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1. RESUMEN

El factor elF4E ha sido identificado en diversos organismos, elFiso4E es uno de
los miembros de la familia elF4E en plantas que durante la iniciacion de la
traduccion reconoce la estructura Cap en el extremo 5’ de los mRNAs. Esta etapa
de la traduccién se ha considerado la etapa méas regulada influyendo en la
velocidad de sintesis proteica y por consecuencia en el crecimiento, proliferacion y
desarrollo celular. La presencia y distribucion de elF4E y elFiso4E ha sido
determinada en diferentes tejidos y etapas del desarrollo de diversas especies
vegetales, observandose que existe predileccion por algin tejido y etapa del

desarrollo en particular.

Estudios de resistencia viral en plantas han identificado a elFiso4E y elF4E como
factores asociados con la resistencia a enfermedades causadas por virus de RNA
de cadena sencilla como los potyvirus. Estos virus presentan una proteina unida
covalentemente a su genoma (VPg) en lugar de Cap con la cual tanto elF4E como
elFiso4E son capaces de interaccionar. Una mutante de Arabidopsis thaliana
carente del elFiso4E no presentd fenotipo diferente al de plantas silvestres bajo
condiciones de laboratorio. Sin embargo, en inoculaciones con dos potyvirus, el
virus del mosaico del nabo (TuMV) y el virus del mosaico de la lechuga (LMV), las
plantas mutantes fueron resistentes a la infeccion a diferencia de las plantas
silvestres. Se ha sugerido que la interaccién VPg-elFiso4E es un elemento critico
durante la infeccion viral, aunque no se conoce el proceso molecular en el cual

esta interaccién esté involucrada.

En este trabajo se utilizaron las plantas que son mutantes nulas para el factor
elFiso4E inoculadas con un potyvirus (el virus del jaspeado de tabaco; TEV por
tobacco etch virus) y con un potexvirus (el virus del mosaico de la papaya; PapMV
por papaya mosaic virus). Se colectaron las hojas locales (inoculadas) y
sistémicas (superiores a las inoculadas) a los 4 y 15 dias post-inoculacién. Se

utilizaron plantas silvestres no inoculadas como controles. Se analizé la presencia




y movilidad del RNA viral mediante RT-PCR a partir del RNA total, y mediante un
fraccionamiento polisomal se midieron los niveles de traduccion del RNA viral. Los
resultados indicaron que en las plantas carentes de elFiso4E, el RNA de TEV esta
presente en hojas locales pero no en hojas sistémicas indicando que elFiso4E es
requerido para la movilidad del virus en la planta. Los niveles traduccionales de
TEV en las hojas locales fueron similares a los detectados en plantas silvestres,
por lo cual concluimos que la traduccién de TEV no es dependiente de elFiso4E.
Por otro lado, la presencia, movilidad y traduccién de un RNA viral que presenta
Cap y no VPg en su extremo 5 (PapMV) fue similar en plantas silvestres y

mutantes.

La traduccion de RNA de TEV en A. thaliana no es afectada por la ausencia de
elFiso4E pero si su movimiento, por lo que elFiso4E podria estar involucrado en el

movimiento célula a célula o a larga distancia del RNA viral.




2. INTRODUCCION

El factor de iniciacion de la traduccion elFiso4E ha sido identificado en plantas y
esta involucrado en el inicio de la traduccion de RNAs mensajeros (mMRNA). Un
mecanismo de regulacion de la expresion génica es el control de la velocidad de
traduccion, lo cual tiene un papel critico durante el crecimiento, proliferacion,
desarrollo y muerte celular. La rapidez con la que se lleva a cabo la traduccién
puede ser controlada en cualquiera de sus tres etapas (iniciacion, elongacion o
terminacion), siendo la de iniciacion donde se lleva a cabo predominantemente la

regulacion (Gingras, et al., 1999).

En células eucariontes, la mayoria de los mRNA poseen en el extremo 5 una
estructura m’GpppN, conocida también como estructura Cap, la cual, ademas de
la metilacion en la posicion 7 de la guanina, puede presentar otras metilaciones
por ejemplo: m’GpppN™p o m’GpppN™pN™p (donde N representa cualquiera de
los cuatro nucleétidos y m el grupo metilo); una regién no codificante (UTR5’)
seguida de un marco de lectura y otra regién no codificante (UTR3’), que termina
comunmente en una cola de adeninas (poliA). La estructura Cap juega un papel
importante en el inicio de la traduccién del mRNA, y en otros procesos como el de
procesamiento del mRNA inmaduro, el transporte nucleo-citoplasmico de
pequefios RNAs, posiblemente también del mRNA, y confiere estabilidad al
MRNA. La cola de poliA del mMRNA puede ser desde 50 bases (levaduras) hasta
200 bases de longitud (eucariontes superiores) y juega el papel de brindar
estabilidad al mMRNA asi como hacer mas eficiente su traduccién (Gingras, et al.,
1999; Von der Haar, et al., 2004; Miyoshi, et al., 2005).

Ademas de estos componentes en el mMRNA, existen otros elementos que actian
en cis durante el inicio de la traduccién permitiendo la regulacién de la sintesis
proteica. Estas son secuencias que flanquean el codén de inicio, estructuras
secundarias en la region UTR 5’, sitios de unidén a proteinas reguladoras entre

otros (Gingras, et al., 1999).




A diferencia de los mRNA celulares, los genomas de virus de RNA pueden
presentar modificaciones en sus extremos 5 o 3'. En particular el virus del
jaspeado del tabaco (TEV), miembro del género Potyvirus, presenta un genoma de
RNA de cadena sencilla con sentido positivo, con una proteina de origen viral
(VPQ) unida covalentemente en su extremo 5’ y en su extremo 3’ una cola de poliA
similar a un mRNA celular (Carrington, y Freed, 1990). En estudios hechos in vitro
se ha observado que el factor elFiso4E es capaz de interaccionar con la proteina
VPg de Potyvirus, provocandole cambios estructurales que disminuyen su afinidad
por analogos de Cap, esto ha sugerido que puede existir una competencia entre la
estructura Cap de los mRNA celulares y la proteina VPg, siendo la interaccion
VPg-elFiso4E un elemento critico durante la infeccion viral (Léonard, et al., 2000;
Miyoshi, et al., 2005).

Se ha sugerido que el factor elFiso4E puede ser relevante durante el ciclo infectivo
de los Potyvirus, mediante su participaciéon en la traduccién del genoma viral,
dando estabilidad o protegiendo de la degradacion al RNA viral, y/o en la

movilizacion del mensajero viral dentro del hospedero (Lellis, et al., 2002).

En este trabajo se estudié a nivel molecular la relevancia del factor elFiso4E en la
replicacion, traduccién y movimiento de un aislado mexicano del virus TEV en A.
thaliana ecotipo Columbia-0. Los resultados obtenidos sugieren que el factor
elFiso4E participa en el movimiento del mRNA de TEV pero es dispensable para

su traduccion y replicacion.




3. ANTECEDENTES

3.1 Mecanismo de iniciaciéon de la traduccion en eucariontes.

Para la traduccion son requeridos diversos factores eucaridticos de iniciacion
(elFs). La estructura Cap es reconocida por el factor elF4E, el cual se asocia a
elF4G quien sirve como un andamio para formar el complejo elF4F. A elF4G se
asocia el factor elF4A quien tiene actividad de helicasa dependiente de ATP y se
encarga de remover estructuras secundarias presentes en el mMRNA con ayuda de
elF4B. Por otro lado, la subunidad ribosomal 40S es reconocida por el factor elF3,
un complejo multimérico compuesto por varias subunidades que sirve como
andamio para unir al factor elF2 asociado a una molécula de GTP y al tRNA
iniciador cargado con metionina (Met-tRNA), formando asi el complejo 43S. Este
complejo se une al complejo elF4AF-mRNA mediante el reconocimiento de un
dominio de union en el factor elF4G por parte del factor elF3 formando el complejo
48S. Una vez que se ha ensamblado este complejo, la subunidad 40S comienza a
recorrer la region 5 UTR hasta encontrar el codon de inicio en un contexto
apropiado. La secuencia mas relevante alrededor del coddon de inicio es la
presencia de una purina en la posicion -3 del AUG (A/IGXXAUG). Esto determina
que la subunidad 40S se detenga y permita un apropiado reconocimiento codon-
anticodon con el tRNA iniciador, que es verificado por elF1A y elF3. Una vez
ocurrido esto, los factores elF5 y elF5B estimulan la hidrélisis de GTP, la
liberacion de elF2-GDP y otros factores para unir la unidad ribosomal 60S, y
formar el ribosoma 80S competente para la elongacion. El complejo elF4F que
sigue asociado a la estructura Cap, proporciona estabilidad al mMRNA a través de
la interaccidén que se lleva a cabo entre el elFAG y las proteinas que se unen a la
cola de PoliA (PABP) quien como su nombre lo indica tiene afinidad por la PoliA
del extremo 3’ del mensajero, causando la circularizacion del mRNA (Figura 1),
esto permite que los ribosomas que terminan la traduccion del mRNA son
desensamblados cerca del complejo de inicio de la traduccién elF4F, lo que facilita

gue sean nuevamente reclutados por la maquinaria traduccional (Merrick, 1992;




Browning, et al., 1996; Gingras, et al., 1999; Morino, et al., 2000; Pestova, et al.,
2001; Robaglia y Caranta, 2005).

Figura 1. Modelo circular del complejo proteico de inicio de la traduccion de
eucariontes 48S (Tomado de Robaglia y Caranta, 2005).

3.2 El factor de inicio de la traduccion elF4E.

3.2.1 Caracteristicas y regulacion del factor elF4E.

El factor elF4E ha sido identificado por su capacidad de interaccion con Cap de los
MRNA haciéndolo esencial para la traduccion dependiente de Cap. Las
estructuras tridimensionales de elF4E de raton, humano, levadura, y
recientemente plantas han sido resueltas mediante diversos métodos, en cada
caso ligadas a moléculas analogas a Cap. Se ha observado que la estructura de
elF4E consiste en 8 hojas 3 soportadas por 3 a hélices, dando la apariencia de un
guante de beisbol (Figura 2) (Joshi, et al., 2005).




Figura 2. Estructura tridimensional del factor elF4E de mamiferos, se muestran en
color gris, en la parte concava de la proteina los residuos de tripté6fano 56 y 102
involucrados en la interaccién -1 con el Cap de los mRNAs (tomado de Gao, et
al., 2004).

El sitio de interaccion con la estructura Cap es una cavidad donde dos residuos de
triptéfano conservados (trp-56 y trp-102 en humano), son los causantes de la
interaccién con el anillo aromatico de la guanina de la estructura Cap a través de
un enlace llamado “r-11"; esta interaccion es coordinada por puentes de hidrogeno
entre la base nitrogenada de la guanina y un residuo de acido glutdmico (glu-103
en humano). Un tercer residuo de triptéfano (trp-166 en humano) tiene interaccién
de tipo Van der Waals con el N-7-metil de la estructura Cap. Algunos residuos
cargados positivamente del sitio de interaccion con Cap (Arg-112, Arg- 157 y Arg-
162) estabilizan las cargas negativas de los atomos de oxigeno de los grupos
fosfato (Gingras, et al., 1999; Von der Haar, et al., 2004).

El andlisis estructural de elF4E ha facilitado en gran medida el estudio molecular
de las interacciones con el Cap de los mRNAs y proteinas reguladoras de su
actividad. La estructura que presentan las proteinas elF4E se ha conservado a lo
largo de la evolucion de los organismos; un dominio bien conservado de
aproximadamente 170 aminoacidos presente en el extremo C-terminal contiene 8
triptéfanos que brindan la importante tarea de reconocer la estructura Cap del

MRNA, en ese mismo dominio se encuentra el sitio de union al factor elF4G y a




proteinas de unién a elF4E (4E-BP), que impiden la interaccion de elF4E con
elF4G (Marcotrigiano, et al., 1997).

Dentro de los mecanismos que regulan la actividad de elF4E, se pueden citar
principalmente 2: la fosforilacion y la interaccion con proteinas reguladoras.
Estimulos extracelulares tales como hormonas, factores de crecimiento y
mitogénos, promueven el crecimiento celular y la velocidad de traduccion
aumentando la fosforilacion de elF4E. Se ha observado que los patrones de
fosforilacion de elF4E cambian a lo largo del ciclo celular: en Go el nivel de
fosforilacion es bajo, incrementa a lo largo de las fases G; y S, y es drasticamente
reducido en la fase M; en directa correlacion con los niveles traduccionales. La
fosforilacién de elF4E disminuye por choques térmicos, a la vez que la actividad
traduccional global se ve disminuida (Gingras, et al., 1999). Estudios in vitro
sugieren que elF4E de mamiferos esta sujeto a fosforilacién en el residuo de
serina 209 por las cinasas Mnkl y Mnk2, integrantes de la ruta de las MAP-
cinasas. Las Mnks interactian directamente con la region carboxilo de elF4G
permitiendo una aproximacion que afecta a elF4E (Pyronnet, et al., 1999). Otros
estudios sugieren que bajo ciertas condiciones la fosforilacién de la treonina 210
también es posible.

En respuesta a estimulos fisiolégicos la actividad de elF4E es controlada por
reguladores negativos o proteinas de interaccion con elF4E (4E-BPs), que actian
inhibiendo la traduccion dependiente de Cap, dado que las proteinas 4E-BP
compiten con elF4G por interaccionar con elF4E. Esto es debido a que tanto las
elF4G como las 4E-BP presentan el motivo YXXXXL® (donde X es cualquier
aminoacido y ® un residuo hidrofébico), a través del cual se lleva a cabo la
interaccion con elF4E (Gingras, A. et al., 1999). La actividad de 4E-BP es afectada
por su nivel de fosforilacion el cual es regulado por la via de la cinasa TOR (target
of rapamycin). Cuando 4E-BP se encuentra en estado hipofosforilado secuestra a
elF4E, mientras que en estado hiperfosforilado 4E-BP no interacciona con elF4E y
este puede participar en la traduccion (Gingras, et al., 2001). Un ejemplo donde la




traduccion es regulada por la via de 4E-BP es la infeccion por algunos
picornavirus que inducen la desfosforilacion de 4E-BP1 inhibiendo la traduccién
dependiente de Cap de mRNAs celulares, mientras se favorece la traduccién viral
dirigida por la presencia de un sitio de entrada interna del ribosoma (IRES) en la

region UTR 5’ del mensajero viral (Goodfellow, y Roberts, 2007).

3.2.2 Clasificacion de los miembros de la familia elF4E.

A la fecha se han descrito varios miembros de la familia elF4E en neméatodos,
mamiferos, moscas y plantas. Considerando los residuos de triptofano en los
miembros de la familia elF4E que le confieren la habilidad de reconocer la
estructura Cap del mRNA, Joshi, et al. (2005) realizaron, mediante un analisis
filogenético, la agrupacion de las distintas proteinas dentro de tres clases. Esta
agrupacion se realizé con base a la presencia o sustitucidon de los triptéfanos 43 y

56 de acuerdo al elF4E1 de humano (Figura 3).
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Figura 3. Alineamiento de las secuencias completas de aminoécidos de los elF4E-
1 de H. sapiens, M. musculus, X. laevis, D. rerio, D. melanogaster, T. aestivum
(elF4E), T. aestivum (elFiso4E), S. pombe, S. cerevisiae. En rojo se muestran los
aminoacidos aromaticos conservados, en gris los aminoacidos conservados en u
75%, en amarillo las Histidinas de que bordean el nucleo de la proteina elF4E, en
azul aparecen secuencias que se ha demostrado in vitro son dispensables para la
funcion de elF4E, los residuos en verde son los correspondientes a los triptéfanos
56,102, 166 y el glutamico 103 de humano y ratdon involucrados en la interaccién
con la estructura Cap, los residuos en morado son los encargados de interaccionar
con el factor elF4G o con proteinas del tipo 4E-BPs (tomado de Joshi, et al. 2005).

Los miembros de la clase | presentan entre si una identidad de ~35 - 40% y una
similitud de ~60 - 65%. Se caracterizan por la conservacion de los triptofanos 43 y
56 de acuerdo al elF4E-1 de humano. Los miembros presentes en la clase Il
muestran aproximadamente un 50% de identidad y 70 - 80% de similitud con

respecto a los miembros agrupados en la clase |. En los miembros de esta clase
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existe una sustitucion del triptéfano 56 con respecto al elF4E-1 de humano por un
residuo hidrofébico, pudiendo ser una tirosina, fenilalanina o leucina; también se
ha observado que existen sustituciones del triptéfano 43 en los miembros de esta
clase, aunque no han sido bien determinadas. Dentro de los miembros que se
agrupan en la clase Il se pueden encontrar proteinas de unién a Cap que poseen
entre el 25 — 30% de identidad y ~40 — 55% de similitud en comparacion con los
factores agrupados en la clase | y la clase Il. En la clase Ill las proteinas
mantienen conservado el triptéfano 43 pero el 56 es sustituido por una cisteina o

por una tirosina con respecto al elF4E-1 de humano.

3.2.3 Estudios acerca de miembros de la familia elF4AE en diversos
organismos.

Casi todos los organismos eucariontes presentan mas de un miembro de la familia
elF4E a excepcion de la levadura Saccharomyces cerevisiae. A continuacion se
describen algunos estudios que abordan la funcion y regulacion de miembros de la

familia elF4E en diferentes organismos.

3.2.3.1 Insectos.

En moscas adultas del género Drosophila se encontraron dos distintas proteinas
gue se unen a Cap utilizando cromatografia por afinidad con 7-metil-GTP-Sefarosa
y electroforesis en gel de SDS-PAGE. La microsecuenciacion de estas proteinas
indicé que ambas diferian en su extremo amino terminal. Al analizar una biblioteca
de cDNA se concluyé que las dos proteinas elF4E provenian de un mismo mRNA
gue es sometido a tres procesos de edicidn (splicing) alternativos para dar origen

a dos péptidos diferentes (Lavoie, et al., 1996).

Posteriormente, a partir de la secuenciacion del genoma de moscas, se
encontraron varias secuencias pertenecientes a isoformas de elF4E. De una
biblioteca de cDNAS, se obtuvieron las secuencias de ocho miembros de la familia
elF4E (elF4EL1 a la 8). Las proteinas correspondientes fueron expresadas in vitro y

al medir su afinidad hacia el 7metilGTP-sefarosa, se encontré que todas se unen a
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la resina. Paralelamente, mediante el sistema de dos hibridos en levadura, se
analizd la interaccion de las ocho elF4E con las proteinas elF4G y 4E-BP de
Drosophila. Se encontré que elF4G interacciona fuertemente con elF4E-1, elF4E-
2 y elF4E-4, mientras que con elF4E-3, elF4E-5 y elF4E-7 la interaccidn es menor
y no se detectd interaccion con elF4E-6 y elF4E-8. El mismo patron de
interacciones fue observado con 4E-BP (Hernandez, et al., 2005). Esto indica que
las diferentes isoformas de elF4E podrian cumplir funciones diferentes en el
metabolismo del mRNA en Drosophila dado la capacidad que tienen para

interaccionar con otras proteinas como elF4G.

3.2.3.2 Nemétodos.

En nematodos se hizo la caracterizacion funcional de cinco isoformas del factor
elF4E, analizando el requerimiento de cada isoforma para la viabilidad, a través
del silenciamiento especifico para cada una mediante RNA de interferencia
(RNAI). Se encontré que la isoforma IFE-3 tiene mayor parecido con el elF4E-1 de
mamiferos, teniendo afinidad solo por el Cap monometilado (‘mGTP) y es esencial
para la viabilidad. Las isoformas IFE-1, IFE-2 e IFE-5 tienen mas parecido entre si,
que con elF4E-1 con una identidad superior al 50%. Estas son capaces de

reconocer a Cap trimetilado (%%’

mGTP), y su funcion es parcialmente redundante.
IFE-4 se une uUnicamente a Cap monometilado y es similar a elF4E-2 de
mamiferos. La isoforma IFE-4 de C. elegans no es esencial para la viabilidad
(Keiper, et al.,, 2000). En este mismo organismo se expresO IFE-4.:GFP
encontrandose preferencialmente en musculo y neuronas, también se hicieron
mutantes knockout para ife-4, en las que se demostr6 mediante analisis con
microarreglos de DNA que hay un grupo de mRNA afectados en su traduccion por
la ausencia de IFE-4 (Dinkova, et al., 2005). Estos estudios sugieren la existencia

de una funcién particular para cada miembro de la familia elF4E.

3.2.3.3 Mamiferos.
Por medio de bibliotecas gendmicas de humano obtenidas de placenta, se

pudieron aislar y caracterizar dos genes codificantes para dos miembros de la
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familia elF4E (elF4E-1y elF4E-2), el primer gen esta organizado en siete exones y
seis intrones mientras que el segundo solo presenta un exon y carece de intrones.
Ambos genes mostraron una expresion diferencial en cuatro lineas celulares
humanas, se ha sugerido que ademas del linaje celular, pueden ser transcritos

diferencialmente en respuesta a factores de crecimiento (Gao, et al., 1998).

3.2.3.4 Plantas.

En extractos de germen de trigo, puntas de raices de maiz e inflorescencias de
coliflor se identificaron dos complejos elF4F antigénicamente distintos: elF4F
(elF4E de 26kDa y elF4G de 180kDa), y su isoforma elFiso4F (elFiso4E de 28kDa
y elFiso4G de 86kDa). Ambos complejos pueden actuar en la iniciacién de la
traduccion (Browning, et al., 1992).

De una biblioteca de cDNAs de Arabidopsis, se aislaron dos genes codificantes
para miembros de la familia elF4E (elF4AE y elFiso4E), cuyas secuencias de
aminoacidos mostraron homologia con los elF4E de plantas, levadura y humanos.
Se observo que el mMRNA de cada isoforma se acumula diferencialmente en tejidos
de la planta, siendo el mMRNA de elF4E méas abundante en todos los tejidos menos
en la zona de diferenciacién de la raiz, mientras que el mMRNA de elFiso4E es
abundante en 6rganos florales y en tejido en desarrollo como puntas de raiz. Estas
evidencias sugieren gue las isoformas tienen funciones distintas en el desarrollo

de la planta (Rodriguez, et al., 1998).

A finales de la década de los 90s’, se identifico en A. thaliana una nueva proteina
de unién a la estructura Cap (nCBP) capaz de soportar la traduccién dependiente
de Cap de mRNA que tiene a los ortdlogos en animales: elF4E-2 (H. sapiens), 4E-
HP (D. melanogaster), IFE-4 (C. elegans). Aunque no es clara la funcién que
desemperia, se ha propuesto que nCBP podria regular la traduccion de algunos
MRNA secuestrandolos y disminuyendo sus niveles de traduccion. Algunos
experimentos in vitro sugieren que podria existir competencia entre elF4E,
elFiso4E y nCBP por algunos mRNA (Ruud, et al., 1998).

13



Las diferentes isoformas de elF4E se han encontrado en diversas especies
vegetales como maiz, tabaco, chile, arroz, lechuga, jitomate, entre otras. En
plantas de tabaco se encontraron las dos isoformas elF4AE y elFiso4E, y se
observd que cuando se purificaba elFiso4E de un extracto de proteina soluble de
hojas de tabaco mediante cromatografia con ‘mGTP sefarosa y se detectaba por
Western blot, se obtenian dos proteinas (elFiso4Ea y elFiso4Eb). Mediante
Western blot, se midio la distribucion de los factores elF4E y elFiso4E en un
extracto de proteina soluble de diferentes tejidos de plantas de tabaco y se
encontré que elFiso4E y elF4E son mas abundantes en polen, anteras y raiz, en
comparacién con los niveles que hay en pétalos, sépalos hojas y semillas (Combe,
et al., 2005).

Se ha encontrado que durante el desarrollo de ejes embrionarios de maiz, existe
un patrén de expresion diferencial en los niveles proteicos de las isoformas elF4E
y elFiso4E. En semillas quiescentes la cantidad de elFiso4E es mayor con
respecto a la de elF4E, quien alcanza niveles similares hasta las 24 horas de

germinacion (Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999).

Todos estos estudios confirman la presencia de distintos miembros de la familia
elF4E en diversos organismos, en donde dependiendo las condiciones, pueden

regular la traduccién afectando el crecimiento celular y el desarrollo.

3.3 Concepto y clasificacién taxondmica general de los virus.

Los virus han sido definidos como elementos genéticos que actian como parasitos
celulares especializados, compuestos por una o varias moléculas de acidos
nucleicos normalmente rodeadas por una cubierta protectora de proteinas o
lipoproteinas que son capaces de organizar su propia replicacion al situarse dentro
de una célula hospedera. La gran diversidad de tipos de virus que existe en la
naturaleza es, probablemente, solo un reflejo de la diversidad de tipos de

genomas virales que han surgido durante la evolucion (Vega y Rivera, 2001).
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Considerando la naturaleza del genoma (DNA o RNA), el tipo de cadenas que lo
componen (cadena sencilla o cadena doble), la polaridad de las cadenas
nucleotidicas y la capacidad de transcripcion reversa, se han caracterizado 240
géneros, de los cuales 211 se encuentran clasificados dentro de 68 familias. Los
29 restantes aun no han sido asignados a una categoria taxondmica mayor.
Actualmente se han reconocido tres érdenes, los Caudovirales que incluyen a las
familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae; el orden de los Mononegavirales
en el cual se encuentran incluidas las familias Bornaviridae, Filoviridae,
Paramyxoviridae y Rhabdoviridae; finalmente el orden de los Nidovirales que
incluye a las familias Coronaviridae y Arteriviridae. Al resto de las familias aiin no
se les ha considerado dentro de un nivel taxonémico superior (Mayo, 2002;
Pringle, 1999).

3.3.1 Clasificacion de los virus de plantas.

Dentro de los virus que infectan plantas, solo un 10% poseen un genoma de DNA
y pueden replicarse en el nucleo de la célula hospedera, mientras que el 90%
poseen un genoma de RNA vy llevan a cabo su ciclo de replicacién en el

citoplasma (Mathews, 1991).

Los virus de plantas han sido catalogados con base a los cuatro criterios
taxondmicos generales: la naturaleza del genoma (DNA o RNA), el tipo de
cadenas que lo componen (cadena sencilla o cadena doble), la polaridad de las
cadenas nucleotidicas y la capacidad de ser sometidos a transcripcién reversa
durante la infeccion viral. Tomando en cuenta lo anterior, los virus de plantas se
pueden agrupar en: (1) virus de DNA de cadena sencilla con dos familias
representativas; (2) virus que llevan a cabo reverso transcripcion que agrupan a
tres familias; (3) virus de RNA de doble cadena que incluyen dos familias; (4) virus
de RNA de cadena sencilla con sentido negativo que agrupan dos familias; y (5)
los virus de RNA de cadena sencilla con sentido positivo donde pertenecen nueve

familias (ver Tabla 1). Dentro de este ultimo grupo se encuentra el género de los
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Potyvirus de la familia Potyviridae y el género potexvirus miembro de la familia
Flexiviridae (Mayo, y Brunt, 2005).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de las familias de virus de plantas.

Virus de DNA Virus de RNA Virus de RNA ss
sSS ds (+)
Geminiviridae Reoviridae Potyvididae
Nanoviridae Partitiviridae Flexiviridae

: Comoviridae

unzSd?_)RNA Luteoviridae

Virus con Rhabdoviridae Timoviridae
reversotranscripciéon Bunyaviridae Tombusviridae
Caulimoviridae Sequiviridae
Pseudoviridae Closteroviridae
Metaviridae Bromoviridae

3.4 Los virus y su importancia en el campo mexicano.

Cuando un virus infecta una planta hospedera, utiliza la maquinaria celular para
poder llevar a cabo la traduccion de las proteinas virales, replicar sus acidos
nucleicos, moverse fuera de las células inicialmente infectadas y esparcirse hacia
otros tejidos de la planta. La mayor parte de los virus de plantas pueden infectar a
sus hospederos por heridas hechas mecanicamente o por vectores, tales como
insectos, hongos o nematodos. Los virus de plantas se pueden transmitir por
diferentes vias, sin embargo, la transmision por insectos es la que tiene mayor

repercusion principalmente en la produccion agricola (Gilbertson, et al., 2001).

Los virus son causantes de grandes pérdidas en el ambito agricola,
particularmente en la produccion de hortalizas (Barba-de la Rosa, et al., 2003). En
México se realizd una inspeccion para estudiar la distribucion geogréafica de dos
especies de Potyvirus, Virus del Mosaico Comun del Frijol, BCMV vy el Virus de la
Necrosis en Mosaico Comun del Frijol, BCMNV, empleando un grupo de
oligonucledtidos disefiados para detectar el gen de la proteina de la capside
especificos para dichas especies virales. Ambos virus se encontraron presentes

en distintos lugares de la Republica Mexicana, sin embargo, el BMCV se encontr6
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predominantemente en la region central del pais; mientras que el BCMNV prolifera

hacia el este de los estados tropicales de México (Flores-Estévez, et al., 2003).

En una busqueda que se realiz6 para detectar al Potyvirus de la mancha anular de
la papaya (PRSV) en 15 estados a lo largo de la costa del Golfo de México y del
Océano Pacifico que aportan el 98% de la produccion nacional de papaya; se
encontré en 157 de 267 muestras de hojas el PRSV. Adicionalmente se detecto el
virus del mosaico de la papaya (PapMV), quien fue menos frecuente que PRSV.
Ambos virus se pudieron encontrar en mezcla en papaya y otras especies
vegetales susceptibles que podrian estan cumpliendo la funcién de reservorios de

estos patdgenos (Noa-Carrazana, et al., 2006)

En plantas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa, B.) que procedian de
regiones productoras de los Estados de México, Puebla y Morelos, que mostraban
sintomas de virosis, se lograron aislar y caracterizar parcialmente mediante
pruebas de transmisibn mecanica, injerto, por insectos vectores, serologia y
microscopia electronica, varios virus de RNA de cadena sencilla, tales como el
virus del jaspeado del tabaco (TEV). Los andlisis seroldgicos realizados mostraron
que infecciones en mezcla estdn ampliamente distribuidas en las zonas
productoras de los Estados de México, Puebla y Morelos (De La Torre-Almaraz, et
al., 1998). En un trabajo posterior con plantas de tomate de cascara cultivadas en
la misma zona, se logré detectar al virus PHV; también se encontraron plantas
infectadas, en forma individual o en mezcla, con los virus TEV, TRSV, TMV, CMV
y TSWV, siendo el méas frecuente el TEV (De La Torre-Almaraz, R., et al., 2002).
En un tercer estudio realizado en la misma regién con plantas de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa, B.), jitomate (Lycopersicum esculentum L.), chile
(Capsicum annuum L.) y crisantemo (Dendrathema grandiflora L.), que mostraban
sintomas de manchas anulares cloréticas y necréticas en las hojas, asi como
necrosis en los tallos, se consiguidé separar seis aislamientos del virus TSWV,
también fueron encontrados el INSV, CMV, TRSV, TMV y TEV presentes en
infecciones complejas. Los aislamientos de TMV y TEV fueron encontrados con
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mayor frecuencia en las infecciones al ser detecciones serologicamente (De La

Torre-Almaraz, et al., 2002).

3.5 Caracteristicas y organizaciéon del genoma de virus de RNA.

Entre la gran diversidad de virus de RNA de sentido positivo, existe una amplia
variedad de formas en las que la expresion del genoma es regulada. Parte de esta
regulacion se puede atribuir a las caracteristicas existentes en los extremos 5’ y 3’
asi como en las regiones UTR 5’ y UTR 3’ de los mensajeros virales haciéndolos

diferentes de los mRNA celulares (Dreher y Miller, 2006).

Mas de una tercera parte de los géneros virales de RNA de cadena positiva estan
provistos en su extremo 5’ de estructura Cap, pero no poseen cola de poliA en el
extremo 3’. Sin embargo, para algunos virus se ha observado que la region UTR 3’
hace mas eficiente la traduccion del mensajero viral como lo hace la cola de poliA
en un mMRNA celular (Gallie y Walbot, 1990; Krab, et al., 2005; Matsuda y Dreher,
2004).

En otros casos, los mensajeros virales pueden ser semejantes a los mMRNAs
celulares. Un caso particular de este tipo viral es el género Potexvirus miembros
de la familia Flexiviridae que posee un genoma monopartita de aproximadamente
6 Kb y cinco marcos de lectura abiertos, presenta estructura Cap en su extremo 5’
y cola de poliA en el extremo 3’ (Huang, et al., 2004). Se ha observado que la
region UTR 5 estd involucrada en la regulacidn de la sintesis de RNA
subgenomico, en la encapsidacion asi como el transporte via los plasmodesmata,;
por otro lado, la region UTR 3 desempefia algunas funciones durante la
replicacion viral. Dentro del genoma viral existe una region que codifica para tres
péptidos involucrados durante el transito intracelular y se ha sugerido que esta
region asegura la traduccion del RNA viral (Verchot-Lubicz, et al., 2007).

Un cuarto de los géneros de virus de RNA de cadena sencilla presentan unida

covalentemente a su extremo 5’ de su genoma una pequefa proteina de origen
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viral (VPQ) en lugar de estructura Cap. En algunos de estos virus la region UTR 5’
se encuentra altamente estructurada y presentan elementos tipo IRES capaces de
soportar la traduccion independiente de Cap. Estos virus pertenecen al supergrupo
de los picornavirus dada la organizacion y estrategias de expresion del genoma.
Pueden presentar varios codones de inicio (AUG). A pesar de que estos virus
comparten estas caracteristicas con virus animales, se ha sugerido que la manera
de reclutar la maquinaria traduccional es diferente (Goodfellow y Roberts, 2007).
Un ejemplo de este ultimo tipo de virus es el género Potyvirus perteneciente a la
familia Potyviridae. EI genoma de estos virus es monopartita y se encuentra
constituido por una molécula de RNA de cadena sencilla con sentido positivo de
longitud cercana a las 10 kb y es cubierto por aproximadamente 2000 unidades de
proteina de la capside formando una particula con forma de varilla flexible. En el
extremo 5’ del RNA tiene unido covalentemente por un residuo de tirosina a la
proteina VPg (viral genome-linked protein) de aproximadamente 25 KDa; en el
extremo 3’ presenta una cola de adeninas poly(A) similar a un mRNA (Figura 4).

Figura 4. Diagrama de la organizacion del genoma de un Potyvirus, también se
muestra la proteina VPg en el extremo 5’ y la secuencia PoliA en el extremo 3’ del
genoma viral (Tomado de Urcuqui-Inchima, et al 2001).

El mRNA del genoma Potyvirus tiene un solo marco abierto de lectura que al ser
traducido produce una poliproteina de aproximadamente 340 a 370 KDa la cual es
procesada por proteasas virales para dar lugar a las diferentes proteinas virales
(Urcuqui-Inchima, et al., 2001; Dreher y Miller, 2006) (Tabla 2).
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Tabla 2. Proteinas codificadas en el genoma de Potyvirus, se describen las
funciones a las que se les ha asociado (Urcuqui-Inchima, et al., 2001).

Proteina Funcién

P1 Proteasa, sintomatologia.
Proteasa, transmision por afidos, movimiento sistémico,
HC-Pro supresion del silenciamiento génico, sinergismo Yy
desarrollo de sintomas.
P3 Patogenicidad en plantas.
6kl  ?, asociado a P3
Cl Movimiento de célula a célula.
6k2  ?, asociado a Nla.
VPg Replicacion y traduccion del genoma.
Nla  Proteasa, cuerpos de inclusion, localizacion celular.
NIb  Replicasa, cuerpos de inclusion, localizacion en el nucleo.

CP  Encapsidacion, movimiento de célula a célula y sistémico

3.6 Los Potyvirus y su interaccion con los factores de inicio de la traduccién.
El éxito que tienen los virus de plantas al colonizar a un hospedero se debe en
gran medida a las interacciones que se llevan a cabo entre las proteinas del
hospedero y las proteinas provenientes del huésped. La informacién acerca de las
proteinas involucradas en el ciclo infectivo de virus de plantas es limitada, no
obstante, algunas de las interacciones entre proteinas del hospedero y las

proteinas virales han sido documentadas (Roudet-Tavert, et al., 2007).

Estudios realizados con mutantes nulas de los genes correspondientes a las
isoformas del factor elF4G de A. thaliana, evidenciaron que algunas isoformas son
necesarias para llevar a cabo la infeccion por algunos Potyvirus. Cuando elF4G
esta ausente, A. thaliana muestra resistencia al virus de la vena amarilla del clavel
(CIYVV); al estar mutada elFiso4G1, las plantas de A. thaliana adquirieron
resistencia contra el virus del mosaico de la lechuga (LMV); finalmente la doble

mutante elFiso4G1 x elFiso4G2 de Arabidopsis, fue resistente al virus del mosaico
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del nabo (TuMV). Este trabajo sugiridé que existe un reclutamiento selectivo de las
isoformas de elF4G dependiendo de la especie viral, al igual que para las
isoformas del factor elF4E, aunque no se sabe cual es la tarea particular de cada
factor durante la infeccion viral (Nicaise, et al., 2007).

Mediante el andlisis por RFLP de genes de resistencia a enfermedades causadas
por agentes virales en cultivares de chile, se encontré que el locus pvr2 conferia
resistencia al virus Y de la papa (PVY); dicho locus correspondia con el factor
elF4E. La secuencia del cDNA correspondiente al gen de resistencia pvr2
presentaba de un 70% a un 86% de identidad con las secuencias de los factores
elF4E de otras plantas (Ruffel, et al., 2002).

En la busqueda de genes de resistencia contra virus de plantas, se han
encontrado repetidamente mutaciones en los factores de iniciacion de la
traduccion, particularmente con componentes de las familias elFAE y elF4G (Tabla
3); (revisado en Robaglia y Caranta, 2005). Sin embargo, el o los mecanismos por
los que algan miembro de las familias de los factores de iniciacién de la traduccion

participa en el ciclo de infeccion viral no son claros.
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Tabla 3. Factores de iniciacién de la traduccion requeridos durante el proceso de

infeccion por diferentes virus (Robaglia y Caranta, 2005; Nicaise, et al., 2007).

Genero Virus Planta Factor de traduccion
Potyvirus TuMV Arabidopsis elFiso4E
Arabidopsis elFiso4G1 x elFiso4E2
TEV Arabidopsis elFiso4E
LMV Arabidopsis elFiso4E
LMV Arabidopsis elFiso4G1
LMV Lactuca spp. elF4E
Clyvwv Arabidopsis el4dE
PVY, TEV Capsicum spp. elF4E
Potyvirus PVMV Capsicum spp. elFiso4E
PPV Arabidopsis elFiso4G1
PSbmMV Pisum sativum elF4E
PVY, TEV Lycopersicon spp. elF4AE
Cucumovirus Cwmv Arabidopsis elF4E y elF4E
Carmovirus TCV Arabidopsis elF4G
MNSV Cucumis melo elF4E
Bymovirus BaYMV, BaMMV  Hordeum vulgare elF4E

En Arabidopsis thaliana se aisl6 una linea mutante nula para elFiso4E mediante la
insercion del transposon Spm de maiz en el segundo exén del gen Ateifisode
(At5g35620). El elemento dSpm provoca la insercion de 3000 pb alterando el
marco de lectura, conteniendo como elementos de seleccion el gen de
fosfinotricina (BAR), que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio
(BASTA) y el gen de resistencia a espectinomicina (Spec) (Figura 5). Esta mutante
no produce mRNA ni proteina del factor elFiso4E, sin embargo, el fenotipo de
estas plantas no es diferente al de plantas silvestres bajo condiciones de
laboratorio. Mediante el andlisis de perfiles polisomales se observé que los niveles
de mRNA de la isoforma elF4E que se traduce estan incrementados en ausencia

de elFiso4E. Por otro lado, las plantas mutantes mostraron ser resistentes a dos
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Potyvirus, TuMV y LMV, mientras que fueron susceptibles al virus del anillo negro
de tomate (TBRV) y al virus CMV pertenecientes a géneros distintos (Duprat, et
al., 2002).

dlpm’l_ dSPM d\pt_a.ll
BTBAR S[Spec Y5

SE2KOL, 452._K0‘

[ I —

Figura 5. Diagrama que muestra la organizacion del gen AtelFiso4E y la insercion
del elemento dSpm con los genes de resistencia BAR y Spec, en el segundo exén
del gen. Se muestran en cajas obscuras los exones y en cajas claras los intrones
(tomado de Duprat, et al.,, 2002). Se muestran dentro de rectangulos verdes los
oligonucledtidos empleados en las reacciones de amplificacion por PCR, para
detectar la insercion del transposén, asi como los sitios blanco y la orientacion que
poseen.

En otro trabajo paralelo, también utilizando el sistema Arabidopsis-Potyvirus y
mutagenesis inducida por etil metanosulfonato, se seleccionaron mutantes
resistentes a la infeccion por TuMV vy el virus del jaspeado de tabaco (TEV), pero
susceptibles a infecciones por el virus del marchitamiento del nabo (TCV)
perteneciente al género Carmovirus. El locus nombrado Ispl por loss of
suceptibility to Potyvirus se identific6 como el gen codificante para el factor
elFiso4E (Lellis, et al., 2002).

A través de un estudio con los factores elF4E y elFiso4E recombinantes de A.
thaliana y Triticum aestivum se observd que la proteina VPg-Pro o Nla (un
precursor de VPQ) del virus TuMV puede llevar a cabo una eficiente interaccion
con el factor elFiso4E de Arabidopsis y con elFiso4E de trigo y aunque con menor
eficiencia también con las isoformas elF4E de Arabidopsis y de trigo, lo que indica
gue VPg puede unirse a cualquier isoforma y podria existir competencia entre VPg
y los mRNA celulares por los factores elF4E. Por otro lado se mapeo el sitio de

interaccion de VPg con los factores elF4E, encontrando que una secuencia de 35
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aminoacidos conservada en las proteinas VPg de distintos Potyvirus, es la
responsable de la interaccion VPg con elFiso4E y que al sustituir un residuo de
acido aspartico, se inhibe la interaccién (Léonard, et al., 2000). Otros estudios in
vitro muestran que existe una competencia entre la proteina viral VPg y el analogo
de Cap 'mGTP por el factor elFiso4E de A. thaliana predominando la interaccién
entre VPg y elFiso4E. Ademéas se observo que esta interaccion es viable para
formar el complejo VPg-elFiso4E-elFiso4G, lo que sugiere que este complejo

podria participar en la traduccién del genoma viral (Miyoshi, et al., 2005).

En otros experimentos, mediante traduccion en sistemas in vivo e in vitro del gen
reportero codificante de la B-glucuronidasa con la region no traducible 5’ del TEV
que incluye los primeros 144 nucleétidos, se demostr6 que esta region no
traducible puede promover una traduccion independiente de Cap (Carrington y
Freed, 1990; Zeenko y Gallie, 2005). La secuencia de los 143 nucleétidos del
extremo 5 del RNA gendmico de TEV favorece un plegamiento formando dos
dominios compuestos por pseudonudos (PK1, PK2 y PK3) los cuales pueden
soportar la traduccién independiente de Cap. Al medir in vitro la interaccion del
pseudonudo PK1 con los factores de iniciacion de la traduccion elF4G y elFiso4G,
provenientes de extractos de germen de trigo, se evidencid que la afinidad de
elF4G hacia PK1 es ~30 veces mayor que la de elFiso4G y aun superior es la
afinidad de los complejos elF4F y elFiso4F, con mayor afinidad de elF4F hacia
PK1 (Ray, et al., 2006).

Los antecedentes anteriores permiten concluir que el factor elFiso4E es
importante durante el proceso de infeccion por Potyvirus, dependiendo del virus y
del hospedero. Sin embargo, no es claro en qué momento de la infeccion pueda
ser relevante (Figura 6). Se han propuesto algunos modelos que tratan de explicar
la participacion del factor elFiso4E durante la infeccidn viral, el primero proviene
del conocimiento de que el factor elFiso4E esta involucrado en la iniciacion de la
traduccion. Su asociacion a la proteina VPg viral permitiria esta funcion por la

analogia de la interaccion de elF4E con el Cap. La segunda funcién que podria

24



tener el factor, es la de proporcionar estabilidad al genoma viral mediante la
interaccion de elFiso4E con la VPg, ya que se ha observado que en levaduras la
interaccion de elF4E con la estructura Cap de los mensajeros protege de enzimas
que cortan el Cap (DCP1p) y exonucleasas (XRN1p) que degradan el mRNA. El
tercer papel donde podria estar involucrado el factor elFiso4E es la localizacion y
transporte intracelular, ya que se sabe, a través d ensayos de reconstitucion, que
el factor elFiso4E interactia con el factor elFiso4G, y en trigo este ultimo
interactia con los microtibulos (Noueiry, et al., 2000). Los tres modelos fueron
propuestos por Lellis, et al., (2002), sin embargo hasta el momento no se conoce
cudl es el papel in vivo de la interaccion de VPg con elFiso4E durante el ciclo de

infeccion viral.
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Figura 6. Se ilustran los modelos propuestos del factor elFiso4E durante el
proceso de infeccidén por Potyvirus. A) En el inicio de la traduccién del genoma
viral mediante la interaccion con VPg y el reclutamiento de la maquinaria
traduccional. B) En la estabilizacién del genoma viral cuando elFiso4E se asocia a
VPg impidiendo la accion de nucleasas. C) Para el trafico intercelular, la
asociacion de VPg con elFiso4F puede promover la movilizacion del genoma viral
a diferentes partes del hospedero (Lellis, et al., 2002).
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4. HIPOTESIS

Dado que plantas mutantes nulas para el factor elFiso4E de Arabidopsis thaliana,
han mostrado resistencia contra infecciones por algunos Potyvirus, este factor
sera necesario para llevar a cabo la traduccion, replicacion y/o movimiento del

virus del jaspeado del tabaco (TEV) en A. thaliana.

5. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la participacion del factor elFiso4E a nivel molecular en el proceso de

infeccion por el virus del jaspeado del tabaco en Arabidopsis thaliana.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Caracterizar la velocidad de germinacion de la mutante nula para el factor
elFiso4E de A. thaliana.

2. Analizar la participacion de elFiso4E en el movimiento del virus del jaspeado del
tabaco en A. thaliana a distancia.

3. Analizar la participacion de elFiso4E en la traduccion del RNA del virus del

jaspeado del tabaco.

4. Comparar el papel de elFiso4E en la traduccion y movimiento de un potyvirus
(virus del jaspeado del tabaco) con un potexvirus (virus del mosaico de la papaya)

en A. thaliana.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Estrategia Metodoldgica.

Caracterizacion de la germinacion de semillas de la mutante nula para el

factor elFiso4E de Arabidopsis thaliana.

semillas A. thaliana semillas A. thaliana
silvestres mutantes para elFiso4E
Germinacién en medio Gamborg’s Germinacién en medio
enriquecido con sacarosa (1%) Gamborg’s sin Sacarosa
Medicién de germinacién a Medicién de germinacién a
10, 24, 30, 48 y 72 hrs. 10, 24, 30, 48 y 72 hrs.

Participacion del factor elFiso4E en la replicacién y/o movimiento del virus
del jaspeado del tabaco (TEV) y del virus del mosaico de la papaya (PapMV)
en A. thaliana.
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Participacion de elFiso4E en la traduccion del virus del jaspeado del tabaco
(TEV) en A. thaliana.
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7.2 Material Biologico.

En este trabajo se utilizaron plantas silvestres de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia y plantas mutantes nulas para el factor elFiso4E (elFiso4E-/-) del mismo
ecotipo reportadas en Duprat, A. et al., (2002). Para la propagacion de TEV se
utilizaron plantas de Nicotiana tabacum var. Xanthi y el PapMV fue mantenido en
plantas de Carica papaya var. Maradol, ambos bajo condiciones de invernadero.
Los aislamientos mexicanos de PapMV y TEV fueron proporcionados por la Dra.
Laura Silva-Rosales, del departamento de Ingenieria Genética del Cinvestav-

Irapuato, México.

7.2.1 Esterilizacion y siembra de semillas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de
A. thaliana.

Las semillas fueron colocadas en un tubo de 1.5 mL, se agregé 1mL de hipoclorito
de sodio (20%) y 1uL de Tween 20 (0.1 %) y se agité vigorosamente durante 20
minutos. El tubo con las semillas se centrifugd en una minifuga por
aproximadamente 10 segundos, se elimind el sobrenadante con micropipeta. Se
lavaron las semillas 5 veces con 1 mL agua estéril durante 30 segundos. Después

de los lavados se agregé 500 pL de agua estéril.

Semillas silvestres o mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana, fueron sembradas en
cajas petri con medio Gamborg’s B-5 (Sigma), agar al 1% y sacarosa 1%, dichas
cajas con las semillas fueron envueltas en papel aluminio e incubadas a 4°C por
48 horas para sincronizar su germinacion. Posteriormente fueron puestas en una
camara de incubacién a 22°C con un fotoperiodo de 8 horas luz por 16 horas de
obscuridad. Después de 15 dias de crecimiento dentro de las cajas, las plantulas
se trasplantaron a macetas con sustrato Metro Mix 200 humedecido con agua
estéril. En otros experimentos se colocaron semillas silvestres o mutantes
elFiso4E-/- de A. thaliana en una maceta que contenia sustrato Metro Mix 200
humedecido con agua estéril; las macetas con las semillas fueron cubiertas con
papel aluminio e incubadas a 4°C por 48 horas, al término de la incubacion el

papel aluminio fue retirado y fueron puestas en una camara de incubacion a 22°C
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con un fotoperiodo de 8 horas luz por 16 horas de obscuridad para la Optima
germinacion de las semillas. Las plantulas obtenidas fueron mantenidas bajo las
mismas condiciones de fotoperiodo por 30 dias y regadas con agua esteéril.

7.2.2 Inoculacién de plantas con TEV y PaPMV.

Para las inoculaciones virales, se tomaron como indéculos hojas de plantas
hospederas infectadas (N. tabacum para TEV y C. papaya para PapMV) que
mostraban sintomas de virosis y se maceraron en un mortero estéril agregandoles
un volumen de agua desionizada y estéril hasta obtener una mezcla homogénea.
Con un hisopo de algodoén se aplico la mezcla en hojas jovenes de plantas de A.
thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/- de 30 dias de crecimiento, procurando
dejar una herida sobre la hoja. Las plantas fueron mantenidas en una camara de
incubacion a 22°C con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8 de obscuridad. Las
hojas inoculadas (locales) y la primera hoja posterior a la inoculada (hoja
sistémica) fueron colectadas a 4 dias postinoculacion (dpi), también se colectaron

hojas sistémicas de plantas inoculadas a 15 dpi.

7.3 Medicion de la germinacion de semillas silvestres y mutantes elFiso4E-/-
de A. thaliana.

La germinacion de las semillas de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes
elFiso4E-/- se midid en presencia y ausencia de sacarosa como fuente de
carbono. Se colocaron 100 semillas estériles por caja petri con medio Gamborg’s
B-5 (Sigma), agar al 1% con o sin sacarosa al 1%. Después de sincronizar la
germinacion, las cajas fueron puestas en una camara de incubacion a 22°C con un
fotoperiodo de 8 horas luz por 16 horas de obscuridad. La germinacién de las
semillas se midié por la observacion de la protrusion de la radicula a 10, 12, 18,
24, 30, 48 y 72 horas.
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7.4 Obtencion y analisis de acidos nucléicos.

7.4.1 Extraccion de DNA gendmico.

El DNA genomico de plantas jovenes de A. thaliana silvestres y mutantes
elFiso4E-/- se extrajo a partir de 50 mg de hojas frescas, con el kit de extraccion
de DNA de la marca PUREGENE (Gentra Systems; Minesota, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI DNA extraido se cuantificé midiendo la absorbancia
a 260 nm en un espectrofotometro DU 650 (Beckman, USA). El DNA se almacend

a -70°C hasta su uso.

7.4.2 Extraccion de RNA total de A. thaliana.

El RNA total se extrajo a partir de 100 mg de tejido vegetal fresco. se empled la
técnica de Trizol (Invitrogen Corporation; California, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. EI RNA total extraido se cuantifico midiendo la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro DU 650 (Beckman, USA). EI RNA
total fue separado electroforéticamente en un gel de agarosa (1%) para comprobar

su integridad y se almacenoé a -70°C hasta su uso.

7.4.3 Reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) y Reaccion de
transcripcion reversa acoplada a PCR (RT-PCR).

Las secuencias de todos los oligonucleétidos utilizados se muestran en la tabla 3.
Las condiciones especificas de reaccion para cada amplificacion se muestran en
el Anexo 1. Para las reacciones de PCR se utiliz6 la enzima Tag-DNA polimerasa
(Invitrogen Corporation; California, USA), con las sugerencias del fabricante. Para
las reacciones de RT-PCR se utilizé el kit SuperScript One-Step RT-PCR con
Platinum Tag (Invitrogen Corporation; California, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorff; Hamburgo, Alemania), y los productos de las reacciones se

analizaron es geles de agarosa (1%).

Para corroborar que las plantas mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana presentaran la

insercion del transposon que interrumpe el gen Ateifisode, se amplificaron
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mediante PCR a partir del DNA genomico fragmentos de 560 pb y 370 pb,
empleando dos combinaciones de oligonucleotidos dspml1/4E2KO1 vy
dspm11/4E2KO4 respectivamente. Los sitios de reconocimiento para los

oligonucledtidos se muestran en la Figura 5.

Para verificar la ausencia de mRNA correspondiente a elFiso4E en las mutantes,
se realizaron ensayos de RT-PCR con RNA total extraido de plantas silvestres y
mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana empleando los oligonucledétidos elFiso4ES’ y
elFiso4E3’ (Tabla 3) especificos para amplificar un fragmento de 600 pb del
MRNA.

Con los RNAs totales obtenidos de las hojas locales y sistémicas de plantas
infectadas con los virus TEV y PapMV, se realizaron reacciones de RT-PCR con
oligonucleotidos especificos para amplificar fragmentos de TEV, PapMV y como
control de carga, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3FD) de A. thaliana.
Los oligonucledtidos para detectar fragmentos virales fueron suministrados por la

Dra. Laura Silva-Rosales del Cinvestav-Irapuato, México.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleotidos empleados para amplificar mediante
PCR o RT-PCR fragmentos de mRNA celulares y virales.

Oligonucleotido Secuencia 5— 3’ Tamano
esperado

dspml CTTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG
4E2KO1 TTGACCCAATAGAGTCCAGAAAT 260 pb
dspm11l GGTGCAGCAAAACCCACACTTTTACT 370 pb
4E2KO4 CTCTCCAATCAAAGCCATCAACTA
TEV 5 ATAGCCATGGGATAATAGCTTGTTTAAGGGACC
TEV 3 CGACCTGCAGCCTGGATCCTCATTGCGAGTACACC 720 b
PapMV 5’ TTCCTCACACCACCTCCCGACCACAGTAAG
PapMV 3’ CAAATAGTGCTAAACAACGGGCTGGGTCAAG 1173 pb
elFiso4E 5’ GGATCCGCGAAGAATATGGCGACCGATG
elFiso4E 3’ GACAGTGAACCGGCTTCTTCTGGCCATGG 600 pb
AtG3FD 5 TCGGCATCAGGAACCCTGAGGAC
AtG3FD 3’ CAATGCAATCCCAGCCTTGGC 680 pb
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7.5 Obtencion y analisis de perfiles polisomales a partir de hojas de A.
thaliana.

7.5.1 Separacion de fracciones ribosomales en gradientes de sacarosa.

La separacion de polisomas se realiz6 de acuerdo a Abe y Daves (1998). Se
colecté6 y se moli6 1 gramo de las hojas inoculadas con virus (locales) de A.
thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/- (a 4dpi), se molieron con nitrdgeno
liguido hasta obtener un polvo fino que se transfirio a tubos de 1.5 mL. Se agrego
1 mL de buffer de extraccion (200mM tris- HCI pH 8.5, 50mM KCI, 25mM MgCly,
2mM EGTA, 100ug/mL Heparina, 2% PTE, 1% Nonidet P40 y 0.5mg/mL
Cicloheximida), y se agit6. La mezcla se centrifugd a 18 000 g en una centrifuga
Beckman GS-15R durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue colectado, aforado a
4 mL. y puesto en un tubo de policarbonato sobre 1mL de una solucion de
sacarosa al 60% (40 mM Tris-HCI pH 8.5, 40mM KAc, 20mM MgAc, 1.5 M
sacarosa 0.5mg/mL Cicloheximida), se centrifugd a 275 000 g en una
ultracentrifuga Beckman, rotor 75Ti, por 3 horas a 4°C. Al cabo de la
centrifugacion, el sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendié en
400uL de buffer que contenia 40 mM Tris-HCI pH 8.5, 40mM KAc, 20mM MgAc
0.5mg/mL Cicloheximida.

Se prepar6 un gradiente de sacarosa con dos soluciones de sacarosa (60% y 15%
en 40 mM Tris-HCI pH8.5, 40mM KAc, 20mM MgAc). Las soluciones fueron
colocadas en un tubo, primero la de 60% y enseguida la de 15%, se sell6 y se rotd
90° durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir la formacion de un
gradiente continuo (Figura 7). Los 400 uL de la resuspension se colocaron sobre el
gradiente y se centrifugaron a 250 000 g por 1h a 4°C en una ultracentrifuga
Beckman, rotor SW55Ti. Las fracciones del gradiente se colectaron utilizando un
fraccionador Auto Densi-flow (Labconco; USA) conectado a un detector de
absorbancia a 260 nm Econo UV Monitor Modelo EM-1 (BioRad; USA) acoplado a
un graficador LKB 2210 (Pharmacia, Suecia). Las fracciones polisomales se
recuperaron en tubos estériles de 1.5 mL mediante un colector de fracciones

modelo 2110 (BioRad; USA). Se recuperaron 9 fracciones polisomales de
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aproximadamente 500 puL que se sometieron a separacion electroforética en geles

de agarosa (1%). El material extraido se almacend a -70°C hasta su uso.

Figura 7. Se muestra la manera de formacion del gradiente de sacarosa continuo
empleado en la separacién de fracciones polisomales.

7.5.2 Purificacién de RNA a partir de fracciones polisomales.

Las fracciones polisomales colectadas se descongelaron en hielo, y se les agrego
25 pL de solucion de SDS (10%) y 1 pyL de proteinasa K (10 mg/mL). La mezcla se
agito e incubo a 37°C durante 30 min. La mezcla se desproteinizdé con 250 pL de
fenol saturado con buffer TE (10mM Tris, 1ImM EDTA pH 8.0) y 250 pL de
cloroformo-isoamilico (49 : 1), agitando vigorosamente por 15 segundos y
centrifugando a 13 000 g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperé
en tubos estériles nuevos y se repitid la extraccidon fendlica. A la fraccion acuosa
final se le agreg6 70 pL de LiCl (10M) y 470 uL de isopropanol frio, se mezclo e
incubo a -20°C por 60 minutos. Después de la incubacién, la mezcla se centrifugé
a 18 000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se desecho y la pastilla se lavo
por dos ocasiones con etanol al 70% centrifugando a 18 000 g por 5 min a 4°C. El
precipitado se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendié en 30 uL de agua
tratada con Dietil-pirocarbonato (DEPC). La integridad del RNA polisomal obtenido

se verifico electroforéticamente y se almacend a -70°C hasta su uso.

7.6 Extraccion y analisis de proteinas.
La extraccion de proteina total se llevd a cabo como describe Nieto-Sotelo (1999).
Tejido fresco de Arabidopsis (0.3 g) se molié con nitrdgeno liquido hasta obtener

un polvo fino. El polvo se transfirio a un tubo y se le agregé 1 mL de buffer de
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extraccion (100mM Tris-HCI pH 8, 25mM KCI, 4mM CaCl,, 0.05mg/mL BSA,
1.12mg/mL inhibidores de proteasas TM Complete de Roche) y se agit6. La
mezcla se centrifugd a 11 200 g, durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
transfirid cuidadosamente a un tubo limpio. La concentracidon de proteina total se
midio de acuerdo al método de Bradford. Para corroborar la calidad de la proteina
total, 20 pg del extracto fueron separados electroforéticamente en geles
desnaturalizantes de acrilamida (SDS-PAGE) al 12%, y posteriormente fueron

tefidos con azul de Coomassie.

Para el analisis por Western blot, 30 ug de extracto de proteina total de hojas
locales (4dpi) y sistémicas de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes
elFiso4E-/- inoculadas con TEV (a los 4 y 15 dpi) se separaron en SDS-PAGE
12% vy las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF Immobilon-P-Transfer
(Millipore Corporation; Bedford MA, USA). Para el ensayo de Western blot, la
membrana fue re-hidratada en metanol por 10 segundos y por 30 min a
temperatura ambiente en Buffer salino de fosfatos 1X (PBS). La membrana se
bloqued con una solucién de PBS 1X, 5% de leche durante 1 hora a temperatura
ambiente, se lavo rapidamente tres veces con Buffer PBS 1X. Posteriormente, se
agrego el anticuerpo policlonal contra la proteina de la capside (CP) del virus TEV
(AGDIA Incorporated Elkhart; Indiana, USA) en una dilucién 1:5 000 en Buffer PBS
1X con leche al 5% y se mantuvo en agitacidon durante 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se retird el anticuerpo y la membrana fue lavada cinco
veces por 10 min con PBS 1X, 0.1% Tween 20. Se agregd un segundo anticuerpo
policlonal anticonejo que posee acoplada una peroxidasa, se dejé incubando en
agitacion por 1 hora a temperatura ambiente. Se retir6 el anticuerpo y la
membrana se lavo cinco veces por 10 min con PBS 1X, 0.1% Tween 20.
Finalmente la membrana se incubd con el sustrato quimioluminiscente Immobilon
Western (Millipore; Bedford MA, USA) y se revel6 en placas fotograficas Kodak

utilizando una solucion reveladora Kodak.
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis de la mutante elFiso4E-/-.

8.1.1 Andlisis de la mutacién elFiso4E-/- por PCR.

Para poder llevar a cabo el analisis molecular de la mutante elFiso4E-/- de A.
thaliana, se extrajo el DNA genomico de hojas de plantas silvestres y mutantes
elFiso4E-/-, (Figura 8 panel A). También se extrajo el RNA total de A. thaliana
silvestres y mutantes elFiso4E-/- (Figura 8, panel B), el andlisis de la separacion
electroforética del material mostro la cantidad de material obtenido asi como su

integridad.

<+28S
<+18S

Figura 8. Patrones electroforéticos del DNA (A) y RNA total (B) de A. thaliana 1:
plantas silvestres, 2: plantas mutantes elFisSo4E-/-.

El DNA obtenido permitié detectar, mediante reacciones de PCR, la insercién del
transposon dentro del segundo exdn del gen codificante para elFiso4E de A.
thaliana (At5g3620). La figura 9, muestra la amplificacion de dos fragmentos (560
pb y 370 pb) unicamente a partir del DNA de las plantas mutantes elFiso4E-/- al
emplear las combinaciones de oligonucle6tidos dspm1/4E2KO1, dspm11/4E2KO4
(Figura 9 carriles 3 y 4 respectivamente), tal como lo describe Duprat, A. y

colaboradores (2002) para las plantas mutantes elFiso4E-/-.
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Figura 9. Perfiles electroforéticos de los productos de PCR para detectar la
insercion del transposon en el gen codificante para elFiso4E (At5g35620) con las
combinaciones de oligonucleotidos dspm1/4E2KO1, dspm11/4E2KO4. 1y 2: DNA
de plantas silvestres 3 y 4: DNA de plantas mutantes elFiso4E-/-.

Con del RNA total extraido de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A.
thaliana se realizaron ensayos de RT-PCR para comprobar la ausencia del mRNA
del factor elFiso4E en las plantas mutantes elFiso4E-/-. Se observo la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 600pb en la reaccién donde
se utiliz6 RNA total de A. thaliana silvestre (Figura 10 carril 1), mientras que en la
reaccion donde se utilizé el RNA total de A. thaliana mutante elFiso4E-/- no se
observé la amplificacion de algun fragmento (Figura 10, panel A, carril 2), También
se realizaron amplificaciones del mMRNA de de la enzima gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (G3FD) para corroborar que la cantidad de RNA puesto en las
reacciones fuera la misma (Figura 10 panel B). Estos resultados indican que la
interrupcion hecha por transposon en el segundo exdn del gen At5g35620 es
estable y que las plantas con las que se ha llevado a cabo el presente trabajo no

expresan el mMRNA.
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Figura 10. A: Producto de RT-PCR con los oligonucledtidos elFiso4E 5’ y elFiso4E
3’ a partir de RNA total de plantas de A. thaliana: 1) silvestre 2) mutante elFiso4E-
/-. B: Amplificacién del control interno G3FD.

8.1.2 Medicion de la germinacion de semillas de A. thaliana mutantes
elFiso4E-/- en presenciay ausencia de sacarosa.

Dado que se ha observado que el factor elFiso4E es abundante desde etapas
tempranas de la germinacion de semillas de maiz (Dinkova, T. D. y Sanchez de
Jiménez, E., 1999), y participa en la traduccién selecta de mRNA, se decidié medir
la germinacién de semillas de A. thaliana con el objeto de corroborar si el factor
elFiso4E es relevante durante la germinacion de esta planta. Se germinaron 100
semillas de A. thaliana silvestres y 100 semillas mutantes elFiso4E-/-, se realizo el
conteo de las semillas germinadas a 10, 24, 30, 48 y 72 horas (Figura 11). Acorde
a las gréficas obtenidas, no se observo diferencia significativa en la velocidad de
germinacion de las semillas mutantes elFiso4E-/- en comparacion a las semillas

silvestres.
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Figura 11. Velocidad de germinacion de las semillas mutantes de elFiso4E-/- (m)
comparadas con las semillas silvestres (A) de A. thaliana.

Existen antecedentes (Nicolal, et al., 2006), en donde indican que la falta de una
fuente de carbono afecta el desarrollo de A. thaliana y otras especies vegetales
como maiz, afectdndose la regulacion de la expresion genética a nivel de
transcripcion y traduccion, por tal motivo, en un experimento paralelo, se pusieron
a germinar semillas de A. thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/- en medio
carente de sacarosa con la finalidad de analizar si la ausencia del factor elFiso4E
afectaba la germinacién cuando falta una fuente de carbono. De acuerdo con la
figura 12 no se aprecia cambio significativo en las velocidades de germinacion
entre las semillas de A. thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/- puestas en
medio sin sacarosa. En estas condiciones las semillas silvestres y mutantes
elFiso4E-/-, germinaron mas rapido que las semillas en medio con sacarosa

aunqgue posteriormente las plantulas se desarrollaron de forma mas lenta.
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Figura 12. Velocidad de germinacion de las semillas mutantes de elFiso4E-/- (m)
comparadas con las semillas silvestres (A) de A. thaliana crecidas en medio sin
sacarosa.

Estos resultados indicaron que elFiso4E no es indispensable para la germinacion

de semillas de A. thaliana en condiciones de laboratorio.

8.2 Determinacion de la replicacion, traduccion y movimiento del RNA de
TEV en plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana.

8.2.1 Sintomatologia de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes
elFiso4E-/- inoculadas con TEV.

El virus del jaspeado del tabaco es uno de los potyvirus mas estudiados a nivel
molecular con relacién a los mecanismos de replicacion y traducciéon del genoma
viral y su dispersidn en plantas hospederas. Aunque A. thaliana no es su
hospedero natural, es capaz de ser infectada por TEV. En este trabajo se
aprovecharon las ventajas de ambos modelos (virus y planta) para dilucidar a nivel

molecular el papel de elFiso4E en el ciclo viral.
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Después de 15 dias de haber inoculado plantas de A. thaliana silvestres y
mutantes elFiso4E-/- con un in6culo de plantas de tabaco infectadas con TEV, no
se observaron sintomas de virosis o deformacion de las hojas contrario a lo
observado en plantas de tabaco donde las hojas presentan manchas amarillas
caracteristicas de la infeccién por TEV (Figura 13), tal como se ha demostrado

anteriormente con otros aislamientos de TEV (Lellis, et al., 2002).

Figura 13. Plantas de A. thaliana silvestre (A), mutante elFiso4E-/- (B) y tabaco (C)
a 15 dpicon TEV.

8.2.2 Determinacién de la presencia de RNA viral en el RNA total de hoja.

Para este andlisis se compararon los niveles de RNA viral de TEV en hojas
locales, hojas sistémicas colectadas a 4 dpi, y hojas sistémicas colectadas a 15
dpi de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/- inoculadas con
TEV. El fragmento amplificado mediante RT-PCR fue de 720 pb abarcando la
secuencia del cistron de Nla dentro del genoma viral (Figura 4). Los resultados
indicaron la presencia de TEV en el RNA total de las hojas locales de las plantas
tanto silvestres como mutantes (Figura 14 A). Sin embargo, en las hojas
sistémicas de 4 dpi o de 15 dpi, solamente se detectd RNA viral para las plantas
silvestres, y no para las plantas mutantes en elFiso4E-/-. Con la finalidad de
verificar que la cantidad de RNA total fuera la misma en las distintas reacciones,
se realizé un RT-PCR empleando oligonucleétidos especificos para un fragmento

de 680 pb del mMRNA de G3FD; el perfil electroforético de los productos de estas
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reacciones mostraron que la cantidad de RNA puesto en las reacciones es similar
(Figura 14 B).

4 dpi 15 dpi
- A
TEV
720 pb §
_> =
-]
’ - :
G3FD
680 pb ’ B

Figura 14. Deteccién del RNA viral (TEV) en plantas de A. thaliana en hojas
locales en el panel A en hojas locales de plantas silvestre (1) y elFiso4E-/- (2) a
4dpi. TEV en 12 hoja sistémica de plantas silvestre (3) y elFiso4E-/- (4) a 4dpi.
TEV en hojas sistémicas de plantas silvestre (5) y elFiso4E-/- (6) a 15 dpi. Tabaco
inoculado con agua (7). TEV en hojas sistémicas de tabaco (8). En B se muestran
la amplificacion del mRNA de G3FD de A. thaliana de las hojas antes
mencionadas.

8.2.3 Determinacién de la presencia de RNA viral en fracciones polisomales.
Con la finalidad de averiguar si existian cambios en los niveles de traduccion de
proteinas virales debido a la ausencia del factor elFiso4E, se obtuvieron los
perfiles polisomales de las hojas locales de plantas de A. thaliana silvestres y
mutantes elFiso4E-/- inoculadas con TEV (4dpi) (Figura 15 A) donde se muestra
también la integridad del RNA polisomal purificado de cada fraccion (1-9) (Figura
15 B). Con el RNA polisomal se amplificé el fragmento de 720 pares de bases
correspondiente al fragmento del RNA correspondiente al cistron Nla de TEV
(Figura 15C). Se observo que el RNA viral se encuentra distribuido desde las
fracciones no polisomales hasta las polisomales de manera similar en las hojas
inoculadas de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/-. En comparacion al RNA
viral, el mMRNA celular correspondiente a G3FD (Figura 15D), esta
preferencialmente localizado en las fracciones mas pesadas (con mayor numero
de ribosomas unidos al RNA), lo que indica que su traduccion es mas activa que la
del RNA viral.
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Figura 15. A: Perfiles de absorbancia a 260 nm de plantas silvestres y mutantes
elFiso4E-/- de A. thaliana. B: Integridad del RNA polisomal obtenido de plantas
silvestres y mutantes elFiso4E-/-. C: Distribucion del RNA viral en el perfil
polisomal. D: Patrén de distribucion del mRNA de G3FD dentro del perfil

polisomal.
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Se realizé un analisis densitométrico para evaluar la distribucion de RNA de TEV y
G3FD en las fracciones polisomales (Figura 16): a partir de este analisis se calculé
la cantidad de RNA total (la suma de todas las fracciones), que hay en cada
fraccion. Los resultados mostraron que aproximadamente 46 % del mRNA viral se
encuentra en polisomas (fracciones traduccionalmente activas) en plantas
silvestres, y un 56 % en polisomas de plantas mutantes en elFiso4E (Figura 16 A
y B). En cambio, la distribucion de un mRNA celular (G3FD), indica una traduccion
mas activa en plantas silvestres (86 % en polisomas) que en plantas mutantes

elFiso4E-/- (76 % en polisomas) como se puede observar en la Figura 16 C y D.
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Figura 16. Analisis de la distribucién de TEV y G3FD en las fracciones polisomales.
Graficas de los andlisis densitométricos de los productos de RT-PCR para TEV (Ay B) y
para G3FD (C y D) a partir del RNA polisomal de hojas locales de plantas silvestres y
mutantes elFliso4E-/- de A. thaliana inoculadas con el virus TEV a 4dpi.
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8.2.4 Determinacion de la presencia de la proteina de la capside de TEV (CP).

Con la finalidad de ver si los productos del genoma viral de TEV se encontraban
en diferentes tejidos de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes elFiso4E
inoculadas con el virus, se extrajo la proteina total de las hojas locales, de la
primera hoja sistémica a 4dpi y de hojas sistémicas diferentes a la primera a 15
dpi. Un analisis por Western-blot con el anticuerpo contra la proteina de la cipside
(CP) permitié detectar la CP de TEV en hojas locales de A. thaliana tanto silvestre
como mutante. Sin embargo, en la primera hoja sistémica a 4dpi, o en hojas
sistémicas a 15 dpi, solo se detectd la proteina en las plantas silvestres (Figura
17). Este resultado fue consistente con la deteccion del RNA viral a nivel total y a

nivel de fracciones polisomales.
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Figura 17. Presencia de CP de TEV en plantas inoculadas con TEV. 1y 2: A. thaliana
silvestre y mutante elFiso4E-/- sin inocular. 3 y 4: Tabaco sin inocular e inoculado. 5y 6:
hoja local de A. thaliana silvestre y mutante elFiso4E-/- 4 dpi. 7 y 8: 12 hoja sistémica de
A. thaliana silvestre y mutante elFiso4E-/- 4dpi. 9 y 10: hoja sistémicas de A. thaliana
silvestre y mutante elFiso4e-/- 15 dpi.

Se observo la presencia de dos bandas reconocidas por el anticuerpo contra CP
de TEV. La proteina madura de 20 KDa esta indicada, la banda de mayor peso
molecular podria corresponder a un fragmento precursor, dado que las distintas

proteinas virales se originan de la traduccion de una poliproteina.
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8.3 Determinacion de la replicacion, traduccion y movimiento del RNA de
PapMV en plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana.

8.3.1 Sintomatologia de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes
elFiso4E-/- inoculadas con PapMV.

Con la finalidad de observar si la falta del factor elFiso4E afectaba a alguna
especie viral distinta a los Potyvirus, se inocularon plantas de A. thaliana silvestres
y mutantes elFiso4E-/- con el virus PapMV miembro del género Potexvirus, quien
posee un genoma compuesto por RNA de cadena sencilla, en su extremo 5’ una
estructura Cap y en su extremo 3’ la secuencia PoliA semejante a un mRNA
celular. A 10 dpi, las plantas no mostraron algiun sintoma de virosis como se
observa en la figura 18, mientras que plantas de Papaya que fueron utilizadas
para mantener el aislado viral, mostraban sintomas de infeccion en sus hojas a los
10 dpi.

A B C

Figura 18. Plantas de A. thaliana silvestres (A), mutantes elFiso4E-/- (B) y papaya
(C) a 10 dpi con el PapMV.

8.3.2 Determinacion de la presencia de RNA viral a nivel de RNA total.

A partir de las plantas de A. thaliana inoculadas con PapMV, se aislé RNA total a
4 dpi de la hoja local y de la primera hoja sistémica. Mediante reacciones de RT-
PCR se amplificé un fragmento de 1173 pb perteneciente al RNA de la proteina de
la capside de PapMV, lo que indico que el virus esta presente en ambas hojas y
en cantidades similares para las plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- (Figura
19A). La amplificacién de un control interno (G3FD) indic6 que la cantidad de RNA

total fue la misma en las distintas reacciones (Figura 19B). Estos resultados
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indican que a pesar de la ausencia de sintomas, PapMV es capaz de infectar A.

thaliana, y al parecer no requiere a elFiso4E para su replicaciéon o movimiento.

1 2 3 4 5 6
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Figura 19. A deteccion del RNA viral de PapMV en A. thaliana.1 y 2: PapMV en
hojas locales de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- a 4dpi. 3 y 4. PapMV en
la primer hoja sistémica de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- a 4dpi. 5:
papaya inoculada con agua. 6: PapMV en papaya. En B se muestra el producto de
la amplificacion de G3FD de A. thaliana.

8.3.3. Determinacién de la presencia de RNA viral en fracciones polisomales.
Con el objeto de examinar si los niveles traduccionales de proteinas virales eran
afectados por la falta del factor elFiso4E, se obtuvieron los perfiles polisomales de
las hojas locales de plantas de A. thaliana silvestres y mutantes elFiso4E-/-
inoculadas con PapMV (4dpi) (Figura 20 A). Con el RNA polisomal que se obtuvo,
se amplifico el fragmento de 1173 pb perteneciente al RNA de PapMV (Figura 20
C), los datos indicaron que el RNA viral esta presente principalmente en fracciones
polisomales de hojas de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana.
Al comparar la distribucion del RNA viral con la del RNA de G3FD (Figura 20 D),
se observé que de igual manera es mas abundante en fracciones polisomales, lo
gue indica que la traduccién del RNA viral y del RNA celular es activa a pesar de

la ausencia del factor elFiso4E.
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Figura 20. A: Perfiles de absorbancia a 260 nm obtenidos de hojas infectadas con
PapMV (4dpi) de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana. B:
Muestra la separacion electroforética de los RNAs polisomales. C: Muestra la
distribucion del RNA de PapMV en el perfil polisomal. D: Patrén de distribucion del
MRNA de G3FD dentro del perfil polisomal.

La distribucion del RNA viral de PapMV en polisomas de hojas locales de plantas
silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana se analizé mediante

densitometrias (Figura 21). El resultado del andlisis mostr6 que en las hojas
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locales inoculadas de plantas silvestres aproximadamente el 89 % del RNA viral
es movilizado hacia polisomas, mientras que en hojas locales inoculadas de
plantas mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana, un 90 % de del RNA viral es traducido
activamente (Figura 21 A y B). El analisis densitométrico también permitid
observar que la cantidad del mRNA celular G3FD de las hojas locales de plantas
silvestres (89 %) es ligeramente menor que en el perfil polisomal de hojas de
plantas mutantes elFiso4E-/- (96 %), contrario a lo que se habia observado en los

perfiles polisomales de hojas inoculadas con TEV (Figura 16).
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Figura 21. Perfiles densitométricos realizados a los productos de RT-PCR para
PapMV (A 'y B) y G3FD (C y D) a partir del RNA polisomal de hojas locales de
plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana (4dpi).
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9. DISCUSION

Estudios anteriores han indicado que los mRNA de los factores de traduccion
elF4E y elFiso4E de plantas, tienen una distribucion diferente en distintos tejidos
de A. thaliana (Rodriguez, et al., 1998). Por otra parte, se ha demostrado que
existen cambios en los niveles de mMRNA y de proteina de estos factores durante
el transcurso de la germinacion de semillas de maiz (Dinkova, y Sanchez de
Jiménez, 1999), mostrando mayor abundancia elFiso4E. Estos datos han sugerido
gque ambos factores podrian participar en una traduccion selectiva de mRNAs
durante el desarrollo de la planta. Sin embargo, a pesar de que elFiso4E es mas
abundante en semillas y en tejido en crecimiento, su presencia no es
imprescindible para la germinacién de A. thaliana en presencia o ausencia de
sacarosa. Esto indica que posiblemente los factores elF4E y nCBP son capaces
de suplir la funcién de elFiso4E en esta etapa del desarrollo de la planta, por lo
menos bajo las condiciones de este trabajo. No se descarta que bajo otras
condiciones elFiso4E tenga una funcion particular en la germinacién de A. thaliana
u otras especies de semillas como el maiz donde su requerimiento puede ser

diferente.

Recientemente se descubrid un papel selectivo de elF4E y elFiso4E en la
infeccion viral de diversas especies de plantas. Los miembros de la familia elF4E
son necesarios durante el ciclo infectivo de algunas especies de Potyvirus
dependiendo del hospedero en el que se encuentren. Mutaciones en elF4E,
elFiso4E, o ambos, que han ocurrido de manera natural o que han sido
provocadas, han brindado a diferentes especies vegetales la capacidad de evadir
la infeccion por determinado Potyvirus, por lo que a estas isoformas de elF4E se
les ha considerado genes de resistencia viral (Ruffel, et al.,, 2006; Yeam, et al.,
2007). Particularmente el factor elFiso4E es necesario durante la infeccion por
TuMV, LMV y TEV en A. thaliana (Robaglia y Caranta, 2005; Duprat, et al., 2002;
Sato, et al., 2005). Esto ha incrementado los esfuerzos para entender cual es el

mecanismo subyacente a la selectividad de estos por distintos RNAs.
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A. thaliana ha sido utilizada como modelo para estudiar la relacion TuMV-elFiso4E
y TEV-elFiso4E. En el caso de TuMV se conoce que elFiso4E es necesario no
solo para la propagacion del virus, sino también para la permanencia del RNA viral
en el sitio de inoculacion. En el caso de TEV no se conoce exactamente cual es el
papel de elFiso4E durante el ciclo viral, aunque se sabe que este factor es
requerido para la propagacion viral. En este trabajo se evidencid que para la
replicacion, estabilidad y traduccidén de un aislamiento mexicano de TEV el factor
elFiso4E es dispensable. Se pudo observar que el virus mantiene la infeccion en
la hoja inoculada de las plantas de A. thaliana mutantes elFiso4E-/- (Figuras 14 y
17), lo que indica que la estabilidad del RNA viral no se ve afectada por la
ausencia del factor elFiso4E, las proteinas virales pueden ser sintetizadas (Figura
15) ,y se puede llevar a cabo la replicacion del genoma viral, esto parece ser
distinto a lo que ocurre con otros Potyvirus como TuMV y LMV en las mismas
mutantes (Duprat, et al., 2002), en donde se ha visto que a nivel local el RNA viral
esta ausente. Como los resultados indican, es posible que la funcion de elFiso4E
durante la infeccion del aislamiento mexicano de TEV sea principalmente a nivel
de movimiento del RNA viral o de las particulas virales. Las pruebas realizadas no
permiten discriminar si la ausencia de elFiso4E ha afectado el movimiento de TEV

a nivel de una célula a célula o solamente a larga distancia.

Interesantemente, se observé que al inocular las plantas con el Potexvirus PapMV,
cuyo genoma es de RNA de cadena sencilla, presenta Cap en el extremo 5 y
secuencia PoliA en el extremo 3’; el RNA viral pudo ser detectado en hojas locales
como sistémicas de plantas silvestres y mutantes elFiso4E-/- (Figura 19), esto
indica que durante la infeccion de PapMV el factor elFiso4E es dispensable tal
como ha ocurrido anteriormente al infectar la mutante elFiso4E-/- con otros virus
de RNA como el virus del anillo negro del tomate o el virus del mosaico del pepino
(Duprat, et al., 2002); esto sugiere que la expresion del genoma de este virus
podria estar mediada por elF4E. Cabe afiadir que el mecanismo por el cual se
lleva a cabo el movimiento y propagacion de PapMV es diferente al de TEV, dado

qgue dentro del genoma viral se encuentran codificadas proteinas especificas para
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el movimiento y dispersion viral, lo que explica que la ausencia de elFiso4E no
repercuta en este mecanismo. También se pudo observar que el patrén de
traduccion de G3FD en las plantas de A. thaliana inoculadas con PapMV, difiere al
de las plantas inoculadas con TEV, lo que indica que la expresion de los genomas

virales comprometen diferencialmente la expresion del genoma del hospedero.

Se ha examinado en condiciones in vitro, que la region UTR 5’ en el virus TEV es
capaz de soportar la traduccion por la via independiente de Cap del RNA de la
proteina luciferasa (Carrington, y Freed, 1990), reclutando preferencialmente al
factor elF4G, lo que ha sugerido que TEV podria llevar a cabo su traduccién
mediante esta via (Ray, et al., 2006). Ademas, se ha observado que cuando uno o
mas de los miembros de la familia elF4G de A. thaliana no estd presente, la
infeccion por algunos Potyvirus como TuMV, LMV, CIYVV y PPV se afecta
(Nicaise, et al., 2007). En este trabajo se observo que el RNA de TEV en las hojas
locales de plantas mutantes elFiso4E-/- de A. thaliana (Figura 15), es movilizado
hacia fracciones traduccionalmente activas, lo que conduce a pensar que: 1) el
factor elFiso4E es dispensable para la traduccion del RNA de TEV in planta, 2) la
traduccion de TEV pude ser independiente de Cap mediada tal vez por elF4G y 3)
posiblemente elFiso4E intervenga durante otra etapa de la infeccion por TEV.

La mayoria de los estudios realizados sobre regulacion de la expresion del
genoma de Potyvirus han sido in vitro. Estos estudios sugieren que existen
mecanismos especificos durante la infeccion por Potyvirus en los que elFiso4E en
complejo con la proteina VPg, podria permitir el movimiento viral dentro del
hospedero, la estabilidad y la traduccion del RNA viral (Lellis, et al., 2002). Un
estudio reciente basado en el sistema de traduccion in vitro sugirié que VPg podria
ser relevante para secuestrar a elF4E o elFiso4E para disminuir la traduccion de
MRNAs celulares, mientras que el RNA viral es traducido preferencialmente via
independiente de Cap utilizando el factor elF4G (Khan, et al., 2008). Aunque esta
hipétesis aun esta por demostrarse, los resultados de este trabajo no favorecen la

teoria de estrategia viral para reducir la traduccion celular favoreciendo la del RNA
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viral, al menos para el sistema TEV - A. thaliana. En cambio, la distribucion del
RNA y proteinas virales en ausencia de elFiso4E apoya la teoria de que este
factor participa en el transporte de RNA viral ya sea de célula a célula o a

distancia.

Por otro lado existen trabajos que indican que una vez dada la infeccion en el
hospedero, VPg es removida del RNA viral por una enzima hasta el momento
desconocida, otros estudios han demostrado la participacion de VPg en la
formacion del virion, el movimiento a larga distancia, la acumulacién en el floema 'y
a nivel celular; indirectamente se ha visto también involucrada en el movimiento de
célula a célula del virus a través de los plasmodesmata (Schaad, et al.,1997;
Rajaméaki, y Valkonen, 2002; Dunoyer, et al., 2004). En este trabajo se observo
gue la ausencia de elFiso4E no afecta la traduccion del RNA de TEV en hojas
locales de plantas de A. thaliana (Figura 15), sin embargo, su ausencia afecto la
movilidad del RNA de TEV (Figura 14). Dado que a la fecha no se ha dilucidado
completamente la funcién de VPg, posiblemente en alguna etapa de la infeccion
viral existan dos subpoblaciones de RNA viral, una en la que VPg esta unida al
extremo 5’ y otra en donde no esta unida, esto permitiria que elFiso4E intervenga
en el movimiento del RNA viral que pose unida a VPg valiéndose de la capacidad
gue tiene para interaccionar con esta proteina, ademas es probable que esta labor
sea llevada a cabo con otras proteinas, como elFiso4G o alguna otra proteina del
tipo 4EBP.
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10. CONCLUSIONES
El factor elFiso4E es dispensable para la germinacion de semillas de A. thaliana

en presencia y ausencia de sacarosa.

La traduccion de RNA de TEV en A. thaliana no es afectada por la ausencia de
elFiso4E pero si su movimiento, por lo que elFiso4E podria estar involucrado en el
movimiento célula a célula o a larga distancia del RNA viral.

El factor elFiso4E es dispensable para la infeccion por PapMV en A. thaliana.

11. PERSPECTIVAS

Este trabajo permiti6 observar que el factor elFiso4E es relevante para el
movimiento del RNA de TEV, por lo que se propone estudiar el papel que podria
tener elFiso4E en el movimiento de TEV a nivel de célula a célula o a larga
distancia, y si la interaccion elFiso4E-VPg esta involucrada en el proceso de

movimiento viral.
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13. ANEXO 1

Condiciones de amplificacion por

RT-PCR para el mRNA de elFiso4E con los

oligonucledtidos elFiso4E5S’ y elFiso4E3’.

50°C
94°C
94°C
58°C
72°C
72°C
22°C

30min

5min

50min

50min | 30 ciclos
1min

7min

Condiciones de amplificacion por PCR para detectar la insercion del transposon

dSpm en elFiso4E con los pares de oligonucleétidos dspm1-4E2KO1 y dspmll-

4E2KO4.

50°C
94°C
94°C
58°C
72°C
72°C
22°C

30min

5min

50min

50min | 30 ciclos
1min

7min

Condiciones para la amplificacion del mRNA de G3FD por RT-PCR empleando los
oligonucledtidos AtG3FD 5’ y G3FD 3'.

50°C
94°C
94°C
58°C
72°C
72°C
22°C

30min

5min

50min

50min | 25 ciclos
Imin

7min
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Condiciones para la amplificaciéon por RT-PCR del fragmento de 720 pb de TEV.
50°C 30min
94°C 5min
94°C 50min
56°C 50min |25 ciclos
72°C 1min
72°C 7min
22°C

Condiciones para la amplificacion por RT-PCR del fragmento de 1173 pb de
PapMV.
50°C 30min

94°C 5min

94°C 50min

57.6°C  50min 25 ciclos
72°C 2min 30 seg

72°C 7min

22°C
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