
if (! SD.exists (filename)) // Si no existe el fichero, lo creamos
logfile = SD.open(filename , FILE WRITE) ;
break;
}
if (! logfile)
error ("No se pudo crear el fichero de registro”);
Serial .print (” Registrando en: 7); Serial.println (filename) ;
logfile .print (” Tempeatura”) ;
logfile . println (” Humedad”) ;
}

void loop ()

{
int err
float temp, hum;

if ((err = dhtll.read (hum, temp)) = 0) // Si devuelve 0 es que ha
leido bien

{

temp= temp — 2.5; // Ajuste del sensor

logfile . print (count);
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}

logfile
logfile
logfile

logfile .

.print (7, 7);
.print (temp) ;
.print (7, 7);
println (hum) ;

if ( count++ > 10 )

1

{
}
£
{

Serial . print
Serial . print
Serial . print
Serial . print

logfile.flush (); // Para forzar la escritura en la SD
count = 0 ;

eco)

count ) ;

” 77) .
) bl
emp) ;

9 77) .
) ’

Serial . println (hum);

else

Serial.
Serial
Serial
Serial.

delay (60000) ;

seg

println () ;

.print (" Error Num :”);
.print (err);

println () ;

// Tiempo que tarda en leer , por ejemplo 1000 = 1

void error(char xstr)

{

}

Serial .print(” error: 7);
Serial.println(str);

while (1) ;

Anexo 9

Infeccién de plantas por la técnica de biobalistica.

Preparacién de las particulas de tungsteno usadas para la transformacion por biobalistica.

» Limpieza de particulas.

1.

Pesar 60mg de particulas de tungsteno (M10, BioRad) y ponerlos en un microtubo

de 2mL.

. Resuspender en 2 mL de 4cido nitrico (HNOgz) 0.1 N y sonicar 20 minutos. Revisar

continuamente que las particulas estén resuspendidas.

Centrifugar a 10,000 rpm por 2 minutos.
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Eliminar el sobrenadante y agregar 2 mL de etanol absoluto y sonicar brevemente.
Centrifugar a 10,000 rpm durante 2 minutos.
Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de agua desionizada estéril.

Asegurandose de que las particulas estén bien resuspendidas dividir el mL contenido
en el tubo en 4 tubos (250 uL en cada tubo).

Agregar a cada tubo 750 uL de agua desionizada estéril.

La concentracién final de tungsteno en cada tubo es de 15 ug/ul. 10.- Almacenar
a -20 °C.

= Recubrimiento de las particulas de tungsteno con el DNA.

© o N o e W

—_
=

Poner en un microtubo de 1.5 mL (tubo eppendorf) el DNA a utilizar.
Agregar 50 uLi de particulas de tungsteno (equivalente a 50 ug).
Agregar 50 uL de cloruro de calcio (CaCly) 2.5 M.

Agregar 20 pLb de espermidina 0.1 M.

Sonicar brevemente (hasta que las particulas se vean resuspendidas).
Centrifugar por 10 segundos a 10,000 rpm.

Tirar el sobrenadante y agregar 400 pL. de etanol absoluto.
Centrifugar por 10 segundos a 10,000 rpm.

Tirar el sobrenadante y resuspender en 60 ul. de etanol absoluto.

Colocar 10 pL de las particulas en las membranas acarreadoras para biobalistica.
Dejar secar y proceder con el bombardeo.

Anexo 10

Transformacion de Agrobacterium tumefaciens GV3101 me-
diante electroporacion

Primero se tiene que configurar el electroporador Bio-Rad antes de sacar las células con

las siguientes condiciones:

Voltaje 2,500 V
Capacitancia 25 uF
Resistencia 400 ohms
Celda 0.2 cm

1. Sacar un tubo con células electro-competentes del ultracongelador y colocar en hielo (no
mas de 2 minutos).
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2. Agregar al tubo 1-5 pL (0.2 a 2.0 pug) de DNA y transferir la mezcla (células /DNA) a
un celda fria.

3. Limpiar la celda con papel Kimwipe y colocarla correctamente dentro de la cAmara de
la celda.

4. Presionar el botén de pulso y esperar a que se escuche un ligero ruido (click).
5. Inmediatamente después agregar 500 puL. de medio SOC a la celda.

6. Usando una pipeta Pasteur, transferir el contenido de la celda en un tubo con medio
SOC de 1 mL. (puede ser en un tubo de 15 mL o un eppendorf de 5 mL).

7. Incubar el tubo a 28 °C de 2 a 4 horas en agitaciéon constante (150-200 rpm).
8. Concentrar las células a 3000 rpm por 3 minutos.

9. Resuspender la pastilla en 500 pL. de medio SOC y sembrar 100 pLen masivo en placas
con el antibidtico de seleccién (kanamicina 50 pg/mL).

= Nota: las muestras de ADN tienen que estar purificadas por columna o precipitadas
antes de electroporarse.

Anexo 11

Agroinfiltraciéon con Agrobacterium tumefaciens GV3101 trans-
formada

Primero se tiene que configurar el electroporador Bio-Rad antes de sacar las células con
las siguientes condiciones:

1. Inocular 30 mL de medio SOC con Agrobacterium previamente transformada; agregar los
antibidticos apropiados (gentamicina 25-50 ug/mL, rifampicina 15 pg/mL y kanamicina
50 pg/mL) y crecer toda la noche a 28 °C a 200 rpm.

2. Colectar las células centrifugando a 2,500 g por 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Remover el sobrenadante y resuspender en 5 mL buffer de infiltracién.
4. Repetir el paso 2 y 3.

5. Medir la absorbancia a 600nm. La concentracion no debe ser mayor del.5 e idealmente
debe ser de 0.7.

6. Diluir la concentracién de células con buffer de infiltracion sélo si es necesario utilizando
la férmula C1V1=C2V2.
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10.

11.

12.

Seleccionar las hojas que seran infiltradas de las plantas, se deben seleccionar las hojas
mas grandes ya que es mas facil de agroinfiltrarlas.

Con una jeringa estéril sin aguja tomar 1mL de células en suspensién.

. Frotar suavemente el envés de la hoja con la jeringa (sin aguja) para remover la cuticula

cerosa. Esto facilita la agroinfiltraciéon ya que se necesita aplicar menos presion en el
embolo lo que reduce la probabilidad de danar la hoja.

10. Presionar suavemente el embolo, el liquido se difundira en la hoja.

Agroinfiltrar las hojas deseadas, es recomendable que sea una sola hoja por rama y 100
pL por hoja para ensayos de expresién transitoria.

Llevar las plantas a camara de crecimiento, regar periédicamente.
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