UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
|IZTACALA

CARRERA DE BIOLOGIA

Caracterizacion parcial de los virus
asociados a Leonotis nepetaefolia (L.) R.
Brown en Atlixco, Puebla que inducen
amarillamiento y deformacion foliar en
plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill).

que para obtener el titulo de Bidlogo presenta:

Contreras Paredes Carlos Alberto

@ Director de tesis: Elias Piedra Ibarra

IZTACALA Los Reyes Iztacala Tlalnepantla , Edo. de México




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento
de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados,
Unidad Zacatenco, a cargo de la Dra. Beatriz Xoconostle Cazares y del Dr. Roberto
Riuz Medrano a quienes agradezco por la oportunidad de llevar a cavo mi trabajo de

tesis.

Agradezco también al Dr. Rodolfo de la Torres Almaraz a cargo del laboratorio de
Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de Estudios
Superiores de Iztacala, por el entrenamiento brindado en la técnica de extraccion de

RNA de doble cadena.



A Dios por darme la vida y permitirme ver los tesoros que en ella permanecen.

A mis padres por su carifio y apoyo incondicional a lo largo de mi vida, por la educacién
y los valores que me han inculcado y que me han permitido llegar hasta aqui.

A mis hermanas por estar siempre conmigo en las buenas y en las malas.

A mi abuelito por su carifio y su ejemplo de seguir siempre adelante.

A mi familia que siempre me apoyd y creyo en mi.

A Elias por su apoyo, amistad y la calidad humana que siempre mostré hacia mi.

Al Dr. Roberto y la Dra. Bety por su amistad y apoyo.

A mis sinodales: Rodolfo de la Torre, Jorge Campos Contreras, Diego Arenas Aranda,
por sus observaciones y la orientacion que me brindaron.

A Alejandro Monsalvo por las secuencias y su amistad.

A mis amigos y compaferos: Gerardo, Abel, Tofo, Carolina, Leo, Edcel, Francisco,
Alejandro, Beca, Karen, Alejandra, mi compadre Felipe, Abril, Jorge, con quienes
comparti momentos inolvidables.

A amigos del CINVESTAV: Julian, Blanca, Aseneth, Jesus, Estela, mi compadre
Cristian, Victorio, José Luis, Héctor, Lidia y Victor, por su amistad y compafierismo en el

trabajo.



INDICE

Resumen

Introduccién
Las malezas como reservorios de patdégenos
Importancia del cultivo de Jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) en México
Principales agentes bioldgicos que afectan la produccion de Jitomate
Estrategias para el control de la diseminacion de las enfermedades virales
Protocolos disefiados para el diagnéstico de enfermedades virales
Plantas indicadoras y diferenciales
Observacion de particulas virales mediante microscopia electronica
Microscopia electronica inmunoadsorbente
Deteccién de particulas virales mediante reacciones mediadas
por anticuerpos (prueba serologica ELISA)
Inmunoarreglos (TIBA)
Microbalance con inmunosensores de cristal de cuarzo (QCM)
Técnica de doble difusion en gel
Andlisis del RNA de doble cadena
Amplificacion del genoma viral mediante reacciones de
trascripcion reversa acoplada a reacciones en cadena
de la polimerasa RT-PCR
Inmunocaptura PCR (IC-PCR)
Amplificacion del genoma viral utilizando iniciadores
anidados (Nested PCR)
Amplificacion ligada a restriccion de fragmentos
virales (RT-PCR-RFLP)
Protocolos basados en la complementariedad
de los acidos nucleicos
Hibridacién en punto (Dot-blot)
Clasificacion de los virus
Especies virales en los cultivos de jitomate y otras Solanaceas en México

Justificacion
Objetivos

Materiales y métodos

Obtencion, aislamiento y conservacion del material bioldgico
Caracterizacion bioldgica por medio de plantas indicadoras y diferenciales
Extraccion de RNA total

Extraccion de RNA de doble cadena (RNAdc)

Diseno de oligonucledtidos para amplificar fragmentos virales 26
Amplificacion de fragmentos virales por reacciones

de reversotranscripcion (RT-PCR) acoplada a PCR

Purificacién de productos de PCR

15
16

16

17

17
17
18
18

21

22

23
23
23
24
25

26
27



Preparacion de células competentes

Ligacion de fragmentos en vectores bacterianos y

transformacion de células bacterianas

Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina de E.coli transformadas
Hibridaciéon molecular Dot blot

Comparacion de las secuencias en las bases de genes (GenBank)
Analisis filogenético de los aislamientos virales

Andlisis de restriccion in silico

Resultados

Caracterizacion bioldgica por medio de plantas indicadoras y diferenciales
Extraccion de RNA total

Extraccion de RNA de doble cadena

Disefio de oligonicledtidos para amplificar fragmentos virales
Amplificacion de fragmentos virales

Deteccion de TMV en plantas de jitomate e indicadoras mediante
hibridacion en punto con sonda radiactiva

Andlisis de las secuencias de los fragmentos virales obtenidos
mediante RT-PCR

Analisis filogenético de las secuencias de los fragmentos

del aislamiento mexicano

Analisis de restriccidn in silico con secuencias de genes

de la proteina del movimiento y de la capside de TMV y ToMV

Discusion
Conclusiones

Literatura citada

28

29
29
30
31
32
33

34
34
36
36
37
39
43
44
50
59
61
66

67



RESUMEN

RESUMEN

El jitomate o tomate rojo (Lycopersicon esculentum Mill.) es una de las aportaciones
vegetales de México mas extendida mundialmente (SIAP de la SAGARPA 2002). En la
década de los 1990 en México la produccion de este cultivo fue afectada por diferentes
patdogenos que redujeron su calidad y producciéon (Urias y Alejandre 1999) provocando
pérdidas econdmicas sumamente cuantiosas. En el Valle de Atlixco, Puebla se
colectaron plantas de Leonotis nepetaefolia (L.) R. Brown, que mostraban
amarillamiento y deformacion foliar, fueron usadas para inocular plantulas de jitomate
que desarrollaron un sintoma severo amarillamiento y deformacion foliar, debido a la
importancia econdmica y alimenticia de este cultivo, se caracterizé parcialmente el
patdgeno causante de este sintoma. Con la finalidad de determinar la naturaleza del
agente etiolégico, se emplearon plantas indicadoras y diferenciales, las pruebas
mostradas sugirieron la presencia de algun miembro del genero de los tobamovirus. El
analisis del perfil electroforético del RNAdc extraido de plantas de jitomate con
sintomas, sugirié la presencia de un virus monopartita, las cuales fortalecieron las
sospechas con relacion a la naturaleza del patdogeno, para confirmarlas, se disefiaron
oligonucleotidos parcialmente degenerados con la finalidad de amplificar, clonar vy
secuenciar fragmentos de los genes de la proteina de la capside y del movimiento de la
mayoria de los miembros del género de los tabamovirus. Con las secuencias obtenidas,
se efectud un analisis filogenético mediante modelos de distancia genética y maxima
parsimonia para establecer la identidad del patégeno. Los arboles filogenéticos
obtenidos ubicaron al aislamiento obtenido en el grupo correspondiente a la especie
Virus del Mosaico del Tabaco (TMV), adicionalmente, mostraron que algunos

aislamientos asignados a esta especie se distribuyen entre clados formados por
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miembros de otras especies sugiriendo que algunas variantes de las especies han sido
errbneamente asignadas. Finalmente, se efectu6 un andlisis in silico con las
secuencias nucleotidicas obtenidas a fin de establecer mediante la digestion por
nucleasas un patron que permita diferenciar especies virales muy parecidas o que se

encuentren en mezcla.
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Las malezas como reservorios de patégenos

Las malezas han sido consideradas como importantes reservorios de patdégenos de
plantas en la naturaleza (Duffus, 1971 en Piedra-lbarra et al., 2005). Se ha determinado
que el hongo Pythium arrehenomanes (Drechs), considerado como el agente causal de
la pudricién de la raiz de la cafa de azucar, se asocia con algunas especies de las
familias Poaceae y Cyperaceae (Hoy y Griffin, 1997), otra parte, el hongo Sclerotinia
minor Jagger, conocido como el mayor patdégeno del cacahuate, se ha reportado en
nueve especies de malezas, las cuales funcionarian como hospederos naturales (Shew
et al., 2003).

Las malezas brindan hospedaje también a bacterias patégenas como Pseudomonas
viridiflava Burkholder causante de pérdidas econdmicas en Georgia, USA en donde se
encuentra asociada con malezas de distintas especies que le sirven como hospedero
alternativo y que estan ampliamente distribuidas en el planeta lo que explicaria la
amplia distribucion en el mundo de la bacteria (Gitaitis et al., 1998); Erwinia tracheiphila
Smith es el agente causante del marchitamiento bacteriano de cucurbitaceas,
principalmente en pepino y melon, tiene por hospederos alternativos algunas malezas
de las familias Cucurbitaceae y Rosaceae (De Mackiewicz et al., 1998); Xanthomonas
campestres pv. Vitians Dye, ha sido asociada con la enfermedad de los puntos en las
hojas de lechuga, se le ha reportado en malezas de campos infestados en donde
sobrevive en los restos de plantas (Barak et al., 2001).

El papel de las malezas en la diseminacion de virus que afectan plantas ha sido

investigado en diversas partes del mundo (Bracero et al., 2003; Cerkauskas et al., 1983;
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Cordoba et al., 2004; Farzadfar, 2005; Gama et al., 1982; Ligoxigakis et al., 2002; Auki
et al., 2000; Piedra-lbarra et al., 2005); particularmente en la region de Macedonia,
Grecia, se determinaron los hospederos que actuaban como reservorios del virus del
bronceado del tomate (TSWV), se concluy6 que las malezas adyacentes a los cultivos
actuaban como reservorios virales y que plagas de thrips actuaban como vectores en la
transmision y diseminacion del virus (Chatzivassiliou et al., 2001); en Tanzania, se
asocié a Achyranthes aspera (L.), Euphorbia heterophylla (L.) y Nicandra physaloides
(Gaertn) como reservorios del virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) que afecta
gravemente a cultivos de jitomate (Kashina et al., 2002).

Recientemente, se ha reportado en plantas de Leonotis nepetaefolia (L.) R. Brown, que
crecen cerca de campos de cultivo en el Valle agricola de Atlixco, Puebla, la presencia
de los virus del mosaico de la alfalfa (AMV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus
del mosaico del pepino (CMV) y a un RNA satélite del virus del mosaico del pepino
(CMV satRNA) causando en esta maleza sintomas de mosaico, deformacion foliar y

calico (Piedra-lbarra et al., 2005).

Importancia del cultivo de Jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) en México

El jitomate o tomate rojo (Lycopersicon esculentum Mill.), es de las especies horticolas
la mas importantes en México debido al valor de su produccion y a la demanda de
mano de obra que genera, cerca del 30% de la produccion nacional tiene destino en
otros paises ubicando a este producto como la principal especie horticola de
exportacion (Hernandez-Martinez et al., 2004), lo que representa el 37% del valor total

de las exportaciones de legumbres y hortalizas y el 16% del valor total de las
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exportaciones agropecuarias solamente superadas por la exportacion de ganado
vacuno (SIAP de la SAGARPA 2002).

México ocupaba en el 2002 el décimo lugar a nivel mundial en la produccion de jitomate
con 2,100,000 toneladas (F.A.O. 2003 en SIAP de la SAGARPA 2002). El jitomate se
siembra en practicamente todos los estados de la Republica Mexicana siendo los
ubicados en la region norte y centro del pais los que participan con mayor volumen a la
produccién nacional (SIAP de la SAGARPA 2002).

De acuerdo con la SIAP de la SAGARPA (2005), la produccion nacional mexicana de
jitomate en el periodo correspondiente al afio 1991 al 2000 fue de 19 millones de
toneladas siendo el mayor productor de este cultivo el estado de Sinaloa con el 33% de
esta produccion seguido de Baja California, San Luis Potosi y Michoacan (Figura 1); tan
solo la produccion nacional de jitomate en el afio del 2000 fue de 2,086,030 toneladas,
en el 2001 de 2,149,932 toneladas, en el 2002 de 1,989,979 toneladas, en el 2003 de
2,171,159 toneladas (INEGI 2004), y como datos preliminares del afio 2004 hasta
marzo del 2005 se estima una produccion de 2,334,608 toneladas (SIAP de la

SAGARPA 2005).
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Principales Estados productores de jitomate

Sinaloa 33%

Baja California 11%
Michoacan 11%

San Luis Potosi 10%
Baja California Sur 6%
Jalisco 5%

Morelos 4%

Sonora 3%

Zacatecas 3%

Puebla 1%

Veracruz 1%

11%

Los 21 restantes 12%

Figura 1. Participacion porcentual en la produccidén nacional de jitomate entre 1991 al
2000 por los principales estados productores (Tomado de SIAP de la SAGARPA 2005).

Principales agentes bioldgicos que afectan la producciéon de Jitomate

Entre los patdogenos que causan dafos a los cultivos de jitomate generalmente se cita a
las arafa rojas Tetranychus urticae (Koch), T. turkestani (Ugrou y Nikolski) y T. luden.
La primera especie es la mas comun, se desarrolla en el envés de las hojas causando
decoloraciones, punteaduras o manchas amarillentas que pueden apreciarse en el haz
como primeros sintomas. Las temperaturas elevadas y escasa humedad relativa
favorecen el desarrollo de la plaga, las infestaciones con poblaciones densas producen
desecacion o defoliacion sobre todo en los primeros estados fenologicos de la planta.
Las moscas blancas Trialeurodes vaporariorum (Westwood) y Bemisia tabaci

(Gennadius), colonizan las partes jovenes de las plantas ovopositando en el envés de
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las hojas de las cuales emergen las primeras larvas moviles. Tras fijarse en la planta
pasan por tres estados larvarios y uno de pupa caracteristicos en cada especie,
causando dafnos al alimentarse absorbiendo la savia de las hojas provocando
amarillamientos y debilitamiento de las plantas. Otro dafio indirecto es el que se da por
la infeccion de virus transmitidos por el insecto, en este sentido, se ha establecido que
T. vaporariorun (Westwood) es transmisora del virus del amarillamiento de
cucurbitaceas; B. tabaci (Gennadius), es potencial transmisora de un numero mayor de
virus en cultivos horticolas, de especial interés es su capacidad para transmitir al virus
del rizado amarillo de tomate (TYLCV) conocido como virus de la cuchara. Los pulgones
Aphis gossypii (Glover) y Myzus persicae (Sulzer) son comunes y abundantes en los
invernaderos donde forman colonias que se dispersan principalmente en primavera y
otofio cuando las hembras adultas son aladas. Ademas de los dafos directos estos
insectos poseen la capacidad de transmitir una gran cantidad de tipos o especies
virales. Las formas adultas de los thrips Frankliniella occidentalis (Pergande), colonizan
los cultivos realizando las puestas dentro de los tejidos de hojas, frutos y
preferentemente flores, donde se localizan las poblaciones mas abundantes de adultos
y larvas. Los dafios producidos por la alimentacion de larvas y adultos en el envés de
las hojas les producen un aspecto plateado y luego se necrosan, sin embargo, el dafo
mas importante se debe su capacidad de transmision, entre otros, del virus del
bronceado del tomate (TSWV), que afecta a pimiento, tomate, berenjena entre otros. En
los casos de los dipteros Liriomyza trifolii (Burgués), L. bryoniae (Kaltenbach), L.
strigata (Meigen) y L. huidobrensis (Blanchard), las hembras realizan las puestas dentro
del tejido de las hojas jovenes, donde se desarrolla una larva que se alimenta del

parénquima. Las larvas salen de las hojas para dar lugar a los adultos y repetir su ciclo
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de vida. Las orugas Spodoptera exigua (Hubner), S. litoralis (Boisduval), Heliothis
armigera (Hubner), H. peltiger (Dennis y Schiffermdiller), Chrysodeisis chalcites (Esper)
y Autographa gamma (L.) cuyos estados fenolégicos suelen ser muy similares, se
alimentan de las plantas durante sus estadios larvales causando dafos en hojas, frutos
y tallos. Los nematodos del género Meloidogyne suelen afectar practicamente a todos
los cultivos horticolas, las hembras fecundadas se llenan de huevos tomando un
aspecto globoso y producen nédulos en las raices, los cuales junto con la hipertrofia de
las plantas, dan lugar a la formacion de rosarios que obstruyen vasos e impiden la
absorcion de agua y nutrientes por las raices lo cual se traduce en un menor desarrollo,
clorosis, enanismo y en marchites. Adicionalmente, los nematodos como los insectos y
hongos facilitan el establecimiento de bacterias y hongos que pueden actuar como
vectores de virus. Entre los hongos que afectan al cultivo de jitomate se encuentran
Botryotinia fuckeliana (Fuckel), causante de la podredumbre gris del jitomate, los
sintomas generados en hojas y flores son lesiones pardas mientras que en los frutos
tiene lugar una podredumbre blanda en los que se observa el micelio gris del hongo.
Por su parte, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) causa la podredumbre blanca; las lesiones
son de apariencia blanda acuosa al principio y posteriormente seca, segun la suculencia
de los tejidos afectados, los cuales se cubren de un abundante micelio algodonoso
blanco. Cuando el hongo afecta el tallo, las plantas frecuentemente se colapsan y
mueren rapidamente. El hongo Leveillula taurica (Arn.) utiliza algunas solanaceas
silvestres como hospedero alterno y causa en plantas de jitomate manchas amarillas en
el haz de las hojas que progresivamente se necrosan a partir del centro, observandose
un fieltro blanquecino por el envés y finalmente las hojas se desprenden. Por otra parte

el oomiceto Phytophthora infestans (Montagne), ataca a la parte aérea de la plantas de
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jitomate en cualquier etapa de desarrollo, al principio aparecen manchas irregulares de
aspecto aceitoso en las hojas que rapidamente se necrosan e invaden casi todo el
foliolo, en el tallo infectado aparecen manchas pardas que se van agrandando y que
suelen circundarlo, en frutos las infecciones suelen producirse a partir del caliz por lo
que los sintomas cubren la mitad superior, cuando el fruto es inmaduro el hongo suele
manifestarse como grandes manchas pardas. El hongo Alternaria solani (Jones y
Grout), afecta diversas solanaceas pero principalmente jitomate y papa en las que las
lesiones aparecen en hojas, tallos, frutos y peciolos, en las hojas se producen manchas
pequefas circulares o angulares, con marcados anillos concéntricos, mientras que en el
tallo y peciolo se producen lesiones negras alargadas en las que a veces se pueden
observar anillos concéntricos. Los frutos son atacados a partir de las cicatrices del caliz,
provocando lesiones pardas oscuras ligeramente deprimidas y recubiertas de
numerosas esporas del hongo. Fusarium oxysporum (Schlecht), puede permanecer en
el suelo durante afnos y penetrar a través de las raices hasta el sistema vascular, los
sintomas comienzan con la caida de las hojas superiores mientras que las inferiores
adquieren un color amarillo que avanza hacia el apice y terminan por morir,
alternativamente la parte aérea puede marchitar y morir. En cuanto a bacterias,
Pseudomonas syringae (Okabe), afecta a todos los organos aéreos de la planta
causando manchas negras, en las hojas las manchas son pequefas y rodeadas de un
halo amarillo, en los tallos, peciolos y bordes de los sépalos, las manchas tienen borde
y contorno irregular mientras que en frutos verdes las manchas son pequefas y
deprimidas (Infoagro, 2003).

A pesar de la gran variedad de patégenos que afectan a los cultivos de jitomate las

pérdidas de mayor cuantia han sido atribuidas a los virus (Kashina et al., 2002), los
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cuales ademas son considerados como una de las principales causas de las pérdidas
en la produccién de hortalizas, (Barba-de la Rosa et al., 2003).

Entre los virus que se han encontrado en cultivos de jitomate se encuentra al virus del
mosaico del pepino (CMV) el cual se ha asociado con mosaico intenso, reduccién del
crecimiento y pérdida de las flores; el virus del bronceado del tomate (TSWV) el cual
ocasiona puntos o manchas necréticas que a veces afectan a los peciolos y tallos
ademas de reduccion del crecimiento; el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV)
causante de la reduccion de los foliolos y en ocasiones de amarillamiento,
encurvamiento de las hojas y retardo en el crecimiento; el virus del mosaico del tomate
(ToMV) cuyos sintomas son mosaico verde claro a verde oscuro, deformacion foliar y
crecimiento retardado; el virus Y de la papa (PVY) causante de manchas necréticas; el
virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV) que provoca clorosis y el
amarillamiento fuerte en hojas apicales, ademas de necrosis en hojas, peciolo y tallos;
el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) el cual provoca que los brotes tengan los
foliolos enrollados hacia el haz, clorosis marcada en su fase terminal y reduccion del
area foliar, tomando la forma de una cuchara (infoagro 2003); el virus de la clorosis
infecciosa del tomate (TICV) el cual provoca un amarillamiento y clorosis internerval,

ademas de enrollamiento foliar (Hartono et al., 2003).

Estrategias para el control de la diseminacién de las enfermedades virales

Considerando que no se conocen tratamientos o compuestos quimicos que logren
contrarrestar las infecciones virales en las plantas, a la fecha solamente se emplean
medidas tendientes a evitar la diseminacién o para mitigar los dafios ocasionados por

los agentes virales tales como: uso de semillas libres de virus, marcaje, aislamiento o

10
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eliminacion de individuos afectados, control de hospederos alternos y vectores
(insectos, hongos, nematodos etc.) Por lo que se han buscado y disefiado métodos
para diagnosticar de manera rapida y eficiente a las enfermedades de origen viral y
para establecer la naturaleza de los patdégenos asociados. De esta manera se utilizan
métodos que con base en la valoracién visual de los sintomas ocasionados en especies
vegetales especificas permiten establecer la naturaleza del patdégeno, sin embargo y
dado que sintomas similares pueden ser ocasionados por diferentes tipos virales, otros
métodos utilizan pruebas moleculares sofisticadas para el diagnostico preciso y rapido
del tipo o tipos virales (Webster et al., 2004). Utilizando esos métodos, desde hace afos
en México se realizan trabajos enfocados a caracterizar los virus que causan danos en
las plantas de interés agricola, sin embargo esos trabajos han resultado insuficientes
dado que frecuentemente aparecen sintomas en plantas recién ingresadas a los
campos mexicanos e inclusive aparecen sindromes novedosos en plantas
tradicionalmente cultivadas que probablemente sean generados por aislamientos de
reciente evoluciéon o por mezclas virales que incrementan o modifican los sintomas

producidos por infecciones simples (Perea-Araujo et al., 2004).

Protocolos disefhados para el diagnéstico de enfermedades virales

Plantas indicadoras y diferenciales
La inoculacion de diferentes especies de plantas con tejido infectado puede indicar si en
un sindrome particular solamente esta involucrado un tipo de virus, si al reinocular al
hospedero original se produce el sintoma originalmente descrito, con esa finalidad, el
tejido potencialmente infectado, macerado en soluciones amortiguadoras especificas,

mezclado con una pequena cantidad de carborundum u otro polvo que actue como

11
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abrasivo, es frotado en las hojas de las plantas indicadoras. Las plantas son
mantenidas en condiciones controladas y son examinadas hasta la aparicion de
sintomas. Lesiones en las hojas inoculadas (locales) usualmente aparecen de 2 a 3
dias post inoculacion (dpi), los sintomas en los 6rganos no inoculados (sistémicos)
generalmente tardan entre 8 y 15 dias en aparecer y dependen del estado fenoldgico,
de la variabilidad genética de la planta huésped y de las condiciones ambientales por lo
que se ha establecido que la expresién de sintomas en plantas indicadoras constituye

una via precisa para la identificacion de virus (Stevens, 1983).

Observacion de particulas virales mediante microscopia electrénica
La visualizacion directa de las particulas virales aporta una idea aproximada del tipo
viral causante de los sintomas observados en las plantas, se pueden observar los
viriones en extractos de tejido enfermo o en savia colocandolos en una rejilla de cobre
cubiertas por una pelicula de plastico y una capa de carbon. Las particulas virales,
dado que son transparentes al haz de electrones son bafiadas con una mezcla de sales
de metales pesados como fosfotungstato de potasio (2%), acetato de uranilo (1%) o
materiales similares con lo que se logra tefir las particulas virales (tincién negativa) y

observar con detalle su estructura (Stevens, 1983).

Microscopia electronica inmunoadsorbente
En esta técnica se combinan las ventajas que tiene la microscopia electronica para
proporcionar una imagen estructural de las particulas y la capacidad de los anticuerpos
para hibridar selectivamente con las moléculas para las que estos fueron disefiados;

Las rejillas del microscopio electronico son recubierta con carbon, enseguida es
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colocada sobre una gota de antisuero en 10mM Tris-HCI, pH 7.4, durante 15min
aproximadamente. La rejilla es lavada con 20 gotas de 10mM Tris-HCI, pH 7,4, y
colocada sobre una gota de la suspension viral parcialmente purificada. Cada rejilla es
enjuagada con 15 gotas de 10mM Tris-HCI, luego 15 gotas de agua destilada, y por
ultimo 15 gotas de 2% fosfotungstato sddico conteniendo 100ug/mL de bacitracina (pH
7) finalmente es examinada al microscopio electrénico (Ahlawat et al., 1996; Lockhart et

al., 1992).

Deteccion de particulas virales mediante reacciones mediadas por
anticuerpos (prueba serolégica ELISA)
Estas técnicas utilizan la capacidad de los anticuerpos para reconocer proteinas
especificas, usualmente los anticuerpos se dirigen contra las proteinas de la capside de
los virus de interés, para lo cual los anticuerpos se fijan en una placa a la que se agrega
un extracto de la planta potencialmente infectada. Si el virus de interés se encuentra en
la planta, se ligara a los anticuerpos mientras que los virus que no hubieran sido
reconocidos son lavados antes de que un segundo anticuerpo que reconoce y se une al
primero sea agregado. El segundo anticuerpo evidencia al virus ya que posee una
molécula reportera unida, normalmente una enzima que actua sobre un sustrato
modificando su color, la magnitud del cambio puede ser detectado visualmente o por
espectrofotometria. El ensayo ELISA ofrece resultados rapidos, confiables y es muy
practico para diagnosticar la presencia de un virus en varias plantas, o bien para probar
la misma muestra de planta utilizando diferentes anticuerpos con los que se detecte la
presencia de varios virus ademas que calibrando de manera cuidadosa puede ser

cuantitativo (Clark y Adams., 1977).
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Inmunoarreglos (TIBA)
Esta técnica es similar a ELISA, la savia de plantas se coloca en una membrana de
nitrocelulosa o nylon se adicionan anticuerpos que reconocen proteinas virales, el
reconocimiento es detectado por sondas marcadas a menudo con quimioluminiscentes.
El proceso es rapido, simple, tiene mayor sensibilidad y es menos laborioso que ELISA

(Webster et al., 2004).

Microbalance con inmunosensores de cristal de cuarzo (QCM)
En esta técnica, un disco de cristal de cuarzo es cubierto por anticuerpos especificos
para un virus, se aplica determinado voltaje a través del disco haciendo que este se
pandee ligeramente por un efecto piezoeléctrico. La adsorcion de particulas virales a la
superficie del cristal se detecta dado que cambia la frecuencia de oscilacion de la

resonancia de manera dependiente de la concentracion (Eun et al., 2002).

Técnica de doble difusion en gel
En esta técnica, se coloca agar en cajas petri, se hace un pozo en el centro donde se
coloca el antisuero que se desea probar, alrededor de este se hacen mas pozos donde
se colocan las muestras con el virus. Las cajas son incubadas en una atmoésfera
hiameda a temperatura constante. Los virus difundiran en un anillo alrededor del pozo
donde fueron colocados, mientras que el antisuero difundira del pozo central hacia los
pozos donde se colocaron las muestras con el virus. Si el virus es reconocido por el
antisuero, este formara un precipitado en el agar y llegara a ser visible entre los dos
pozos (Stevens, 1983). Esta técnica es laboriosa, sin embargo, es sensible y requiere

de poca infraestructura para el diagndstico.
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Anidlisis del RNA de doble cadena
Aproximadamente el 90% de los virus de plantas poseen genoma compuesto por RNA
de cadena doble o sencilla, durante su replicacién producen un intermediario de doble
cadena considerado como una forma replicativa transitoria que puede ser aislado
mediante cromatografia en columnas de celulosa CF-11 y utilizado para determinar la
identidad del patégeno mediante una amplia gama de procedimientos dado que el RNA
de doble cadena es muy resistente a la degradacion enzimatica. Esta técnica permite
identificar a los virus de RNA incluso cuando forman mezclas o cuando estan asociados
a moléculas de RNA independientes del genoma viral (p.ej. RNA satélites, virus
cripticos, etc.), no obstante, se debe tener cuidado en la interpretacion de los resultados

(Valverde et al., 1990).

Ampilificaciéon del genoma viral mediante reacciones de trascripcion reversa
acoplada a reacciones en cadena de la polimerasa RT-PCR
La amplificacion del genoma (RNA o DNA) son técnicas muy usadas para la deteccion e
identificacion de virus de plantas. Los procedimientos son sumamente sensibles aunque
requieren de infraestructura material y humana especializada. En los virus de RNA
primero se debe sintetizar una cadena de DNA complementaria (cDNA) a la secuencia
nucleotidica del genoma del virus mediante una enzima transcriptasa reversa (RT) y
oligonucledtidos que flanqueen una region el genoma viral. EI cDNA es amplificado
mediante PCR en la cual se utilizan los iniciadores especificos y una enzima polimerasa
termoestable los cuales aumentan exponencialmente la concentracion del fragmento de
interés en una serie de pasos de extension y desnaturalizacion (Sambrook y Russell,

2001).
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Multiples especies o fragmentos virales pueden ser detectados en una sola reaccion
utilizando mezclas de oligonucledtidos especificos para diferentes virus (RT-PCR
multiplex). En esta alternativa es importante considerar que el tamafo de los
fragmentos amplificados sea diferente y que los diferentes pares de oligonucleétidos

tengan una temperatura de alineamiento semejante (lto et al. 2002).

Inmunocaptura PCR (IC-PCR)
En esta técnica, en la que se combina la captura de particulas virales por anticuerpos
con la amplificacion del genoma viral por PCR, el virus es adsorbido por un anticuerpo
anclado a una superficie y posteriormente liberado con calor y los acidos nucleicos son
amplificados por RT-PCR. La captura selectiva de las particulas virales hacen a este
meétodo especialmente util cuando la concentracion del virus es baja o cuando existen

compuestos que inhiben la PCR (Hema et al., 2003).

Amplificacion del genoma viral utilizando iniciadores anidados (Nested
PCR)
En este método se llevan a cabo dos reacciones de amplificacion, la primera
incrementa la cantidad de templado que sera usado en la segunda reaccion, en la cual
se utilizan cebadores complementarios a una region interna del fragmento amplificado.
Frecuentemente se utilizan oligonucleétidos de baja especificidad o degenerados en la
primera reaccidon mientras que los segundos iniciadores normalmente poseen una
secuencia especifica. EI método es util cuando la concentracion del virus es baja o
cuando existen inhibidores de la DNA polimerasa en el extracto de la planta. (Dovas y

Katis, 2003).
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Ampilificacién ligada a restriccion de fragmentos virales (RT-PCR-RFLP)
Es un proceso que involucra la amplificacion del genoma viral por RT-PCR seguido de
su restriccion para identificar polimorfismos entre virus basados. Para lo cual los
fragmentos amplificados son sometidos a digestion enzimatica y posteriormente
analizados mediante separacidén electroforética. Este método puede usarse para
diferenciar aislamientos sin clonar y secuenciar e incluso para diferenciar tipos virales

estrechamente relacionados (Letschert et al., 2002).

Protocolos basados en la complementariedad de los acidos nucleicos
La técnica de hibridacion de los acidos nucleicos es utilizada para la deteccién de virus
en plantas en extractos de savia infecciosa o en extractos de insectos vectores de virus
y se basa en la hibridacion de los acidos nucleicos determinada por Ia
complementariedad entre las bases nitrogenadas. El grado de hibridaciéon entre los
acidos nucleicos problema y la sonda se puede determinar utilizando nucleétidos

marcados con radiactividad o por fluorescencia.

Hibridacién en punto (Dot-blot)
En esta prueba los acidos nucleicos virales contenidos en extractos de plantas son
colocados por goteo en puntos especificos de una membrana con cargas positivas
(frecuentemente de nitrocelulosa) en la que son inmovilizados mediante radiacion
ultravioleta para posteriormente ser hibridados con sondas marcadas que incluyan todo
el genoma viral o fragmentos de este. Comunmente las sondas empleadas son de DNA

aunque se pueden emplear sondas de RNA (Hull, 1986).
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Clasificacion de los virus

Cerca del 90% de los virus que infectan plantas poseen un genoma de RNA y realizan
su ciclo replicativo en el citoplasma; el 10% restante poseen un genoma de DNA vy
pueden replicarse en el nucleo de la célula hospedera (Mathews, 1991).

Considerando la naturaleza del genoma, las cadenas que lo componen, la polaridad y la
capacidad de reverso trascripcion, 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
ordenes, 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 aun no se les ha considerado dentro de un nivel taxonémico superior (Mayo,

2002; Pringle, 1999).

Especies virales en los cultivos de jitomate y otras Solanaceas en México

En 1974, Martinez et al. en Garzén (1987), consignan en México al virus del enanismo
arbustivo (TBSV), encontrado en plantas de jitomate cultivadas en areas del estado de
Hidalgo, como describe Garzén (1987) en el campo se le asocia al sintoma de los
“frutos pintos”, éste se caracteriza por ocasionar anillos de color amarillo de uno a dos
centimetros de diametro en cualquier parte del fruto. En 1995, Hernandez et al,
mediante el uso de plantas indicadoras, inclusiones celulares, microscopia electrénica y
pruebas serologicas (ELISA) diagnosticaron la presencia de los virus TMV, TEV, TRSV

y PEV en muestras de jitomate, chile y algunas malezas de las areas horticolas
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provenientes de nueve localidades del estado de Yucatan. Por otra parte, en cultivares
de Sinaloa se han detectado algunos geminivirus, a finales de la década de los 1990 se
detectd el virus huasteco del chile (PHV) en la mayoria de las infecciones mixtas en
todas las regiones tomateras del estado junto con especies virales que previamente
habian sido reportadas en el estado de Sinaloa; por lo que se sugirio que el PHV recién
se habia adaptado a este cultivo y estaba formando nuevos complejos y generando
sindromes no reportados y desplazando especies previamente reportadas (Ruiz-
Medrano y Rivera-Bustamante, 1997). Urias y Alejandre, 1999; Torres et al., 1996, en
De la Torre et al., en el 2002, asocian a los geminivirus con numerosas enfermedades
en cultivos de importancia econémica. En los estados de Morelos, Puebla y el Estado
de México, Méndez-Lozano et al., (2001); De la Torre et al., (2002) en Barreras-Soto et
al., (2004) asocian al cultivo de tomatillo con el virus del mosaico de la alfalfa (AMV), el
virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del jaspeado del tomate (TEV), virus del
mosaico del pepino (CMV), virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV), virus
de la mancha anular del tabaco (TRSV) y los geminivirus virus del mosaico dorado del
chile (PepGMC) y virus huasteco del chile (PHV).

En el 2004 Martinez-Ramirez et. al., usando la prueba serolégica DAS-ELISA con 70
antisueros para virus que afectan solanaceas identificaron 12 virus en cultivos de
jitomate en los estados de Michoacan y Jalisco, asi determinaron a los virus PRSV,
TMV, PVY, ToRSV TRSV, PMMoV, CMV, PLRV, ToMV, WMV2 Y TAV. Por otro lado,
Barreras-Soto et al., (2004), reportaron la susceptibilidad de los cultivares de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa Brot.) a los virus CMV, TSWV, TEV, PVY, AMV y
geminivirus en el estado de Sinaloa, mientras que Perea-Araujo et al., (2004)

identificaron en ese mismo estado y en cultivos de jitomate, a los virus TMV, CMV,
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TSWV, PVY y al TEV, con la prueba serolégica DAS-ELISA, asi mismo, por hibridacién
tipo dot blot y amplificacion por PCR, detectaron la presencia de geminivirus tanto en
jitomate como en malezas que se encontraban cercanas a este cultivo, estableciendo

que frecuentemente las plantas infectadas existian asociaciones o complejos virales.
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JUSTIFICACION

Dados los dafios ocasionados por las enfermedades de origen viral en la produccion de
jitomate, y la importancia alimenticia y comercial de este cultivo, en este trabajo se
realizé la caracterizacion bioldgica y molecular parcial de los virus asociados a plantas
de Leonotis nepetaefolia (L.) R. Brown colectadas en Atlixco, Puebla que inducen un
sintoma severo de amarillamiento y deformacion foliar en plantas de jitomate

(Lycopersicon esculentum Mill).
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OBJETIVO GENERAL
Aislar y caracterizar parcialmente a los virus asociados a Leonotis nepetaefolia (L.) R.
Brown causantes de sintomas severos de amarillamiento y deformacion foliar de

plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill).

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar y determinar a los virus presentes en plantas de jitomate con amarillamiento y
deformacioén foliar mediante la inoculacion mecanica de plantas indicadoras vy
diferenciales.

Amplificar fragmentos virales utilizando oligonucleotidos parcialmente degenerados y
RNA total o de doble cadena extraido de plantas con sintomas de virosis.

Recombinar y clonar los fragmentos amplificados en plasmidos bacterianos
comerciales.

Analizar las secuencias nucleotidicas de los fragmentos clonados.

Hacer inferencia de las relaciones filogenéticas con las secuencias virales obtenidas de

plantas con amarillamiento y deformacion foliar de jitomate.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn, aislamiento y conservacion del material biolégico

Se colectaron muestras de plantas de Leonotis neoetaefolia (L.) R. Brown, en el Valle
agricola de Atlixco, Puebla con sintomas severos de amarillamiento y deformacion
foliar, se trasladaron al laboratorio y fueron usadas para la inoculacion mecanica de
plantulas de jitomate y otras especies, las cuales fueron mantenidas en condiciones de
invernadero durante un periodo aproximado de un mes. Para mantenimiento del inéculo
fresco, se inocularon mecanicamente plantas de jitomate jovenes frotando las hojas

cotiledonales con un macerado de hojas de plantas con sintomas.

Caracterizacion biolégica por medio de plantas indicadoras y diferenciales

Se maceraron hojas de plantas de jitomate con sintomas en una solucion
amortiguadora de fosfatos DIECA 0.025 M. pH 7.2, las hojas cotiledonales y las
primeras hojas verdaderas de las plantas indicadoras fueron espolvoreadas con tierra
de diatomita y frotadas con el macerado mediante un hisopo. Las especies vegetales
utilizadas para el aislamiento y determinacién fueron agrupadas en conjuntos con al
menos 5 plantas de las siguientes especies: Lycopersicon esculentum Mill. variedades
Rio grande (RG) y Floradade (FD), Physalis ixocarpa Brot., Capsicum annuum L.,
Datura stramonium L., Cucumis sativus L., Cucurbita pepo L., Leonotis nepetaefolia (L.)
R. Brown., Nicotiana tabacum L. var. xhanti, N. tabacum L. var. rustica, N. tabacum L.
var. occidentalis, Chenopodium amaranticolor L., C. quinoa L. Las plantas se
mantuvieron en invernadero hasta la aparicion de sintomas virales o durante

aproximadamente 30 dias (Matthews, 1991).
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Extraccion de RNA total

El RNA total de plantas fue extraido siguiendo el método de Logemann et al., (1987).
Un gramo de tejido vegetal fue molido utilizando nitrégeno liquido en morteros estériles
hasta obtener un polvo fino, se agregaron 2 mL de buffer de extraccion (Cloruro de
Guanidina 8M, MOPS, 50 mM), la mezcla se homogeniz6 y fue transferida a tubos
eppendorf (0.7 mL de la mezcla por tubo), se les agreg6 750 ul de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitaron vigorosamente hasta obtener una mezcla
homogénea la cual fue centrifugada a 13000 rpm (8000 x g) a 4° C durante 45 min. El
sobrenadante fue transferido a un tubos eppendoff estériles, se agregd 750 ul de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld y se centrifugé a 13000 rpm a 4° C
durante 15 min. El sobrenadante fue recuperado, se le agregé 0.7 volumenes de etanol
absoluto y 0.2 volumenes de acido acético 1M y la suspension se mezclo y almacend a
-70°C toda la noche. Posteriormente la mezcla se descongel6 en hielo, se centrifugo a
13000 rmp a 4°C durante 15 min, se desecho el sobrenadante y a la pastilla se le
agregoé 1 mL de acetato de sodio (3M pH 5.2), posteriormente se centrifugd a 13000
rpm a 4° C durante 5 min. La pastilla fue lavada dos veces agregandole 500 pl de etanol
70% y centrifugandola a 13000 rpm durante 5 min, posteriormente el RNA fue secado a
temperatura ambiente y resuspendido en 100 ul de agua con DEPC estéril,
almacenandolo a -70°C hasta su uso.

Las muestras de RNA total fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 1.6%
con formaldehido 2.2 M y corridas con buffer (MOPS 0.02 M, pH 7.0, Acetato de Sodio
8 mM, EDTA 1 mM a pH 8.0) a temperatura ambiente. Previamente, se mezclé de 1 a

4 ul de la suspension de RNA con un buffer desnaturalizante (MOPS 5X:
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formaldehido: formamida en proporcion 2.0:3.5:10 pl respectivamente), se incubaron a
65°C durante 10 min y se enfriaron rapidamente en hielo, se agregé 2 ul de buffer de
carga (Glicerol 50%, EDTA pH 8.0, Azul de bromofenol 0.25%, Xilen-cianol FF 0.25%) y
se homogenizo6 la mezcla que fue separada por electroforesis a 50-60 V en los geles

desnaturalizantes antes descritos (Sambrook y Russell, 2001).

Extraccion de RNA de doble cadena (RNAdc)

La extraccion se realizé a partir de 3.5 gr de tejido vegetal macerado con nitrégeno
liquido en mortero estéril, el polvo fue transferido a un tubo de centrifuga de 50 mL, se
agrego 8.0 mL de buffer STE 1X (NaCl 0.1 M, Tris 0.05 M., EDTA 0.001 M a pH 8.0),
0.5 mL de bentonita al 2% p/v, 1 mL de SDS 10% y 9 mL de fenol preequilibrado con
STE 1X, la mezcla se agité vigorosamente durante 30 min y se centrifugé a 10000 rpm
durante 15 min. De la fase acuosa se recuperaron 10 mL, se adicionaron 2.1 mL de
etanol al 95% para ser posteriormente almacenada a 4°C durante 12 h. Al cabo, se
realizaron dos ciclos de separacién por cromatografia en columnas de celulosa CF-11
(Sigma Aldrich, St. Louis MO) con la finalidad de eliminar RNA de cadena sencilla,
polisacaridos y proteinas contaminantes. Para lo que se mezclé 1 g de celulosa en 25
mL de STE 1X con 16% de etanol (v/v), se vertio en una columna de plastico y se
permitid que todo el liquido drenara para afadir posteriormente la muestra lavandola al
menos 2 veces con 40 mL de STE 1X con 16% de etanol. Una vez lavada la columna,
se afadié 2.5 mL de STE 1X, se desech¢ el liquido drenado y se agregaron 10 mL del
mismo buffer, esta vez el liquido drenado fue colectado en un tubo de centrifuga de 50

mL y se le agregd 2.1 mL de etanol inmediatamente después se realizé un segundo
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ciclo de separacion cromatografica idéntico al descrito anteriormente, descontando que,
al final solo se colectaron 6 mL del STE 1X, a los que se afadié 0.5 mL de acetato de
sodio 3M, 20 mL de etanol 96% y se almacenaron durante 12 h a -20° C. Esa mezcla
fue centrifugada a 10000 rpm (6000 x g) durante 25 min, el precipitado se seco a
temperatura ambiente para ser posteriormente resuspendido en 200 pl de agua
bidestilada y estéril y almacenado a -20° C hasta su uso (Valverde et al., 1990). El
RNAdc fue analizado por separacion electroforética en geles de agarosa al 1% a 80 V

durante 1.5 h.

Diseno de oligonucleétidos para amplificar fragmentos virales

Se disenaron oligonucledtidos parcialmente degenerados para amplificar fragmentos de
los genes de las proteinas del movimiento y de la capside de diferentes aislamientos
virales distribuidas en distintas partes del mundo y depositadas en el GenBank, las
cuales fueron sometidas a un alineamiento multiple con el software ClustalX 1.83 para
Windows (Thompson et al., 1997), mediante inspeccién visual, se seleccionaron sitios
conservados en las secuencias para poder sintetizar los distintos iniciadores u

oligonucledtidos.

Amplificacion de fragmentos virales por reacciones de reversotranscripcion (RT-
PCR) acoplada a PCR

Se utilizé el RNAdc y RNA total extraido de plantas de jitomate con sintomas en
reacciones de Reverso Transcripcion seguidas de reacciones de PCR con
oligonucleotidos parcialmente degenerados, las condiciones Optimas fueron

establecidas mediante reacciones de PCR utilizando un gradiente de temperaturas. El
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DNA complementario fue sintetizado utilizando la enzima Reverso Transcriptasa Super
Script 1l RNAsa H (Gibco BRL), 1 a 5ug de RNA total y se les adicioné 1 ul de
oligonucledtido directo (10 uM) y 1 pl del reverso (10 uM), la mezcla se incub6 durante
10 min a 65°C, al cabo, se transfirié rapidamente a hielo y se incubd durante 5 min,
posteriormente se agregd 4 ul de Buffer de primera cadena (5X: Tris HCI 250 mM
pH8.3, KCI 375 mM, MnCl; 15 mM) y 2 ul de DTT 0.1 M esta mezcla se homogenizo
suavemente y se incubd a 42°C durante 90 min.

Para la amplificacion del cDNA por PCR se utilizé una Taq polimerasa comercial (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA), 1 ul del producto de la reaccién de reverso
transcripcion, 5 ul de buffer de PCR (Tris HCI 200 mM pH 8.4, KCI 500 mM), 1.5 ul de
MnCl, 50 mM, 1 ul de mezcla de dNTP 10 mM, y 41.5 ul de agua bidestilada estéril.
Las reacciones se incubaron en un Termociclador Biometra (Goettingen, Alemania) con
programas que incluyeron un ciclo de desnaturalizacién inicial de 3 min a 95° C y 25
ciclos con las temperaturas de alineamiento y extensiéon que se indican en el apartado

de resultados.

Purificaciéon de productos de PCR

Los fragmentos amplificados fueron purificados utilizando un sistema comercial de
Qiagen (Qiagen), se escindié el fragmento del gel con la banda deseada, se
adicionaron 5 volumenes de buffer de solubilizacion, se agité vigorosamente hasta que
el gel se licuara, la mezcla homogenizada se depositdé en una columna plastica con
membrana de silica gel la cual a su vez se colocoé en un tubo colector de 2 mL y se

centrifugé a 6500 rpm (4000 x g) durante 60 seg. La columna fue lavada dos veces
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depositando 0.75 mL de Buffer PE o solucion de lavado y centrifugandola durante 60
seg a 6500 rpm, enseguida se elimind el buffer PE residual centrifugado durante 2 min a
13000 rpm; una vez seca la membrana, se le deposité 40 ul de agua bidestilada estéril,
se centrifugd durante 2 min a maxima velocidad y el fluido se almacené a -20°C hasta

Su uso.

Preparacion de células competentes

Colonias aisladas de Escherichia coli DH5a fueron cultivadas en 10 mL de medio Luria
en agitacion constante a 37°C durante toda la noche, con 5 mL de ese cultivo se
inocularon 30 mL del mismo medio y se incubd a 37°C hasta que alcanz6 una densidad
Optica de 0.3 a 600 nm. Posteriormente, con 5 mL de este segundo cultivo se
inocularon 200 mL del mismo medio e incubadas en las mismas condiciones hasta que
alcanz6 una D.O. de 0.3 a 600 nm, se transfiri6 a tubos estériles de 50 mL para
centrifuga, se centrifugd a 4000 rpm (2500 x g) durante 10 min, la pastilla fue
resuspendida en 16 mL de buffer (RbCI 100mM, MnCl, 50mM, CaCl, 10 mM y Gilicerol
15% w/v) y se incubd en hielo durante 45 min. Al cabo, las células fueron nuevamente
compactadas centrifugandolas a 4000 rpm a 4°C durante 5 min, el botéon celular fue
resuspendido en 5 mL de Buffer 2 (RbCl 10mM, MOPS 10mM, CaCl, 75mM, Glicerol
15% wlv, pH 6.8) e incubado en hielo por 10 min, finalmente, se hicieron alicuotas de
200 pl en tubos eppendorf de 1.5 mL estériles y se almacenaron a -80°C hasta su uso

(Sambrook y Russell, 2001).
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Ligacion de fragmentos en vectores bacterianos y transformacion de células
bacterianas

Los fragmentos obtenidos por RT-PCR fueron ligados a los vectores bacterianos
pDRIVE (Quiagen) y pCR 4-TOPO (In vitrogen) de acuerdo a las instrucciones de los
fabricantes, se transformaron células competentes (cepa E. coli DH5a): los viales con
células fueron descongeladas en hielo y se les adiciond la suspension de plasmidos
recombinantes (20 ng de DNA aproximadamente), se agit6 suavemente y se
mantuvieron en hielo durante 30 min, posteriormente se sometieron a un choque
térmico incubandolas a 42°C durante 90 seg, inmediatamente después, se trasladaron
nuevamente al hielo donde se les mantuvo durante 2 min, transcurridos se adicion6 800
ul de medio Luria y fueron incubadas durante 1.5 h a 37°C. Después, las células se
compactaron mediante 1 min de centrifugaciéon a 4000 rpm, se desechd dos tercios del
sobrenadante y el botdén celular fue resuspendido en el medio remanente. La
suspension fue distribuida y esparcida uniformemente en medio Luria solido
suplementado con Ampicilina o Kanamicina (50 pg/mL), IPTG (100 pg/mL) y Xgal (1.6
mg/mL). Las cajas fueron incubadas a 37°C durante 16 h, posteriormente se
seleccionaron las colonias candidatas a contener plasmidos recombinantes (Sambrook

y Russell, 2001).

Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina de E.coli transformadas
Las colonias candidatas positivas fueron cultivadas en 3 mL de medio TB con 50 pg/mL
de ampicilina en agitacion constante durante 12 h a 37°C; las células fueron

compactadas por centrifugacion a 6000 rpm durante 60 seg, la pastilla fue resuspendida

29



MATERIALES Y METODOS

en 100 pul de solucién | (Glucosa 50 mM, Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM pH 8.0), a esa
suspension se afadié 200 pl de solucion Il (NaOH 0.2 N, SDS 0.1%), la mezcla se
incubd en hielo durante 10 min mientras se lisaban las células, al cabo, la mezcla fue
centrifugada a 13000 rpm durante 10 min, se recuperd el sobrenadante en un tubo
estéril y se agregd 1 ul de RNAsa A, esta suspensioén fue incubada durante 1 h a 37°C,
se adicionaron 450 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd
vigorosamente y se centrifugo durante 10 min a 13000 rpm, la fase superior fue
recuperada y transferida a otro tubo estéril, adicionandole 350 pul de isopropanol e
incubandola a —20° C durante 10 min. Después se centrifugo la suspension a 13000
rpm durante 10 min y la pastilla fue lavada con etanol al 70% tres veces (Sambrook y
Russell, 2001). La presencia del inserto fue verificada mediante la digestion del
plasmido candidato con enzimas de restriccion (ECO RI), el producto de la digestion
fue analizado mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%. Los plasmidos con el
inserto fueron secuenciados, en un secuenciador modelo 3100 Genetic analyzer de 16
capilares ubicado en el Laboratorio de analisis y quimica del DNA de la Unidad de

Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala UNAM.

Hibridacién molecular Dot blot

La integridad y concentracion del RNA total fue determinada mediante separacién
electroforética en geles desnaturalizantes de agarosa, una vez normalizadas las
concentraciones de RNA fue desnaturalizado mediante incubacion a 65°C durante cinco
minutos en una solucion desnaturalizante (MOPS 5X: formaldehido: formamida en

proporcidon 2.0:3.5:10 ul respectivamente), enfriado en hielo y depositado por goteo en
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una membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham, Biosciences) y entrecruzado mediante
radiacion U.V. (260nm) durante 4 min (Sambrook y Russell, 2001).

Antes de hibridar el RNA con sondas radiactivas, las membranas fueron bloqueadas
con solucion de hibridacion (Albumina de suero de bovino 1%, EDTA 1 mM, Buffer de
fosfatos 0.5 M, SDS 7% wi/v) por lo menos durante 2 h a 65°C, posteriormente se
afiadio la sonda desnaturalizada marcada con [a->?P]-dCTP. Las sondas con marcaje
radiactivo fueron sintetizadas mediante reacciones de PCR utilizando como molde los
plasmidos recombinantes, los iniciadores utilizados para amplificar el fragmento de 250
pb y el programa para este. A esta reaccién se adicionaron dATP, dTTP, dGTP y [a->?P
]dCTP a una concentraciéon final de 10 mM, el producto de la reaccion fue
desnaturalizado mediante calentamiento a 95°C durante 5 min, se enfrio
inmediatamente en hielo y se afadié a las membranas; la incubacion continuo durante
12 h. Al cabo, se retir6 la solucion con la marca radiactiva, se realizaron cuatro ciclos
de lavado: dos con SSC 2X y dos con SSC 0.1X durante 30 min a 65°C , finalmente, la
membrana fue cubierta con papel celofan, colocada en un cartucho de exposicion sobre

pelicula fotografica y mantenida a -80°C hasta su revelado.

Comparacion de las secuencias en las bases de genes (GenBank)

Los plasmidos recombinantes fueron sometidos a reacciones de secuenciacion al
menos en dos ocasiones, los sitios ambiguos fueron editados manualmente mediante la
revision de los electroferogramas y la secuencia resultante fue traducida mediante el
software DNAMAN para Windows version 3.0 (Lynnon Corporation, 1997) a fin de

establecer su homologia con las secuencias depositadas en los bancos de datos
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mediante los programas Blastn y Blastp disponibles en National Center for
Biotechnology Information (http:www.ncbi.org) hasta el mes de marzo del 2005. Las
secuencias potencialmente homadlogas con los numeros de expectativa menores fueron
descargadas y usadas para establecer las relaciones filogenéticas del aislamiento viral

mexicano.

Analisis filogenético de los aislamientos virales

Se obtuvieron del GenBank las secuencias del gene de la proteina del movimiento y de
la capside de las diferentes variantes de las especies de tobamovirus Cucumber green
mottle mosaic tobamovirus (cgmm), Frangipani mosaic tobamovirus (fm), Kyuri green
mottle mosaic tobamovirus (kgmm), Odontoglossum ringspot tobamovirus (or), Paprika
mild mottle tobamovirus (pmm), Pepper mild mottle tobamovirus (pemm), Ribgrass
mosaic tobamovirus (rm), Tobacco mild green mosaic tobamovirus (tmgm), Tobacco
mosaic tobamovirus (tm), Tomato mosaic tobamovirus (tom), los alineamientos
multiples base para el analisis filogenético fueron realizados con el programa ClustalX
1.83 (Thompson et al., 1997) utilizando la matriz IUB tanto para los alineamientos
pareados como para los multiples, la penalizacion por la apertura y extension de los
gaps se mantuvo con los valores asignados por default, los alineamientos 6ptimos
fueron seleccionados con base en la suma de pares obtenida con el programa
GeneDoc (ver 2.6.002) para Windows (Karl, B. N. y Hugh B. Jr. 1997).

Los arboles filogenéticos construidos con base en distancia genética fueron procesados
mediante los modelos de sustitucion nucleotidica sugeridos por Modeltest 3.6 (Posada
y Crandall, 1998) con base en el valor minimo del criterio de informacion de Akaike

(AIC). Los agrupamientos fueron realizados mediante el método del vecino mas
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cercano, sometidos a una prueba estadistica de bootstrap con un minimo de 1000
repeticiones, finalmente, las relaciones apoyadas por valores de bootstrap menores al
50% fueron colapsadas.

Los arboles construidos con el método de maxima parsimonia fueron procesados con el
programa PAUP 4.10b for 32 bit Microsoft Windows (D.L.S. Swofford, Sinauer
Associates, Inc., Sunderland, MA) utilizando una busqueda heuristica con la adiccion
100 réplicas al azar y un maximo de 1000 arboles por replica. La aproximacion al arbol
suboptimo se realizé con base en el indice de consistencia obtenido a partir del analisis
de los arboles mas parsimonosos. En este analisis se consideré una prueba estadistica
basada en bootstrap con 1000 repeticiones, el arbol consenso se obtuvo mediante la
regla de la mayoria en el cual las ramas con un apoyo de bootstrap menor al 50%

fueron colapsadas.

Andlisis de restriccion in silico

Con las secuencias de los genes de las proteinas del movimiento y de la capside del
aislamiento Mx y de secuencias consenso de virus obtenidas a partir de diferentes
aislamientos depositados en el GenBank, fueron sometidos a un analisis de restriccion
in silico utilizando el software DNAMAN para Windows versién 3.0 (Lynnon Corporation,

1997).
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Caracterizacion biologica por medio de plantas indicadoras y diferenciales

Las plantas de jitomate con sintomas severos de amarillamiento y deformacion foliar,
fueron utilizadas para inocular conjuntos de plantas de diversas especies las cuales
fueron mantenidas en invernadero bajo observacibn por un periodo de
aproximadamente 30 dias. Los sintomas en las plantas indicadoras y diferenciales
(Figura 1) fueron en L. esculentum variedades Floradade, Rio Grande y C. annuum
amarillamiento y deformacion foliar, en plantas de P. ixocarpa se observé deformacion,
clorosis y amarillamiento foliar y en otras un mosaico verde amarillo ligero, en plantas
de N. tabacum var. rustica, el sintoma fue deformacion foliar con clorosis, mientras que
en las variedades occidentalis y xanthi aparecié moteado foliar amarillo y abultamientos
en las hojas, en plantas de C. amaranticolor se indujeron puntos cloréticos, mientras

que las plantas de C. quinoa, D. stramonium, C. pepo, C. sativus y L. nepetaefolia no

mostraron sintomas evidentes de virosis después de 30 dpi (cuadro 1).

Cuadro 1. Sintomas de plantas indicadoras y diferenciales inoculadas con savia de
jitomate con sintomas.

Especie Sintoma

L. esculentum var. Rio grande
L. esculentum var. Floradade

Amarillamiento y deformacion foliar
Amarillamiento y deformacion foliar
Amarillamiento, clorosis y deformacion foliar / Ligero

Physalis ixocarpa . .
mosaico verde amarillo

Capsicum annuum

Datura stramonium
Cucurbita pepo

Cucumis sativus

Leonotis nepetaefolia

N. tabacum var. xanthi

N. tabacum var. rustica

N. tabacum var. occidentalis
Chenopodium amaranticolor
C. quinoa

Amarillamiento y deformacion foliar
No mostré sintomas

No mostré sintomas

No mostré sintomas

No mostré sintomas

Moteado amarillo foliar
Deformacion y puntos cloréticos
Ligero moteado amarillo foliar
Puntos cloréticos

Puntos cloréticos
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Figura 2

Sintomas inducidos en plantas indicadoras inoculadas con savia infectiva de plantas de
jitomate. A) y B) Deformacién y amarillamiento foliar en L. esculentum var. Rio Grande y
P. ixocarpa respectivamente, C) Mosaico verde amarillo en P. ixocarpa, D)
Amarillamiento foliar en C. annuum, E) Moteado amarillo en N. tabacum var. xanthi, F)
Moteado amarillo ligero en N. tabacum var. occidentalis.
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Extraccion de RNA total

Se obtuvo el RNA total de las plantas de jitomate con sintomas de amarillamiento y
deformaciéon foliar colectadas en el campo asi como de las plantas indicadoras vy
diferenciales inoculadas y mantenidas en invernadero, la integridad y concentracion fue
verificada mediante separacion electroforética en geles desnaturalizantes de agarosa

(Figura 3).

A B C D E
Figura 3

RNA total de plantas de jitomate con sintomas y plantas indicadoras separado por
electroforesis en geles de agarosa (1%). Panel A y B RNA total de plantas de jitomate
variedad Rio Grande y Floradade con sintomas; C, P. ixocarpa sintomas severos; D, P.
ixocarpa sintomas ligeros; E, C. anuum; F, D. stramonium; G, N. tabacum variedad
rustica; H, N. tabacum var. xanthi; |, C. amaranticolor; J, C. quinoa; K, L. nepetaefolia 'y
L, C. sativus

Extraccion de RNA de doble cadena

A partir de las plantas enfermas colectadas en el campo, se extrajo el RNA de doble
cadena y se separd mediante corrimiento electroforético, el perfil de corrimiento reveld

una banda abundante de RNA de aproximadamente 5000 pares de bases y otras

bandas menos abundantes de menor tamano (1500, 650 y 500 pb) (Figura 4).
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Figura 4

~5000pb
4_

~1500pb
4_

~500pb
4—
“=700pb

Patron de corrimiento electroforético del RNA de doble cadena extraido de plantas de
jitomate con sintomas asociados a virosis.

Diseno de oligonicleétidos para amplificar fragmentos virales

Con base en alineamientos multiples de secuencias de Tobamovirus obtenidas del

banco de genes se disefiaron oligonucledétidos parcialmente degenerados. En el cuadro

2 se indican las secuencias nucleotidicas, se incluye la secuencia del iniciador disefiado

por Letschert et al., 2002 para diferenciar a ToMV y utilizado en este trabajo asi como el

reverso. En la Figura 5 se representa parte del genoma de un virus del género

Tobamovirus y se indican los sitios blanco y la direccidon en que amplificaria cada

oligonucledtido.

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleotidos empleados para amplificar por RT-PCR

fragmentos virales.

Nombre . Secuencia ™

TMV CP 5’ GCNYTNGGNAAYCARTTYCARACNCARCAR 52 °C
TMV CP 3’ NGCRTCNRNAGTYTCNGCNGTNGTNGGRTT 52 °C
ToMTMMP 5 ATGGCTCTAGTTGTTAAAGGWAARGTRAATAT 53 °C
ToMTM CP 3° TCTAAWACYGCATTGTACCTRTACACCTTA 53 °C
TToM CP 3’ AGWTGCAGGWSCAGAGGTCCAWACCAAMCCAG 53 °C
Letschert 5’ CGGAAGGCCTAAACCAAAAAG 53 °C
Letschert 3’ CTTTTTGGTTTAGGCCTTCCG 53 °C
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Figura 5

Fragmento del genoma de un Tobamovirus correspondiente a los genes de las
proteinas del movimiento y de la capside. Se indican los sitios blanco para los
oligonucledtidos y el tamafo del fragmento esperado.

38



RESULTADOS

Amplificaciéon de fragmentos virales
A partir del RNA de doble cadena se amplific6 por RT-PCR un fragmento de
aproximadamente 250 pb utilizando los oligonucleétidos TMV CP 5 y TMV CP 3

(Figura 6).

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 3 min 1
95°C 50 seg
52°C 40 seg 25
72°C 40 seg
72°C 5 min 1

Figura 6
Perfil electroforético de producto de RT-PCR de aproximadamente 250 pb, fragmento
TMV CP. Se muestran también las condiciones de amplificacién empleadas.

Esperando amplificar algun fragmento viral, se utilizé el RNA de doble cadena, con el
que se realizaron reacciones de RT-PCR empleando oligonucledtidos al azar
(5’NNNNNNNN), el perfil electroforético del producto de PCR muestra por lo menos
dos bandas, una con un peso de aproximadamente 200 pb y otra con aproximadamente

400 pb (Figura 7).
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Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 3 min 1
95°C 40 seg
37°C 40 seg 30
72°C 90 seg
72°C 5 min 1

Egtl:gi Zlectroforético de producto de RT-PCR a partir de RNAdc con oligonucledétidos al
azar. En el recuadro adjunto se indican las condiciones de amplificacion empleadas.

Como resultado de las reacciones de secuenciacion de los plasmidos portadores del
fragmento de aproximadamente 400 pb amplificado a partr de RNAdc con
oligonucledtidos al azar se obtuvo una secuencia de 464 nucledtidos, los cuales al
predecir la secuencia aminoacidica a partir de tres diferentes marcos de lectura,
presenta codones de paro, al llevar a cabo la comparaciéon heuristica de esta secuencia,
se encontraron los mayores valores de identidad (97%) y de expectativa (0.0) con una

secuencia del genoma del cloroplasto de Nicotiana tabacum y con valores de identidad

y expectativa menores con secuencias del genoma de cloroplasto de otras especies.
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Por otro lado, a partir del RNA total de plantas de jitomate enfermas se amplificé un
fragmento de aproximadamente 1000 pb utilizando los oligonucleétidos TOMTM MP 5’ y
ToMTM CP3’, las condiciones 6ptimas de amplificacion fueron determinadas utilizando

inicialmente un gradiente de temperatura (Figura 8).

Temperatura Tiempo Ciclos

95°C 3 min 1
~1000pb 95°C 50 seg
< 53°C 40 seg 25
72°C 80 seg
72°C 5 min 1

Figura 8

Producto de RT-PCR utilizando RNA total de plantas de jitomate enfermas y los
iniciadores ToMTM MP 5 y ToMTM CP 3’. Se indican también las condiciones
empleadas en la reaccion de amplificacion.
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Adicionalmente, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 350 pb a partir de RNA
total de plantas de jitomate con sintomas empleando los oligonucleétidos TMV CP 5’ y
TToM CP 3’ con el cual se completd la secuencia correspondiente al gen CP, el

producto final y las condiciones de amplificacion, se muestran en la Figura 9.

Temperatura Tiempo Ciclos

95°C 3 min 1
95°C 50 seg
~350pb
Pk 53°C 40seg 25
72°C 40 seg
72°C 5 min 1

Elr%lcjirl?c?o de RT-PCR a partir de RNA total de plantas de jitomate con sintomas
utilizando los oligos TMV CP 5"y TToM CP3’". Fragmento TToM CP. Se muestran en el
recuadro de la derecha las condiciones de amplificacion.

Dado que las evidencias bioldgicas dejaban abierta la posibilidad de la presencia de
mas de un tipo viral en las plantas de jitomate con sintomas, se realizaron reacciones
de amplificacion utilizando los oligonucledtido disefiado por Letschert et al., 2002 y el
TToM CP 3’ disefado en este trabajo, el perfil electroforético del producto de esta
reaccion se muestra en los carriles 1 y 2 de la Figura 10, se observan bandas de
aproximadamente 550 pb, otra con una concentracion menor de aproximadamente 350
pb, asi mismo se observan bandas probablemente no especificas con pesos

moleculares mayores y concentraciones menores; empleando el oligonucleétido

“Letschert et al., 2002 reverso” en combinacion con el ToMTM MP 5’, se logré amplificar
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un fragmento de aproximadamente 850 pares de bases, asi como otros cuyas
concentraciones son menores y probablemente correspondan a fragmentos no

especificos (Figura 9 carriles 3 y 4).

Temperatura Tiempo Ciclos

95°C 3 min 1
M 850pb
~ 550pb 95°C 50 Seg
- 3500, 53°C 40seg 20

72°C 40 seg
72°C 5 min 1

Figura 10

Producto de RT-PCR a partir de RNA total de plantas de jitomate con sintomas
empleando oligonucleotidos especificos para ToMV. Carriles 1 y 2 producto sintetizado
con Letschert 5 y TToM CP 3’, carriles 3 y 4 producto sintetizado con Letschert 3' y
ToMTM MP 5. En el cuadro de la derecha se indican las condiciones de amplificacién
empleadas.

Deteccion de TMV en plantas de jitomate e indicadoras mediante hibridaciéon en
punto con sonda radiactiva

Utilizando el RNA total de plantas de jitomate con sintomas asi como el de las plantas
indicadoras se realizaron ensayos de hibridacion tipo Dot-blot empleando como sonda
el fragmento TMV CP de aproximadamente 250 pares de bases, se detecto la infeccidon
viral por en las plantas de L. esculentum var. Floradade y Rio Grande, N. tabacum var.

rustica y xanthi, C. annuum, P. ixocarpa, las que ademas mostraron sintomas 15 dpi
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con savia infecciosa de jitomate, en el caso de las plantas de C. amaranticolor y L.

nepetaefolia, no se detecto al agente viral (Figura 11).

A B C D
% 8 &
: B & * 8
3 Es
4' L

Panel B

Panel A

Figura 11

En el panel A se muestra la deteccion de Tobamovirus en plantas de jitomate e
indicadoras mediante hibridacion radiactiva. Coordenadas 1y 2A L. esculentum (RG), 3
y 4A L. esculentum (FD), 1y 2B N. tabacum var. rustica, 1y 2C C. annuum, 3y 4C N.
tabacum var. xanthi, 1 y 2D Ph. ixocarpa con sintomas severos, 3 y 4D C.
amaranticolor, 1y 2E Ph. ixocarpa con sintomas ligeros, 3 y 4E L. nepetaefolia, 5B y 5C
controles negativos, 5D y 5E controles positivos productos de PCR TMV CP. En el
panel B se muestran los RNA utilizados en este ensayo en el orden previamente
descrito.

Analisis de las secuencias de los fragmentos virales obtenidos mediante RT-PCR
Los fragmentos obtenidos mediante amplificacion por RT-PCR fueron purificados y
ligados a vectores comerciales (pDRIVE de Quiagen y pCR 4-TOPO de In vitrogen),
con los que se transformaron células competentes para ser clonados; se obtuvo el DNA
plasmidico de cepas seleccionadas y se comprobd la presencia de los insertos

mediante electroforesis de los productos de la digestion con ECO RI de los plasmidos
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seleccionados. Los plasmidos recombinantes fueron sometidos al menos a dos
reacciones de secuenciacion utilizando los iniciadores universales directo y reverso de
los vectores. Las secuencias fueron comparadas con las depositadas en los bancos de
genes mediante el programa BLASTn. La secuenciacion del fragmento TMV CP esta
constituido por 232 nucléotidos cuya secuencia aminoacidica predicha esta constituida
por 77 residuos (Figura 12); la comparacion de estas secuencias con las depositadas
en las bases de datos mediante los programas BLASTn y BLASTp indica que este
fragmento corresponde a un fragmento del gen de la proteina de la capside de algun
miembro del género de los Tobamovirus, la secuencia presenta identidad de 98% y una
expectativa de 4e-113 con el aislamiento de TMV AY796190, sin embargo, los
programas reportan también identidad superiores al 80% con aislamientos de la especie

ToMV (cuadro 3).

CAATTTCAGACGCAGCAGGCTCGGACTGTCGTTCAACGACAGTTCAGTGAGGTGTGGAAA
o F O T O O A R T V V Q0 R Q F S E V W K

CCGTCACCCCAAGCCACTGTCAGGTTTCCTGCAAGTGACTTTAAGGTGTACAGGTACAAC
p s p O A T V R F P A S D F K V Y R Y N

GCAGTACTAGATCCTCTAGTTACTGCTTTGTTAGGAGCTTTCGATACTCGAAATAGAATA
AV L D P L V T A L L G A F D T R N R I

ATAGAAGTCGAAAATCAGGCGAATCCCACCACCGCCGAAACACTCGATGCCA
I £ V £E N QO A N P T T A E T L D A

Figura 12

Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del fragmento TMV CP, se obtuvo la
secuencia correspondiente a los seis marcos de lectura posibles, sélo se presenta la
que no presenta codones de paro.
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Cuadro 3. Reporte de la comparacion heuristica (BLASTn) de la secuencia de TMV CP
Mx, se indican los valores de expectativa e identidad con aislamientos virales
depositados en los Bancos de Genes.

Numero de Descripcion del aislamiento Identidad Valor E
acceso

AY796190 Tobacco mosaic virus capsid protein mRNA 98% 4e-113
AJ429098 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein strain Ohio V 94% 3e-86
V01409 Tobacco mosaic virus genome (variant 2) 86% 1e-42
AY555269  Tobacco mosaic virus coat protein mMRNA, complete cds 87% 1e-42
AY360447  Tobacco mosaic virus isolate Africa movement protein 86% 1e-42
AF395127  Tobacco mosaic virus isolate Fujian 86% 1e-42
AF493053  Tobacco mosaic virus from China nonfunctional coat protein 85% 2e-41
AJ429082 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein 85% 3e-40
AF318218  Tobacco mosaic virus isolate Potato4 85% 3e-40
D63809 Tabacco mosaic virus genomic RNA 86% 4e-39
AJ429081 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein 85% 7e-38
AF318216  Tobacco mosaic virus isolate Potato3-3 coat protein mRNA 85% 7e-38
V01406 TMV 3' end 84% 2e-35
AY686725  Tobacco mosaic virus strain Egypt nonfunctional coat protein 84% 4e-33
AF411922  Tomato mosaic virus coat protein (CP) mRNA 82% 5e-17
AF332868  Tomato mosaic virus isolate Queensland 87% 3e-15
AF103779  Tobacco mosaic virus strain TOM coat protein mRNA 87% 3e-15
298201 Tomato mosaic virus encoding coat protein 86% 8e-13
X02144 Tobacco mosaic virus tomato strain (L) genome 86% 8e-13
AJ132845 tomato mosaic virus 86% 8e-13
AJ011934  Tomato mosaic virus 86% 8e-13
AY313136  Tomato mosaic virus coat protein (CP) mRNA 86% 8e-13
AY383730 Tomato mosaic virus Lisianthus coat protein gene 86% 8e-13
AJ429083 Tomato mosaic virus cp gene for capsid protein 86% 8e-13
AF067239  Tomato mosaic virus strain IV724-2B1097 86% 8e-13
AF067236  Tomato mosaic virus strain TOMV-M coat protein 86% 8e-13
AF012917  Tobacco mosaic virus coat protein 86% 8e-13
AJ417701 Tomato mosaic virus camellia strain 84% 2e-10
AJ429086 Tomato mosaic virus cp gene for capsid protein 85% 3e-09
AJ429085 Tomato mosaic virus cp gene for capsid protein 85% 3e-09
AY956381  Tropical soda apple mosaic virus coat protein 83% 0.003

Para establecer con precision la naturaleza del patégeno, se disefiaron iniciadores que
delimitan una region mayor del genoma del posible Tobamovirus, el fragmento (MP)
obtenido fue clonado, la secuencia consta de 804 nucledtidos correspondiendo a 267
aminoacidos (Figura 13), en el cuadro 4 presenta los resultados de la comparacién
realizada con el programa BLASTn, este analisis indica que la secuencia MP del

aislamiento Tobamovirus Mx corresponde al gen de la proteina del movimiento de TMV
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con una identidad del 83% y una expectativa de 3e-148 a la variante de TMV con
numero de acceso X68110 aislado y caracterizado en Corea por Koh et al., (1992). En
este reporte se incluyen aislamientos del ToMV los cuales presentan una identidad de

alrededor del 80 al 82% y una expectativa de 4e-39 a 2e-22.

ATGGCTCTAGTCGTTAAAGGTAAGGTGAATATCAATGAGTTTATTGATTTGACCAAAACG
M A L V V K G K V N I N E F I DL T K T

GAGAAACTTTTACCGTCGATGTTTACTCCGGTCAAAAGTGTAATGTGTTCAAAGGTCGAC
E XK L. ..PpP S M F T P V K S V M C S K V D

AAGATAATGGTGCATGAAAATGAATCATTGTCTGAAGTCAACCTTCTTAAAGGTGTAAAG
K I M v H E N E S L S E V N L L K G V K

CTCATTGAAGGTGGATATGTTTGTCTAGCTGGTCTGGTAGTTACTGGTGAGTGGAATCTG
L T £ G G Yy v CcL A G L V V T G E W N L

CCCGACAATTGCAGAGGCGGTGTGAGCGTCTGTTTGGTGGATAAGAGGATGGAAAGGGCT
p D NCWRGGV S V C L V DK RME R A

GATGAAGCAACACTTGGATCCTACTATACTGCAGCAGCAAAGAAGAGATTCCAATTCAAG
b E A T L G S Y Y T A A A K K R F QO F K

GTTGTCCCTAACTATGCGATTACCACCCAGGACGCTATGAAGAATGTCTGGCAGGTCTTA
v v P N Y A I T T Q D A M K N V W O V L

GTCAATATCAGAAATGTTAGGATGTCTGCGGGTTTTTGTCCGCTTTCTTTGGAGTTTGTG
v N I R N V R M § A G F C P L S L E F V

TCTGTATGTATAGTTTATAAGAATAACATAAAATTAGGTTTGAGAGAGAAAATCACAAGT
s v ¢c I v Y K N N I K L G L R E K I T S

GTGAGAGACGGAGGGCCCATGGAACTTTCTGAAGAAGTTGTAGATGAGTTCATGGAAGAT
v R D G G P M E L S E E V V D E F M E D

GTACCTATGTCAATCAGACTTGCTAAGTTCAGATCTCGAAACGGGAAAAAGAGTGATGCC
v p M S I R L A XK F R S R N G K K S D A

CAAAAGGGAAAAGGTAATAATAATACTCGGTCGGTGCCGAACAGGAACCATAGAAATGGC
Q K 6 K G N NN T R S V P N R N H R N G

AGAAATTTTGAAGAGGTGGTTGAAAAGAATAATTTAATCGGAGATGATTCGGAGACTTCA
R N F E E V Vv E K N N L I G D D s E T S

GTCGCCGAGTCGGATTCGTTTTAA
v A E S D S F *

Figura 13
Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del fragmento de MP del probable
Tobamovirus Mx.
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Cuadro 4. Reporte de la comparacion heuristica (BLASTn) de la secuencia de TMV MP
Mx, se indican los valores de expectativa e identidad con aislamientos virales
depositados en los Bancos de Genes.

Numero Descripcion del aislamiento Identidad Valor E
de acceso
X68110 Tobacco mosaic virus, complete genome 83% 3e-148
D63809 Tabacco mosaic virus genomic RNA 85% 4e-147
V01407 Two tobacco mosaic virus genes 84% 4e-144
J02412 tobacco mosaic virus 30k protein gene 84% 4e-144
AF395127 Tobacco mosaic virus isolate Fujian 84% 6e-137
V01409 Tobacco mosaic virus genome (variant 2) 83% 3e-135
AJ308683 Tobacco mosaic virus MP gene for movement protein 83% 2e-130
AF273221 Tobacco mosaic virus 83% 2e-130
AJ011933 Tobacco mosaic virus 83% 5e-128
AJ509082 Tobacco mosaic virus MP pseudogene 84% 2e-127
AJ429098 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein strain Ohio V 94% 8e-93
AY360447 Tobacco mosaic virus isolate Africa movement protein 84% 4e-82
DQ173945 Tobacco mosaic virus isolate Sapopema movement protein gene 83% 4e-67
V01406 TMV 3'end 87% 1e-51
AJ132845 tomato mosaic virus 81% 4e-39
AF062519 Tobacco mosaic virus movement protein 81% 4e-39
AJ417701 Tomato mosaic virus camellia strain 82% 6e-38
AF332868 Tomato mosaic virus isolate Queensland 81% 2e-34
AB083196 Tomato mosaic virus genomic RNA 81% 2e-34
AF155507 Tobacco mosaic virus 81% 2e-34
D17458 Tobacco mosaic virus (TMV) RNA 81% 2e-34
AF042032 Tomato mosaic virus movement protein gene 80% 2e-22
AJ429081 Tobacco mosaic virus cp 92% 8e-19
AJ429082 Tobacco mosaic virus cp 90% 1e-17
AJ429079 Tobacco mosaic virus cp 83% 1e-17
AJ429078 Tobacco mosaic virus cp 84% 1e-14
AJ308228 Pepper Mild Mottle Virus 86% 3e-12
AB113117 Pepper mild mottle virus 85% 1e-11

Dado que las evidencias obtenidas hasta aqui no permiten discernir la especie a la cual
pertenece nuestro aislamiento, se procedio a la amplificacidén, secuenciacion y analisis
del fragmento que codifica para la proteina de la capside. De esta manera se obtuvo el
fragmento TToM CP el cual consta de 479 nucledtidos los cuales codifican 159 residuos
(Figura 14). El analisis con el software BLASTn de este fragmento reporté que presenta
identidad de 96% y una expectativa de 0.0 con la secuencia del aislamiento AJ429098
de TMV reportada por Letschert et al, (2002), indicando que este fragmento

corresponde al gen de la proteina de la capside del TMV, sin embargo, en este analisis
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el aislamiento Mx presenta también identidad con aislamientos de la especie ToMV

(cuadro 5).

ATGTCTTACACAATTACGACTCCATCTCAATTCGTGTTCTTGTCATCAGCATGGGCCGAT
M s y T 1 T T P S Q F V F L S S A W A D

CCAATAGAATTAATTAATTTATGTACTAATGCCTTAGGTAACCAGTTCCAAACGCAACAA
p I £E L I N L C T N A L G N QO F O T O Q

GCTCGGACTGTCGTTCAACGACAGTTCAGTGAGGTGTGGAAACCGTCACCCCAAGCCACT
A R T V V Q R Q F &S E V W K P S P QO A T

GTCAGGTTTCCTGCAAGTGACTTTAAGGTGTACAGGTACAACGCAGTACTAGATCCTCTA
vV R F P A S D F K V Y R Y N A V L D P L

GTTACTGCTTTGTTAGGAGCTTTCGATACTCGAAATAGAATAATAGAAGTCGAAAATCAG
v T A L L G A F D T R N R I I E V E N 0

GCGAACCCAGCAACCGCTGAAACGTTAGATGCTACTCGTAGAGTAGATGACGCAACAGTG
AN P A T A E T L D A T R R V D D A T V

GCAATAAGGAGCGCAATAAATAATTTAGTAGTAGAATTGATCAGAGGAACCGGTTCATAC
A I R S A I NN L V V E L I R G T G S Y

AATCAGAGCTCTTTCGAGAGCTCTTCTGGTTTGGTTTGGACCTCTGCTCCTGCATCTAA
N0 S s ¥ E S S S G L V. W T S A P A S *

Figura 14
Secuencia nucleotidica de aminoacidos del fragmento CP del Tobamovirus Mx.

Cuadro 5. Reporte de la comparacion heuristica (BLASTn) de la secuencia de TMV CP
Mx, se indican los valores de espectativa e identidad con aislamientos virales
depositados en los Bancos de Genes.

Numero de Descripcion del aislamiento Identidad Valor E
acceso

AJ429098 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein strain Ohio V 96% 0.0
AJ429080 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein 89% 4e-149
V01408 Tobacco mosaic virus genome 89% 9e-147
X68110 Tobacco mosaic virus, complete genome 89% 9e-147
AJ429078 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein 89% 9e-147
AF516913  Tobacco mosaic virus coat protein mMRNA 88% 2e-144
AJ429082 Tobacco mosaic virus cp gene for capsid protein 88% 5e-142
AF546184 Tobacco mosaic virus strain Flavum 88% 5e-142
X70882 Tobacco mosaic virus PM2 mRNA 89% 9e-141
AF318218 Tobacco mosaic virus isolate Potato4 88% 1e-139
AF493053 Tobacco mosaic virus from China nonfunctional 88% 8e-135
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V01406 TMV 3'end 87% 1e-127
X70885 Tobacco mosaic virus DT1G mRNA for capsid protein 86% 4e-121
AY140898  Tobacco mosaic virus coat protein gene 86% 7e-120
AF126505 Tobacco mosaic virus coat protein mRNA 87% 2e-116
781328 N.tabacum TVM viroid mRNA for viral envelope protein 91% 5e-59

AF411922  Tomato mosaic virus coat protein (CP) mRNA 82% 6e-43

AJ006991 Tobacco mosaic virus strain B RNA 90% 1e-41

AB083196  Tomato mosaic virus genomic RNA 79% 8e-27

AY383730  Tomato mosaic virus Lisianthus coat protein gene 78% 2e-24

AF332868  Tomato mosaic virus isolate Queensland 78% 2e-24
AF260730  Tomato mosaic virus potato1 coat protein mRNA 78% 2e-24
AF103777 Pepper mild mottle virus strain P1 coat protein mRNA 78% 2e-24
AJ417701 Tomato mosaic virus camellia strain 79% 5e-22
AJ132845 tomato mosaic virus 78% 5e-22
AY063743  Tomato mosaic virus coat protein mRNA 82% 3e-20
AF042031 Tomato mosaic virus coat protein gene 81% 7e-18
AJ429086 Tomato mosaic virus cp gene for capsid protein 80% 4e-13
AJ429084 Tomato mosaic virus cp gene for capsid protein 77% 2e-12

Analisis filogenético de las secuencias de los fragmentos del aislamiento
mexicano

Dado que la comparacién heuristica de los fragmentos no permite establecer la
identidad del virus asociado con el amarillamiento y deformacion foliar de las plantas de
jitomate se procedio a realizar un analisis filogenético utilizando modelos de distancia
genética y de maxima parsimonia. Las Figuras 15 y 16 presentan los arboles consenso
elaborados con el fragmento de 232 nucledtidos de la CP, en el analisis se incluyeron
ademas del Tobamovirus Mx 101 secuencias de diferentes especies del género. La
topologia de ambos arboles es basicamente la misma, los aislamientos son agrupados
en 8 clados, en el arbol elaborado con distancia y 9 en el de maxima parsimonia, en los
clados se agrupa a los representantes de cada especie, sin embargo es notorio que en
6 clados se agrupan aislamientos de distinta especie y resulta interesante que
aislamientos de TMV son los que con mayor frecuencia se intercalan en otros grupos

(Kgmm, Rm, Tom, Pemm y Pmm). El Tobamovirus Mx se agrupa en el clado Tm con 9
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secuencias de TMV (bootstrap de 99%) y con un aislamiento asignado como ToMV.
Este fragmento CP sugiere que de un ancestro de este grupo se deriva el clado Tom
(bootstrap de 97%) en el cual se incluyen ademas aislamientos asignados a TMV y a

Pemm.
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AJ429087pemm AF155507tm X552950r
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Figura 15

Arbol filogenético elaborado con maxima parsimonia con el fragmento de 232 pb del
gen CP de Tobamovirus incluyendo la correspondiente al aislamiento Tobamovirus Mx y
prueba estadistica de bootstrap con 1000 repeticiones.
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Figura 16

Arbol filogenético construido con el fragmento de 232 pb del gen CP de Tobamovirus
incluyendo la correspondiente al aislamiento Tobamovirus Mx con el modelo Hasegawa,
Kishino, y Yano (1985) con correccion Gamma y prueba estadistica bootstrap con 1000
repeticiones.
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En las Figuras 17 y 18 se presentan los arboles filogenéticos consenso elaborados
mediante modelos de maxima parsimonia y distancia genética con el fragmento MP
(804 nt), en este andlisis se incluyeron, ademas del aislamiento Mx, secuencias de
diferentes especies del género Tobamovirus. La topologia que muestran ambos arboles
es esencialmente la misma, los aislamientos se agrupan en 9 clados los cuales incluyen
a los representantes de cada especie, sin embargo, en el arbol construido con maxima
parsimonia 5 clados agrupan aislamientos de distinta especie, mientras que el arbol
elaborado con distancia genética 4 clados incluyen aislamientos extrafios. Los
aislamientos de TMV son los que con mayor frecuencia se intercalan en esos clados
(Spp, Rm, Tom, Cgmm y Kgmm), en ambos arboles consenso se distingue el clado
(Spp) que esta conformado por tres miembros de distintas especies. Por otro lado,
ambos arboles agrupan al Tobamovirus Mx, con un valor de bootstrap de 100%, en el
clado de la especie TMV. El analisis filogenéticos con este fragmento sugiere que de un
ancestro de este grupo se ha derivado el clado Tom (con miembros de la especie
ToMV) (bootstrap de 100%), en el cual interesantemente se incluyen aislamientos

asignados a TMV.

53



RESULTADOS

Clado Camm
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Figura 17
Arbol filogenético construido con el gen de la proteina del movimiento de Tobamovirus

incluyendo el fragmento MP de 804 pb del aislamiento Mx mediante maxima parsimonia
y la prueba estadistica de bootstrap con 1000 repeticiones.
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Figura 18

Arbol filogenético elaborado con el gen de la proteina del movimiento de distintos
aislamientos de tobamovirus y el fragmento MP de 804 pb del Tobamovirus Mx con el
modelo Hasegawa, Kishino, y Yano (1985) con correccion Gamma, prueba de
proporcién de sitios invariables y bootstrap con 1000 repeticiones.
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Las Figuras 19 y 20 presentan los arboles consenso elaborados mediante modelos de
distancia genética y maxima parsimonia con el fragmento de 479 nt que pertenece al
gen que codifica para CP, de acuerdo con la comparacién heuristica, de algunos
miembros del grupo Tobamovirus, en este anadlisis se incluyeron secuencias de
diferentes especies del género que han sido caracterizados en distintas partes del
mundo y depositadas en el GenBank con el nimero de acceso que se muestra en los
nodos terminales. En ambos arboles la topologia es similar, los aislamientos son
agrupados en 9 clados, en los que se agrupan representantes de cada especie, no
obstante, es notorio que en el arbol construido con distancia genética 7 clados agrupan
aislamientos de distinta especie mientras que en el arbol con maxima parsimonia solo 6
clados agrupan aislamientos de diferente especie. Interesantemente, en ambos arboles
son aislamientos de TMV los que con mayor frecuencia se alternan en clados distintos
(Tom, Pmm, Rm, Pemm, Cgmm y Kgmm). Particularmente, el Tobamovirus Mx fue
agrupado en ambos arboles (clado TMV con valores bootstrap superiores al 90%) junto
con 9 aislamientos designados como TMV e incluyen a un aislamiento designado como
ToMV. Como en los casos anteriores, los arboles filogenéticos sugieren que el clado
Tom (miembros de la especie ToMV), se pudo haber derivado de un ancestro comun

con el grupo TMV en el cual se incluyen los aislamientos asignados a TMV.
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Figura 19
Arbol filogenético elaborado con el fragmento CP de 479 nt del Tobamovirus Mx vy el
gen de la proteina capside de diferentes aislamientos de tobamovirus con el modelo

Hasegawa, Kishino, y Yano (1985) con correccion gamma y prueba de bootstrap con
1000 repeticiones.
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Politomia 1 — AY57129001 |AB083196tom
L35073tm Politoma 2 U89894or | [NC 002692tom
AF103778pemm AY 859497pemm AJ4290930r| |AF155507tm
AB1 19482perrm AJ429087perm1 AY 3763940 AF332868tom
AB084456pemm AB062054perm | [xr03384801 |[298201t0m
AY632863pemm AF525080pemm AF51560601 |AJ310339tm
AJ429088pemm AB000709pemm AY36040701 |AF042031tom
Figura 20

Arbol filogenético sin raiz construido con la secuencia de 479 nt del Tobamovirus Mx y
el gen de la proteina capside de distintos aislamientos de tobamovirus mediante
maxima parsimonia y prueba estadistica bootstrap con 1000 repeticiones.
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Analisis de restriccion in silico con secuencias de genes de la proteina del
movimiento y de la capside de TMV y ToMV

A partir de alineamientos multiples (ClustalX) se obtuvo la secuencia consenso de los
genes de la proteina del movimiento y de la capside de TMV y ToMV, ademas las
correspondientes del aislamiento Mx, estas secuencias se sometieron a un analisis de
restriccion in silico utilizando el software DNAman (www.lynnon.com/pc/framepc.html),
se probaron 117 enzimas, el cuadro 6 presenta los resultados donde se consideraron
solo fragmentos con tamafios mayores a 120 nt y las enzimas diferenciales para cada
secuencia. En el caso de TMV, 20 enzimas cortan la secuencia, mientras que en el
caso de ToMV 15. En el caso del Tobamovirus Mx se han encontrado sitios para 20
enzimas, una de ellas (Eco57 I) con tres sitios de corte y que segun los patrones de
restriccidn el primero de estos sitios también esta presente en ToMV mientras que los
dos sitios restantes son especificos para este aislamiento. Interesantemente este
analisis muestra una serie de enzimas para las que hay secuencias blanco tanto en el
aislamiento ToMV y el Tobamovirus Mx, generando fragmentos de tamafio menor a 120

pb por lo que esos sitios no se presentan en los mapas de restriccion.
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Cuadro 6. Analisis de restriccion de los genes MP y CP de TMV, ToMV y el
Tobamovirus Mx, solamente se muestran datos relativos a las enzimas que permitirian
diferenciar a los virus y que producirian fragmentos mayores de 120 pb.

AatII
AclI
AhallT
AIwNI
Apal
Asull
BamHI
BglI
BgllIT
BsmI
BspHI
Bspl4071I
BspMI
BstD1021I
BstEII
BstXI
Bsu361
Clal
Csp451
Cvnl
Dral
DrdI
Ecob571I
HindIII
Mfel
NdelI
PacI
PstI
Pvull
Scal
Saul
Stul
Vspl
XmnT

ToMV
502 / 767
398 / 871
355 / 914

_N P_
628 / 641

393 / 876
400 / 869
296 / 973
378 / 891
_N P_
628 / 641
_N P_
355 / 914
_N P_
172 / 1097
404 / 865
_N P_
164 / 1105
_N P_

_N P_
572 / 697
_N P_
312 / 957

Aislamiento Mx

173

483 / 802
557 / 728
_N P_
316 / 969
_N P_
631 / 654
_N P_
_N P_
402 / 883
382 / 903
570 / 715
396 / 889
_N P_
_N P_
396 / 889
483 / 802
_N P_

/ 524 / 590 / 761

246 / 1039
405 / 880
333 / 952
249 / 1033
396 / 889
_N P_
409 / 876
346 / 939

TMV
_N P_
_N P_

484 / 744 / 805

334 / 955
557 / 732
_N P_

_N P_
304 / 985
_N P_
203 / 1068
132 / 1157

387 / 902
528 / 761
_N P_
387 / 902

744 / 805 / 484

242 / 1047

178 / 1111

246 / 1043

406 / 883
_N P_

_N P_
387 / 902
_N P_
406 / 883
_N P_
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DISCUSION

El analisis biologico sugiere que el agente causal de la deformacioén y amarillamiento
foliar del jitomate corresponde con algun miembro del género Tobamovirus segun las
descripciones de los sintomas generados por este grupo en diversas especies
vegetales (Brunt et al.,, 1996), no obstante, los dafios causados en plantas de jitomate
por el aislamiento Mx son cualitativamente de mayor magnitud y severidad, lo cual
podria ser explicado a través de las variaciones genéticas del aislamiento mexicano, a
las condiciones ambientales o bien a las variaciones genéticas de los huéspedes
utilizados en el ensayo (Mathews, 1991; Chen et al., 1996); se han reportado mutantes
de TMV que presentan sustituciones en la posiciéon 19 de la CP (acido aspartico a
valina) y generan sintomas severos (mosaico amarillo) en plantas de tabaco, por otro
lado mutantes en la poscicién 138 (serina a fenilalanina) de la misma proteina atenuan
los sintomas comunes y provocan mosaico verde ligero (Banerjee et al., 1995; Garcia-
Arenal et al., 1984). El aislamiento Mx genera sintomas severos en N. tabacum por lo
que seria probable portador de la sustitucion 19, sin embargo la secuencia de
aminoacidos deducida indica que el marco de lectura, aparentemente, se ha
desplazado una posicion por lo que en la posicion 20 el Tobamovirus Mx presenta acido
aspartico, ademas en la posicion 139 (correspondiente a la 138 del mutante reportado
por Banerjee et al., 1995), el Tobamovirus Mx presenta serina tal como los aislamientos
no virulentos. Los residuos 20 y 139 del Tobamovirus Mx son comunes en la mayoria
de los aislamientos reportados y depositados en los bancos de genes. De tal manera
que es probable que los sintomas severos inducidos por Tobamovirus Mx sea
ocasionado por una mezcla de virus mas que por alteraciones en su genoma, asi podria

explicarse los sintomas alternos inducidos en las plantas de Physalis ixocarpa.
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El analisis electroforético de las formas replicativas virales, dado el patréon de
corrimiento que presentd el RNAdc extraido de plantas de jitomate enfermas,
permitieron determinar que este aislamiento o la mezcla viral corresponde con uno o
varios virus monopartita (probablemente uno o varios miembros del género
Tobamovirus) y que las bandas de menor longitud pueden corresponder a fragmentos
subgendmicos virales (p.e. CP), o a material genético derivado del huésped que
probablemente esta interviniendo en procesos celulares, esta posibilidad parece ser
apoyada por la secuenciacion del fragmento de 400pb obtenido mediante reacciones de
RT-PCR con el RNAdc de las plantas de jitomate enfermas y oligonucleétidos al azar ya
que como han mostrado los resultados de la comparacion heuristica, presenta valores
de identidad y de expectativa con secuencias del genoma de cloroplasto de N tabacum.
Como se menciono, las diferencias en la sintomatologia de P. ixocarpa nos conducen a
considerar la posibilidad de la presencia de mas de un virus, por otro lado, el analisis de
las formas replicativas por si mismas tampoco permiten distinguir si estamos tratando
con infecciones simples o con complejos virales, para discernir esta posibilidad se utilizé
una sonda genética correspondiente a un fragmento de 230 pb del gen CP de TMV
obtenida a partir de infecciones virales en malezas de México (Piedra-lbarra et al.,
2005). Los resultados de los ensayos de hibridacién en punto sugirieron la presencia
del mismo aislamiento viral en todas las plantas (inclusive P. ixocarpa con mosaico
verde amarillo ligero y P. ixocarpa con amarillamiento clorosis y deformacién foliar
severa), sin embargo, la comparacion heuristica de la secuencia del fragmento 230 pb
indica que presenta identidad con secuencias de aislamientos de TMV y ToMV de tal

manera que no podriamos distinguir, al menos, entre estas dos especies.
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La incapacidad de resolver la presencia de uno o varios tipos virales por estos medios
plante6é la necesidad de establecer si el fragmento de 232 pb permite agrupar de
manera contundente la especie de los aislamientos agrupados en el género
Tobamovirus, con esa intencion se realiz6 el analisis filogenético con ese fragmento, los
resultados, como se ha mostrado, indican que los aislamientos constituyen clados en
los que se agrupa preferentemente a miembros de una especie, no obstante, existen
clados que agrupan aislamientos de diferente especies, lo que indicaria que este
fragmento no permite establecer la identidad del virus, que es necesario ampliar el
fragmento del marcador o que existen aislamientos que han sido asignados
especificamente de manera errénea. Estas consideraciones condujeron a disenar
iniciadores que permitieran amplificar otras regiones del genoma del Tobamovirus y asi
aumentar secuencialmente los sitios informativos hasta lograr un fragmento que a
través del analisis filogenético, esclareciera las relaciones entre las diversas variantes
de las especies. De esa manera, se realizaron analisis filogenéticos con las secuencias
de los genes de las proteinas del movimiento y de la capside utilizando modelos de
distancia genética y maxima parsimonia, los resultados sugieren en ambos casos,
relaciones evolutivas semejantes; resultados equivalentes aunque con distintos
aislamientos virales han sido obtenidos por otros autores (Lartey et al., 1996; Arriaga-
Canon, 2005). Los diferentes analisis filogenéticos basados en MP y CP ubican al
Tobamovirus Mx en el clado TM, por otro lado, aislamientos asignados a esta especie
se ubican frecuentemente en el clado ToM e inclusive en clados formados por especies
mas alejados filogenéticamente de la especie de TMV, otros autores basados en
resultados semejantes consideran que esos aislamientos pudieran representar a los

ancestros de estas especies que han adquirido historias evolutivas separadas y ocupan
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diferentes nichos ecoldgicos (Gibbs, 1999), sin embargo pudieran consistir de
aislamientos cuya asignacion especifica se realizd sin un analisis detallado de la
secuencia nucleotidica. Este analisis confirma que el amarillamiento y deformacion
foliar del jitomate esta asociado a infecciones en las que participa el Virus del Mosaico
del Tabaco; por otro lado, el analisis molecular en el que se utilizan iniciadores
especificos (Letschert et al., 2002) sugieren, la presencia de una variante de ToMV,
especie que esta estrechamente relacionado con el TMV (Gibbs et al., 2004). La
especie ToMV es miembro del género Tobamovirus, la informacion genética esta
contenida en un segmento cromosémico de tamafio similar al de TMV, ademas el rango
de huéspedes de ambas especies es semejante (Brunt et al., 1996). Estas similitudes
dificultan su aislamiento mediante huéspedes artificiales y su caracterizacion por
métodos moleculares convencionales, por lo cual algunos autores han sugerido la
utilizacibn de inmunodeteccidn con anticuerpos monoclonales o bien mediante
iniciadores diferenciales especificos (Letschert et al.,, 2002). La dificultad para distinguir
entre estas especies genera asignaciones equivocadas y ha provocado que sindromes
en plantas cultivadas sean asociadas a TMV y ToMV, esta mezcla viral explicaria los
resultados de los ensayos de inoculacion mecanica, puesto que ambos aislamientos
generan sintomas semejantes en las especies analizadas, también explica los sintomas
obtenidos en P. ixocarpa, adicionalmente la sonda 230 pb hibrida con ambos
aislamientos y la forma replicativa posee una longitud semejante.

Los resultados de este trabajo evidencian la necesidad de utilizar diversas estrategias
para establecer con claridad la identidad de los virus, particularmente cuando son

miembros de especies filogenéticamente emparentadas y muestra que es necesario
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evaluar la capacidad de ciertos marcadores moleculares asi como de distintos modelos
para informar de sus relaciones evolutivas.

Finalmente, se analiz6 el patron de restriccion in silico con la finalidad de aportar una
alternativa para discernir entre miembros de TMV y ToMV, los resultados sugieren Stu |
y Eco 571, entre otras enzimas, puede generar patrones de corrimiento electroforético
diferenciales, sin embargo la secuencia de TMV Mx sugiere que la variacién genética
entre los miembros de esta especie puede provocar asignaciones erroneas incluso con

este analisis.
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CONCLUSIONES

Las evidencias de este estudio permiten asociar a un aislamiento de TMV con el
sintoma de deformacién y amarillamiento foliar de jitomate actuando en mezcla con otro
Tobamovirus (ToMV).

Por otro lado este trabajo refleja la necesidad de utilizar diversas estrategias
metodoldgicas a fin de establecer con claridad la identidad de los virus que actuan en
mezclas, sobre todo cuando estos son miembros de especies estrechamente
relacionadas.

En andlisis filogenético se ha establecido como una herramienta importante para
discernir la naturaleza de los virus y las relaciones evolutivas, sin embargo en este
trabajo se establece que es necesario evaluar la capacidad informativa de los
marcadores moleculares asi como la de distintos modelos para realizar inferencias

evolutivas.
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