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RESUMEN 

 

El éxito que tienen los virus para colonizar a su hospedero se debe a las 

interacciones entre proteínas virales y de la planta. Entre estas se ha encontrado 

que la familia de factores de inicio de la traducción eIF4E juega un papel 

importante durante la infección por miembros de la familia Potyviridae. En 

Arabidopsis thaliana la presencia de eIF(iso)4E es necesaria para la 

susceptibilidad a los virus del mosaico de la lechuga (LMV), del mosaico del nabo 

(TuMV) y del jaspeado de tabaco (TEV). Adicionalmente, se ha encontrado que en 

el ecotipo Col-0 de A. thaliana la diseminación sistémica de los virus TEV, LMV y 

el virus de la enfermedad del ciruelo (PPV) es restringida por un mecanismo 

llamado RTM (por sus siglas en inglés Restriction of TEV Movement). 

En este trabajo se describe un aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS) capaz 

de sobrepasar el mecanismo de resistencia RTM de A. thaliana Col-0, permitiendo 

su diseminación sistémica solo en presencia de eIF(iso)4E. Para poder explicar la 

función de eIF(iso)4E durante la infección por TEV-TAMPS, se cuantificaron los 

niveles de RNA viral acumulado en hojas locales y sistémicas, la síntesis de RNA 

viral antisentido como intermediario de la replicación y los niveles de RNA viral en 

fracciones polisomales como una aproximación a la traducción del genoma viral en 

plantas silvestres y mutantes de eIF(iso)4E. Los datos experimentales indican que 

la ausencia o sobreexpresión de eIF(iso)4E no afectan la traducción y replicación 

de TEV-TAMPS; sin embargo, la diseminación sistémica fue abatida en plantas 

mutantes nulas de eIF(iso)4E. Finalmente, en experimentos de co-

inmunoprecipitación se encontró a la proteína unida al genoma viral (VPg) 

asociada con eIF4E y eIF(iso)4E, mientras que la proteína de cápside (CP) solo 

estaba en complejo con eIF(iso)4E. CP y VPg son necesarias para la diseminación 

de TEV, por lo que se propone que la interacción de eIF(iso)4E con dichas 

proteínas podría facilitar el movimiento sistémico de TEV-TAMPS en A. thaliana 

ecotipo Col-0. 
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ABSTRACT 

 

The successful host colonization by virus is due to interactions between viral 

proteins and plant factors. Among the latter, the family of translation initiation 

factors eIF4E plays an important role during viral infection by the Potyviridae family 

members. In Arabidopsis thaliana eIF(iso)4E is required for susceptibility to Lettuce 

mosaic virus (LMV), Turnip mosaic virus (TuMV) and tobacco etch virus (TEV). 

Moreover it has been found that in A. thaliana wild type Col-0 ecotype there is a 

system to control the systemic spread of TEV, LMV and Plum Pox virus (PPV), 

named RTM by Restriction of TEV Movement. 

In this work we describe a mexican TEV isolate (TEV-TAMPS) able to overcome 

the RTM mechanism in A. thaliana Col-0 ecotype, allowing the systemic spread of 

the virus only in the presence of eIF(iso)4E factor. To explain eIF(iso)4E function 

during TE-TAMPS infection, the levels of viral RNA were quantified in local and 

systemic leaves, as well as  an antisense viral RNA as an intermediate of viral 

replication, and the sense RNA levels in polysomal fractions as translation activity 

approximation in wild type and eIF(iso)4E mutant plants. The experimental data 

indicate that neither the absence or the overexpresion of eIF(iso)4E affect the viral 

translation and replication, yet the systemic spread of TEV-TAMPS is dejected in 

eIF(iso)4E null mutant plants. Finally in co-immunopresipitation experiments the 

viral genome linked protein (VPg) was found to associate with both eIF4E and 

eIF(iso)4E factors, whereas the capsid protein (CP) was found to make a complex 

only with eIF(iso)4E. Since both, CP and VPg are needed for TEV systemic 

spread, it is proposed that the interaction of eIF(iso)4E with these proteins 

facilitates the systemic movement of TEV-TAMPS in A. thaliana ecotype Col-0. 
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Función del factor de inicio de la traducción eIF(iso)4E en el movimiento del 

Virus del Jaspeado del Tabaco (TEV). 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 

El éxito que tienen los virus de plantas para colonizar a un hospedero se debe a 

las interacciones que se llevan a cabo entre proteínas del hospedero y proteínas 

provenientes del virus desde el establecimiento de la infección hasta su 

diseminación sistémica por toda la planta (Ventelon-Debout, Delalande et al. 2004, 

Serva y Nagy 2006, Roudet-Tavert, Michon et al. 2007). 

 

La dispersión sistémica viral puede ocurrir en diferentes estadios de la infección 

(Taliansky, Torrance et al. 2008), por lo que las estrategias de movimiento viral 

involucran el tránsito a través de muchos tipos celulares y tejidos (Carrington, 

Kasschau et al. 1996). Se ha sugerido que este proceso es mediado por proteínas 

virales específicas denominadas proteínas del movimiento (MPs). Dichas 

proteínas interactúan con el genoma viral o partículas virales ensambladas para 

facilitar el movimiento viral (Carrington y Whitham 1998). Inicialmente, los virus en 

forma de viriones o como complejos de proteínas y ácidos nucleicos son movidos 

desde los sitios de infección temprana hacia los plasmodesmos (canales que 

atraviesan la pared celular y permiten la comunicación simplástica entre células 

adyacentes). De éste modo, el virus llega a las células del floema y puede ser 

transportado a otros tejidos. Rutas similares son empleadas por las plantas 

hospederas para llevar a cabo el tráfico intercelular de macromoléculas, lo que ha 

sugerido que los virus como oportunistas, utilizan los sistemas de transporte del 

hospedero para su movimiento y posterior dispersión en la planta (Heinlein 2002, 

Hofmann, Sambade et al. 2007, Taliansky, Torrance et al. 2008, Harries y Ding 

2011, Niehl y Heinlein 2011). 

 

Un gran número de investigaciones han identificado diversos genes involucrados 

en la resistencia contra virus de RNA. Algunos actúan de manera dominante 

mediante la inducción de una barrera basal para uno o más estadios de la 

infección viral. Ejemplo de estos genes son las proteínas RTM (por restricción del 

movimiento sistémico de TEV) encontrados en A. thaliana silvestre ecotipo Col-0. 

De éstas proteínas se han identificado tres conocidas como RTM1 (una cadena α 

de una jacalina, involucrada en el plegamiento de proteínas), RTM2 (ésta posee 
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un dominio amino terminal parecido a una proteína de choque térmico) y RTM3 

(pertenece a una familia no descrita de 29 miembros caracterizada por un N-

terminal con dominio de meprina y homólogo a TRAF y en la parte C-terminal un 

dominio Coiled-coil). Aunque no se conoce el mecanismo, éstas proteínas limitan 

el movimiento sistémico de TEV restringiéndolo solo a la hoja infectada (Mahajan, 

Chisholm et al. 1998, Chisholm, Mahajan et al. 2000, Whitham, Anderberg et al. 

2000, Chisholm, Parra et al. 2001, Cosson, Sofer et al. 2010).  

 

Otro tipo de resistencia es la de tipo recesiva la cual es generada por mutaciones 

puntuales o polimorfismos en proteínas de la planta hospedera repercutiendo en la 

pérdida de interacción con elementos virales, ejemplo de esto es la resistencia 

mediada por factores del inicio de la traducción miembros de la familia eIF4E 

(Robaglia y Caranta 2006, Nicaise, Gallois et al. 2007, Hwang, Li et al. 2009, Carr, 

Lewsey et al. 2010, Piron, Nicolai et al. 2010, Ashby, Stevenson et al. 2011). 

 

Los miembros de la familia eIF4E se caracterizan por su capacidad de 

interaccionar con el cap de los mRNA eucariontes. A diferencia de los mRNA 

celulares, los genomas de virus de RNA pueden presentar varias modificaciones 

en sus extremos 5’ o 3’. En el caso de los Potyvirus su genoma está constituido 

por RNA de cadena sencilla positiva quien en vez de cap, tiene unida 

covalentemente en el extremo 5’ a la proteína VPg de origen viral (Carrington y 

Freed 1990).  

 

Una mutante nula para eIF(iso)4E en A. thaliana ecotipo Col-0 mostró resistencia 

a los Potyvirus, virus del mosaico del nabo (TuMV) y virus del mosaico de la 

lechuga (LMV), pero fue susceptible al virus del anillo negro de tomate (TBRV) y al 

virus del mosaico del pepino (CMV) pertenecientes a géneros distintos (Duprat, 

Caranta et al. 2002). Curiosamente, esta mutante mostraba mayores niveles de 

expresión de eIF4E, lo cual sugirió que virus diferentes podrían utilizar de manera 

preferencial distintas isoformas de eIF4E durante su ciclo de infección en este 

hospedero. Trabajos realizados con diferentes plantas como hospederos de 

distintos virus han revelado que efectivamente existe una especificidad entre virus-

isoforma eIF4E-hospedero (Robaglia, 2006; Wang & Krishnaswamy, 2012). 

 

Por otra parte en estudios realizados in vitro se ha observado que eIF4E y 

eIF(iso)4E son capaces de interaccionar con la proteína VPg de Potyvirus, siendo 
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esta interacción un elemento crítico durante la infección viral (Leonard, Plante et 

al. 2000), por lo que se han sugerido los siguientes mecanismos durante la 

infección por Potyvirus: (1) participando en la traducción del genoma viral; (2) 

protegiendo el genoma viral contra la degradación; (3) facilitando la movilización 

del virus dentro del hospedero; (4) participando en un mecanismo de inhibición de 

la traducción de mRNAs celulares; (5) contrarrestando el mecanismo de defensa 

que la planta establece mediante silenciamiento por RNAi. Mientras que los 

primeros tres mecanismos fueron sugeridos por Lellis et al, (2002), la inhibición de 

la traducción celular se apoya por los trabajos de Eskelin et al. (2011) y Khan et al. 

(2008), y el quinto mecanismo fue sugerido recientemente por Wang y 

Krishnaswamy (2012). Datos del laboratorio no publicados han evidenciado que la 

ausencia de eIF(iso)4E en A. thaliana afecta la dispersión sistémica de un aislado 

mexicano de TEV; aunque no se ha estudiado a nivel molecular la función de este 

factor en el ciclo de infección viral. 

 

En este trabajo se obtuvo la secuencia del genoma de un aislamiento de TEV 

proveniente del estado de Tamaulipas (TEV-TAMPS), capaz de sobrepasar la 

resistencia RTM de A. thaliana Col-0. Análisis filogenéticos realizados con las 

secuencias VPg y CP revelaron divergencia entre aislamientos que son afectados 

por el mecanismo de defensa RTM y TEV-TAMPS. Dado que VPg y CP son 

proteínas involucradas en el movimiento viral, cambios en algunos aminoácidos en 

las regiones central y N-terminal respectivamente podrían ser responsables de la 

capacidad de TEV-TAMPS para sobrepasar este mecanismo de resistencia. Por 

otra parte, se observó, que eIF(iso)4E es dispensable para la replicación y 

traducción viral en A. thaliana, pero no para el movimiento sistémico de TEV-

TAMPS. Además, mediante experimentos de co-inmunoprecipitación se encontró 

que eIF(iso)4E se asocia in vivo con proteínas virales importantes para el 

movimiento local y sistémico como son CP y NIa (precursor de VPg), apoyando la 

hipótesis de que este factor juega un papel en el transporte del RNA viral en el 

sistema A. thaliana-TEV. 
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2. ANTECEDENTES 

 

Los síntomas de las infecciones virales tales como desarrollo anormal, clorosis y 

necrosis, además de alteraciones fisiológicas como decremento en la fotosíntesis, 

incremento en la respiración, acumulación de compuestos nitrogenados e 

incremento en procesos oxidativos son el resultado de las interacciones que 

promueven la propagación viral (Culver y Padmanabhan 2007), en los siguientes 

párrafos se describen algunos mecanismos que emplean los virus para 

propagarse a través del hospedero así como estrategias que éstos han 

desarrollado para contrarrestar el proceso de infección viral. 

 
2.1 Mecanismos de propagación viral en plantas. 

 

Los virus de plantas se propagan desde las células inicialmente infectadas hacia el 

resto de la planta (Taliansky, Torrance et al. 2008). La infección viral sistémica es 

usualmente limitada a ciertas especies hospederas. Por otro lado algunos 

hospederos pueden restringir al virus a la hoja inoculada o bien a las células 

inicialmente inoculadas y en algunos casos, donde la infección sistémica tiene 

éxito, el virus puede no ser capaz de infectar todos los tejidos. Descrito de una 

manera breve, una vez que un virus ha entrado en una célula, con ayuda de las 

MPs éste es diseminado de una célula a otra a través de los plasmodesmos para 

crear un foco de infección local hasta alcanzar los tejidos de la vasculatura por los 

cuales es cargado a tejidos distales de manera similar como lo hacen los 

fotoasimilatos (Figura 1) (Niehl y Heinlein 2011). 
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Figura 1. Esquema que representa un corte longitudinal de una hoja. Las flechas 
indican el flujo de moléculas para su carga al floema pasando por distintos tipos 
celulares comunicados por plasmodesmos (tomado de Lucas y Wolf, 1993). 
 

 

2.1.1 Movimiento viral de célula a célula. 

 

En plantas existen dos rutas de transporte intercelular de moléculas: la ruta 

apoplástica que comunica mediante interacciones receptor-ligando, y la ruta 

simplástica que permite el intercambio directo de macromoléculas intercelular a 

través de los plasmodesmos (Heinlein y Epel 2004, Boller 2005). 

 

Los plasmodesmos son canales membranosos que permiten la conexión de 

células adyacentes estableciendo una dinámica de rutas de entrega de nutrientes 

y moléculas mensajeras tales como hormonas, proteínas reguladoras y RNAs 

(Cilia y Jackson 2004, Kim 2005, Lucas, Ham et al. 2009). Estos canales se 

forman durante la citocinesis cuando una parte del retículo endoplásmico queda 

atrapado en el desarrollo del fragmoplasto. El retículo endoplásmico forma un 

canal membranoso axial central conocido como desmotúbulo (Figura 2). El 

pequeño espacio entre la membrana plasmática y el desmotúbulo es una conexión 

citoplasmática la cual se ha visto interrumpida por cuerpos proteicos para formar 

una red de microcanales. Algunas moléculas pequeñas pueden ser transportadas 

por difusión. El dominio de pared celular que rodea al plasmodesmo es también 
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característico, habiendo depósitos de calosa cerca de la abertura del cuello y de 

las áreas ricas en pectina en la región central (Figura 2). Los plasmodesmos están 

presentes en las interfaces de todas las células simplasticamente conectadas, sin 

embargo, son modificados estructural y funcionalmente durante el desarrollo para 

crear dominios simplásticos específicos afectando la conductividad del 

plasmodesmo (Oparka y Turgeon 1999, Lucas y Lee 2004). 

 

Figura 2. Esquema de un plasmodesmo simple que muestra la organización 
general y propuesta de la localización de algunas proteínas que se han 
encontrado asociadas a ésta estructura (Tomado de Benitez-Alfonso, 2010). 
 

Se han encontrado un gran número de proteínas localizadas en el plasmodesmo, 

de las cuales no se ha discernido si están asociadas al mismo de manera 

transitoria o indirecta. Considerando una función análoga al complejo del poro 

nuclear, se ha especulado que podría haber decenas o centenares de proteínas 

asociadas a la estructura y función del plasmodesmo. Referencias experimentales 

dan evidencia de componentes del citoesqueleto asociados directamente a ésta 

estructura por ejemplo: actina, miosina VIII, centrina y tropomiosina (Faulkner, 
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Blackman et al. 2009), una familia de proteínas parecidas a receptores (PDLP1-8) 

(Thomas, Bayer et al. 2008), la β-1,3-glucanasa, una familia de proteínas de unión 

a calosa (PDCB) (Simpson, Thomas et al. 2009), un polipéptido de glicosidación 

reversible asociado al aparato de Golgi y plasmodesmo (RGP2), remorinas 

asociadas a balsas lipídicas (Raffaele, Bayer et al. 2009) y calreticulina asociada a 

retículo endoplásmico (Maule 2008). 

 

La regulación del flujo molecular a través del plasmodesmo y los roles de sus 

componentes permanecen sin esclarecer, sin embargo muchos esfuerzos han sido 

enfocados en el estudio de los mecanismos de cierre físico de la apertura del 

plasmodesmo por deposición de calosa en la parte cercana a la pared. En este 

mecanismo, se ha planteado que la actina está posiblemente rodeando al 

desmotúbulo, causando tensión y contrayendo la estructura del plasmodesmo 

para controlar el flujo molecular y así afectar el límite del tamaño de exclusión del 

plasmodesmo (Ding, Kwon et al. 1996, Benitez-Alfonso, Faulkner et al. 2010, Su, 

Liu et al. 2010, Zavaliev, Ueki et al. 2011). 

 

Mientras que en tejidos demanda el plasmodesmo tiene una simple estructura 

primaria y un límite de exclusión bastante grande permitiendo la libre difusión de 

macromoléculas, por ejemplo la proteína verde fluorescente (GFP), los 

plasmodesmos en tejidos fuente tienen una compleja estructura secundaria 

ramificada y un límite de tamaño de exclusión restringido (Oparka, Roberts et al. 

1999). 

 

El tráfico a través del plasmodesmo puede ser clasificado en dos tipos: no dirigido 

y dirigido. El primero ha sido demostrado para pequeñas proteínas citoplasmáticas 

las cuales se pueden mover entre células por simple difusión dependiendo de su 

abundancia y peso molecular. Un ejemplo de éste tipo de tráfico es el de la 

proteína LEAFY (LFY) en A. thaliana la cual ha sido reportada capaz de moverse 

entre células adyacentes con el fin de activar genes homeóticos (Sessions, 

Yanofsky et al. 2000). Por otra parte, el tráfico dirigido está caracterizado por el 

transporte de proteínas conducido por proteínas de movimiento. Un ejemplo claro 

de este tipo de movimiento es el tráfico de genomas virales a través del 

plasmodesmo, en éste mecanismo se ha caracterizado un sistema de MPs que 

interactúan con el plasmodesmo incrementando el límite de tamaño de exclusión. 

También se han identificado algunas proteínas y estructuras subcelulares que 



ANTECEDENTES 

8 
 

podrían estar involucradas en el movimiento viral. Por mencionar algunas, se ha 

encontrado que la chaperona HSP70 (Aoki, Kragler et al. 2002), la actina y 

miosina del citoesqueleto, el retículo endoplasmico (Heinlein, Epel et al. 1995, 

Reichel, Mas et al. 1999), proteína cinasas dependientes e independientes de 

calcio (Yoshioka, Matsushita et al. 2004, Lee, Taoka et al. 2005, Trutnyeva, 

Bachmaier et al. 2005), metil esterasas de pectina (Chen, Sheng et al. 2000) y 

muchas proteínas con funciones desconocidas se asocian con el plasmodesmo y 

en algunos casos interactúan con las proteínas virales del movimiento teniendo un 

papel en el trafico intercelular (Alfonso, Cantrill et al. 2006). 

 

Los virus en forma de viriones o en complejos de proteínas y ácidos nucléicos son 

movidos de los sitios de replicación hacia los plasmodesmos a través de rutas 

similares empleadas por las plantas hospederas para llevar a cabo el trafico 

intercelular de macromoléculas. Es generalmente aceptado que los 

plasmodesmos tienen la capacidad de permitir la salida y/o la entrada de proteínas 

endógenas y complejos ribonucleoprotéicos para ejercer control en el proceso de 

desarrollo de células no autónomas (Lucas y Wolf 1993, Nakajima, Sena et al. 

2001). Algunos estudios han demostrado que este sistema permite la 

translocación de algunos RNAs celulares a larga distancia, lo que ha sugerido que 

los virus por medio de sus proteínas secuestran a los sistemas de transporte del 

hospedero para su movimiento (Ruiz-Medrano, Xoconostle-Cazares et al. 1999, 

Taliansky, Torrance et al. 2008). 

 

Las proteínas virales son requeridas para la replicación, movimiento intercelular, 

supresión del silenciamiento, la encapsidación y en algunas ocasiones pueden 

poseer más de una función. Por ejemplo en el genoma del virus del mosaico del 

tabaco (TMV) se encuentran codificadas dos subunidades de la replicasa viral 

(126 KDa y 183 KDa), una MP de 30 KDa y CP de 17.5 KDa (Heinlein 2002). La 

replicasa es requerida para llevar a cabo la replicación del RNA viral y existen 

evidencias de que se puede asociar al movimiento viral (Hirashima y Watanabe 

2001). La falta de MP es dispensable para la replicación viral pero afecta el 

movimiento célula a célula y la diseminación sistémica. La CP es requerida para la 

encapsidación del RNA viral, estabilidad y transmisión mecánica del virus. Análisis 

de mutantes de TMV carentes de la región que codifica para CP indican que estos 

mutantes se encuentran afectadas en la capacidad de moverse sistémicamente 

pero no para llevar a cabo el movimiento célula a célula, lo que ha sugerido que 
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éste último movimiento del virus es en forma no encapsidada (Holt y Beachy 

1991). 

 

Los virus de plantas  pueden ser clasificados en cinco tipos dependiendo el ciclo 

viral y las proteínas que requieren para llevar a cabo el movimiento célula-célula: 

1) los que utilizan sistemas de tráfico viral que requieren únicamente la MP; 2) 

sistemas virales en los que se requieren dos proteínas para el movimiento local; 3) 

sistema particular para begomovirus que emplea una MP y una proteína de 

acarreamiento nuclear; 4) sistemas donde es necesaria la expresión de múltiples 

proteínas; y 5) sistemas de tráfico de proteínas endógenas en células no 

autónomas y complejos ribonucleoprotéicos (tabla 1) (Lucas 2006). 

 
 
Tabla 1. Clasificación de virus de DNA y RNA acorde a las proteínas requeridas en 
el movimiento célula a célula. Tomada de Lucas (2006). 

 

Para el grupo 1 se ha propuesto que MP de TMV causa incremento en la 

permeabilidad y el límite del tamaño de exclusión del plasmodesmo facilitando el 

paso de la partícula ribonucleoprotéica viral a través del canal pero provocando al 

mismo tiempo alteración en el transporte de carbohidratos, RNAs pequeños y 

algunas proteínas afectando la localización de recursos celulares y las señales de 

comunicación entre células. Este mecanismo de movimiento es independiente de 

la proteína de la cápside. Además, se ha demostrado que TMV no requiere estar 

Grupo Género Especie MP(s) Proteínas auxiliares 

1 Tobamovirus TMV 30 kDa  

 Dianthovirus RCNMV 30 kDa  

 Umbravirus GRV ORF 4  

2 Bromovirus CCMV 3a  

 Cucumovirus CMV 3a CP 

3 Begomovirus BDMV/SLCV BCI BV1 

4 Potyvirus TEV/BCMNV/LMV HC-Pro + CP CI 

 Hordei-like 

virus 

BSMV TGBp 1 TGBp2 +TGBp3 

5 Potex-like 

virus 

PVX/WCIMV TGBp 1 TGBp2 +TGBp3 + 

CP 
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en forma de virión para poder moverse de una célula a otra (Citovsky, Knorr et al. 

1990, Citovsky, Wong et al. 1992, Scholthof 2005, Culver y Padmanabhan 2007). 

 

En el caso de los virus incluidos en el grupo 2, se sabe que requieren de una MP 

para permitir el movimiento célula a célula del virus, sin embargo, en algunos 

casos, la CP es requerida para el paso a través de los plasmodesmos. En tales 

casos CP cumple la función de una proteína auxiliar de MP. El género 

Cucumovirus provee un claro ejemplo de este mecanismo. Se sabe que para el 

que se lleve a cabo el movimiento célula a célula de CMV se requiere la 

asociación de su  MP con el RNA viral formando una partícula ribonucleoproteíca, 

que al igual que la MP de TMV induce un cambio en el límite del tamaño de 

exclusión del plasmodesmo. Sin embargo, la formación de la partícula no es 

suficiente para inducir el movimiento. Curiosamente al expresar proteínas MP 

truncadas en el extremo carboxilo, la interacción de MP con el RNA viral en los 

complejos ribonucleoprotéicos es más fuerte y viable para moverse, sugiriendo un 

modelo en el que la CP de CMV induce un cambio conformacional en MP para 

formar complejos ribonucleoprotéicos competentes para el movimiento (Palukaitis 

y Garcia-Arenal 2003, Kim, Kalinina et al. 2004, Taliansky, Torrance et al. 2008). 

 

El grupo 3 incluye a begomovirus perteneciente a la familia Geminiviridae. Estos 

virus tienen genoma de DNA de cadena sencilla (ssDNA), son multipartitas y 

presentan secuencias que codifican proteínas MP. Se ha estudiado ampliamente 

el mecanismo de movimiento de la MP BC1. Esta proteína interacciona 

únicamente con DNA de manera específica, reflejando el estado de replicación 

viral. El DNA de estos virus es replicado dentro del núcleo y la exportación de la 

progenie en forma de cadena doble o sencilla es mediada por la proteína BV1 de 

acarreamiento nuclear. La interacción entre BV1 y BC1 es esencial para que en 

complejo pueda llevarse a cabo el movimiento a través de los plasmodesmos 

(Gilbertson, Sudarshana et al. 2003). 

 

Para el grupo 4 se ha documentado el requerimiento de MP y dos proteínas 

adicionales necesarias para efectuar el movimiento célula a célula. Dentro de este 

grupo, el género Potyvirus es un caso interesante ya que en su genoma no parece 

haber un marco de lectura que codifique una proteína MP. En éste género viral se 

han optimizado las funciones de las proteínas existentes para poder cumplir con 

las funciones de proteínas de movimiento (Revers, Le Gall et al. 1999). 
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Experimentos de microinyección de proteínas de LMV y del virus común de la 

necrosis en mosaico del fríjol (BCMNV) revelaron que las proteínas CP y el 

componente auxiliar de la proteinasa (HC-Pro) pueden a) inducir incremento en el 

límite del tamaño de exclusión del plasmodesmo, b) transitar a través del 

plasmodesmo y c) facilitar el movimiento de célula a célula del RNA viral (Rojas, 

Zerbini et al. 1997). Interesantemente, HC-Pro de BCMNV es más eficiente que 

CP para inducir el cambio en el límite del tamaño de exclusión del plasmodesmo y 

el tráfico de célula a célula. Se ha sugerido que HC-Pro y CP podrían actuar 

cooperativamente mediando el tráfico del RNA viral (Roudet-Tavert, German-

Retana et al. 2002). El resto de las proteínas codificadas por el genoma del 

Potyvirus al parecer no interaccionan o producen cambios en las propiedades de 

los plasmodesmos, sin embargo, se ha probado que la RNA helicasa Cl es 

requerida para hacer eficiente la dispersión viral de célula a célula en etapas 

tempranas de la infección. Debido a esto, se ha planteado que Cl es una proteína 

auxiliar del proceso de movimiento (Rojas, Zerbini et al. 1997, Carrington, Jensen 

et al. 1998, Roberts, Wang et al. 1998). 

 

Finalmente los virus del grupo 5 usan un sistema mediado por la expresión de un 

bloque triple de genes (TGB), que codifica para las proteínas TGBp1, TGBp2 y 

TGBp3, todas ella esenciales para el movimiento viral de célula a célula. La 

proteína TGBp1 de los sistemas de movimiento viral parecidos a los Hordeivirus 

contiene múltiples sitios de interacción con RNA con una fuerte actividad de unión 

cooperativa. Estas propiedades pueden explicar por qué los virus pertenecientes a 

este grupo no requieren de la proteína CP (Morozov y Solovyev 2003). 

Consistente con el argumento anterior, se han podido aislar de tejidos infectados 

complejos de RNA viral asociado con TGBp1. Otra característica de TGBp1 es 

que presenta actividad de helicasa ATP-dependiente; mediante mutaciones en el 

dominio de helicasa se ha podido averiguar que esta función es indispensable 

para llevar a cabo el movimiento célula a célula aunque no se conoce si la 

actividad de helicasa de TGBp1 tiene una función similar a la proteína Cl de 

Potyvirus (Zamyatnin, Solovyev et al. 2004). Por otra parte, TGBp1 parece carecer 

de la capacidad para modificar el límite del tamaño de exclusión del plasmodesmo. 

En este sentido las proteínas auxiliares TGBp2 y TGBp3 son esenciales para el 

movimiento de complejos formados por RNA viral y TGBp1 hacia plasmodesmos 

(Erhardt, Stussi-Garaud et al. 1999, Erhardt, Morant et al. 2000). 
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El grupo 5 incluye virus parecidos a miembros del género Potexvirus (Tabla 1), los 

cuales codifican a una proteína conservada TGBp1. Esta proteína es esencial para 

el movimiento célula-célula. Adicionalmente los virus de este grupo requieren de la 

proteína CP, además de otras cuatro proteínas virales, para llevar a cabo la 

dispersión célula a célula. Un gran número de trabajos han planteado que la 

proteína TGB1 de este tipo de virus induce cambios en el límite del tamaño de 

exclusión del plasmodesmo para poder mediar el movimiento viral. Aunque no ha 

sido entendida completamente  la función de ésta proteína, se ha sugerido un 

papel importante en la compartamentalización de productos génicos virales 

mediante la remodelación de las fibras de actina y membrana del retículo 

endoplásmico, ejerciendo control del transporte viral intracelular (Yang, Ding et al. 

2000, Howard, Heppler et al. 2004, Tilsner, Linnik et al. 2012). 

  

2.1.2 Movimiento viral sistémico.  

 

El movimiento de célula-célula y el movimiento sistémico o a distancia son 

procesos diferentes en los cuales son usadas distintas proteínas virales. A la fecha 

no se han esclarecido los mecanismos por los cuales los virus pueden entrar, 

moverse y salir del sistema vascular. Este sistema está rodeado por células del 

haz de la hoja y contiene distintos tipos celulares como células del parénquima, 

células acompañantes y elementos cribosos. El transporte de un virus dentro del 

tejido vascular implica el movimiento desde células del mesófilo hacia las células 

del haz vascular de la hoja, desde células del haz vascular de la hoja hacia células 

del parénquima vascular o células acompañantes, y la subsecuente entrada a los 

elementos cribosos (Oparka y Turgeon 1999). Se ha sugerido que la salida del 

tejido vascular involucra los mismos pasos en orden inverso aunque con algunas 

excepciones (Swanson, Barker et al. 2002). 

 

Los elementos cribosos y células acompañantes se originan a partir de las mismas 

células precursoras, pero durante la diferenciación, los elementos cribosos pierden 

organelos (núcleo y mitocondrias), así como ribosomas, y se vuelven 

dependientes de las células acompañantes en términos de suministro de 

biomoléculas esenciales. La interface entre el haz vascular y las células del 

parénquima vascular, o parénquima vascular y las células acompañantes, a 

menudo constituye el principal obstáculo que bloquea la entrada de los virus en 
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elementos cribosos e impide el movimiento viral a larga distancia (Shun Ding, 

Carter et al. 1998, Thompson y García-Arenal 1998). 

 

La invasión de las venas en una hoja inoculada es un prerrequisito para la rápida 

diseminación de los virus a través del hospedero. Dependiendo de la combinación 

virus-hospedero se establecen diferencias en el modo en el que los virus son 

cargados y descargados del sistema vascular. Por mencionar un par de ejemplos, 

el TMV es cargado al floema en todas las venas de las hojas inoculadas de 

Nicotiana benthamiana, mientras que los Potyvirus se cargan a través de las 

venas más pequeñas del tejido fuente. Sin embargo, la descarga de ambos tipos 

virales desde el floema es a través de las venas más grandes del tejido demanda 

(Shun Ding, Carter et al. 1998, Cheng, Su et al. 2000, Rajamaki y Valkonen 2002). 

 

La punta de una hoja es la parte más vieja y la primera en pasar de ser de tejido 

demanda a tejido fuente. Posteriormente, el límite de transición se mueve 

gradualmente hacia la parte basal de la hoja durante su maduración. A nivel de 

toda la planta, la transición comienza en las hojas más viejas y conforme la planta 

madura, más hojas de la parte superior adquieren la condición de tejido fuente. 

Considerando esto, se piensa que el proceso de inicio de la infección hasta la 

carga del virus al floema es más corto cuando el virus se inocula en una hoja 

fuente o en el tejido fuente de una hoja (Vuorinen, Kelloniemi et al. 2011). 

 

En los tejidos demanda, los virus son descargados desde los elementos cribosos a 

través del mismo tipo de células por las que se lleva a cabo la carga al floema, 

pero en orden inverso. Los plasmodesmos son más dilatados en los tejidos 

jóvenes y, por lo tanto, más permisivos en tejidos demanda que en tejidos fuente 

(Crawford y Zambryski 2001, Kim, Cho et al. 2005). 

 

Los virus pueden moverse sistémicamente en elementos cribosos como partículas 

de virus (Simón-Buela y García-Arenal 1999), o en complejos con proteínas. En 

muchos casos no es clara la forma en la que se lleva a cabo el movimiento de los 

virus a través del sistema vascular. Por ejemplo, se ha observado que mutaciones 

en la parte central de la proteína CP de Potyvirus, interfieren con el ensamblaje del 

virión comprometiendo el movimiento a larga distancia, lo que sugiere que los 

Potyvirus podrían moverse sistémicamente en forma de viriones (Dolja, Haldeman 
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et al. 1994, Dolja, Haldeman-Cahill et al. 1995, Varrelmann y Maiss 2000, Arazi, 

Shiboleth et al. 2001). 

 

Se sabe que para el transporte a larga distancia de muchas especies virales, la 

presencia de la proteína CP es indispensable. En los raros casos donde esta 

proteína es dispensable para la diseminación viral, el tiempo en el que se lleva a 

cabo el movimiento se ve incrementado. Muchos virus codifican proteínas que 

proveen funciones necesarias para la dispersión sistémica de la infección. Un 

ejemplo interesante es el de los virus limitados al floema, como el virus del 

enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV), miembro del género Polerovirus. Para 

este virus el movimiento en tejidos de parénquima es limitado y la dispersión 

sistémica está soportada por el movimiento a larga distancia a través del floema. 

Interesantemente, la MP de PLRV (17 kDa), posee propiedades similares a la MP 

de TMV y funciona en el movimiento de célula a célula. Sin embargo, a pesar de 

esta similitud la MP de PLRV no es capaz de mediar el movimiento fuera del tejido 

vascular, restringiendo su función solo al movimiento entre células de los tejidos 

del floema. Se presume que PLRV podría usar una estrategia independiente de 

MP para moverse en el floema, donde CP y el producto de su traducción alterna 

estrían involucrados en la dispersión sistémica (Tacke, Prufer et al. 1991, 

Taliansky, Mayo et al. 2003). 

 

Los miembros del género Umbravirus representan un caso particular, ya que no 

codifican una CP, pero pueden acumularse y diseminarse sistémicamente con 

mucha eficiencia en plantas infectadas (Taliansky y Robinson 2003). Análisis 

genéticos del virus de la roseta del maní (GRV) y otros umbravirus, han mostrado 

que las proteínas codificadas por el marco de lectura abierto 3, es esencial para el 

movimiento a larga distancia y puede reemplazar funcionalmente a la CP de TMV 

para promover el movimiento a distancia. Estudios de localización han mostrado 

que la proteína producto de este marco se acumula en gránulos de partículas 

ribonucleoprotéicas filamentosos en el citoplasma que contienen el RNA viral. 

Estos gránulos fueron detectados en todos los tipos celulares y fueron abundantes 

en células asociadas al floema, lo que ha sugerido que podrían proteger al RNA 

viral y quizás promover su transporte a través del floema (Taliansky, Roberts et al. 

2003, Taliansky y Robinson 2003, Taliansky, Torrance et al. 2008). 

 

2.2 Mecanismos de resistencia contra virus en plantas. 
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Para que el proceso de infección viral ocurra, los productos génicos de la planta 

hospedera y de los virus, deben cooperar para conferir susceptibilidad y en la 

ausencia de los factores apropiados, conferir la resistencia (Truniger y Aranda 

2009). 

 

La resistencia a enfermedades de plantas ha sido principalmente dividida en tres 

grandes categorías: la resistencia no asociada al hospedero, la resistencia 

asociada al hospedero y la resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas en 

inglés: systemic acquired resistance) (Kang, Yeam et al. 2005). La resistencia tipo 

SAR fue inicialmente identificada en plantas de Nicotiana tabacum en estudios con 

el TMV. Esta respuesta puede ser activada en algunas especies de plantas 

atacadas por diversos patógenos que causan muerte necrótica celular (Ross 

1961), resultando en la disminución de la susceptibilidad al posterior ataque de un 

patógeno. 

 

Aunque la capacidad de los virus para invadir las plantas y causar infección 

sistémica es dependiente de factores virales y celulares, también debe 

considerarse la influencia que tienen las defensas antivirales de las plantas y la 

capacidad de los virus para suprimirlas, evadirlas o superarlas por evolución. Una 

estrategia de defensa antiviral importante en las plantas es el reconocimiento de 

proteínas efectoras virales por parte de productos génicos de resistencia y la 

subsecuente iniciación de una respuesta hipersensible (HR por su nombre en 

inglés: hypersensitive response) la cual conduce a la muerte celular. Ésta 

respuesta restringe la infección a las células inicialmente infectadas. Sin embargo, 

como un segundo nivel de defensa producido por la respuesta HR, una señal 

autónoma no celular conduce a la SAR que proporciona protección no específica 

contra un amplio espectro de patógenos (Durrant y Dong 2004). Otro mecanismo 

de defensa autónomo no celular es el silenciamiento de RNA el cual puede ser 

propagado célula a célula a través de los plasmodesmos y degradar RNAs virales 

(Baulcombe 2004). El acceso de los virus a tejidos meristemáticos no 

vascularizados es posible, sin embargo, es restringido o limitado por éste último 

sistema de defensa del hospedero (Martin-Hernandez y Baulcombe 2008). 

 

2.2.1 Mecanismos de resistencia no asociada al hospedero. 
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La resistencia no asociada al hospedero, abarca el caso en el que todos los 

genotipos dentro de una especie de planta muestran resistencia a no ser 

infectados por un virus en particular. En la resistencia no asociada al hospedero, 

un patógeno no puede causar enfermedad en una planta no hospedera dado que 

la entrada del patógeno a la planta está limitada por una barrera, impidiendo la 

propagación de la enfermedad. Este tipo de resistencia se divide en dos tipos, (1) 

aquella en la que no aparecen lesiones visibles en el tejido tales como necrosis y 

tienden a ser mecanismos pasivos mediados por barreras tales como paredes 

celulares, compuestos antimicrobianos u otros metabolitos secundarios 

(Kobayashi, Kobayashi et al. 1992, Osbourn 1996) y (2) un tipo de respuesta más 

sofisticada que la anterior, puesto que se induce la subsecuente reacción al 

estímulo provocado por enzimas detoxificadoras producidas por los patógenos 

para poder vencer barreras que impiden su entrada a la célula, en otras palabras, 

la respuesta a moléculas elicitoras, las cuales son reconocidas por la planta y 

activan mecanismos de defensa y la respuesta HR para contener al patógeno en 

un punto de necrosis muy localizado. Poco se ha hecho durante los últimos años 

para identificar los componentes clave de la resistencia a las enfermedades no 

ligada al hospedero, sin embargo, se sabe que la alteración en componentes de 

este sistema conduce a la pérdida de la resistencia (Mysore y Ryu 2004).  

 

2.2.2 Mecanismos de resistencia asociada al hospedero. 

 

Este tipo de resistencia ha sido el más investigado, en gran medida, porque a 

diferencia de la resistencia no asociada al hospedero, es genéticamente accesible. 

De manera general, este tipo de resistencia, conocido también como resistencia 

específica o resistencia genotípica, ocurre cuando un polimorfismo genético para 

la susceptibilidad es observado en un taxón. En individuos resistentes los virus 

podrían o no multiplicarse en un área, pero la dispersión del patógeno a través de 

la planta es restringida en comparación con individuos susceptibles, y los síntomas 

de virosis generalmente son altamente localizados o no evidentes. Es importante 

distinguir entre resistencia a los patógenos y resistencia a las enfermedades. La 

resistencia al patógeno generalmente conduce a resistencia a la enfermedad, sin 

embargo, en las respuestas de resistencia que implican necrosis el resultado a 

veces puede ser muy dramático, incluso letal, como en el caso de la resistencia 

mediada por el gen N en tabaco a TMV (Dijkstra, Bruin et al. 1977), o el gen I de 

Phaseolus vulgaris que provee resistencia contra el virus del mosaico común del 
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frijol (BCMV) (Collmer, Marston et al. 2000). En el caso de resistencia a los 

síntomas de las enfermedades o tolerancia a la enfermedad, los virus pueden 

moverse a través del hospedero de manera indistinguible como en un hospedero 

susceptible, pero los síntomas no son observables. Si la respuesta es heredable, 

se dice entonces que estas plantas son resistentes a la enfermedad, aunque sean 

susceptibles al patógeno (Kang, Yeam et al. 2005). 

El repertorio de productos génicos virales es típicamente pequeño debido al 

limitado tamaño del genoma codificando de 4 a 10 proteínas que coordinan el 

complejo bioquímico e interacciones moleculares requeridas para la infección viral. 

Por esta razón los virus utilizan factores y procesos en el hospedero para 

completar los pasos del ciclo viral. La ausencia o modificación de los factores en 

las plantas requeridos por los virus  pueden conferir una resistencia a la infección. 

La categorización de resistencia es compleja, dado que en muchas ocasiones 

involucra más de un gen y la magnitud del efecto de cada gen puede ser diferente. 

El modelo denominado gen por gen, propuesto originalmente por Harold Flor (Flor, 

1942) se postula que la resistencia de una planta a un patógeno ocurre cuando la 

planta posee un gen dominante de resistencia llamado R y el patógeno expresa un 

gen complementario dominante de avirulencia llamado Avr. En otras palabras, la 

infección sólo ocurre cuando la planta o el patógeno (o ambos al mismo tiempo) 

carecen del alelo dominante del gen R o Avr, respectivamente. En términos 

genéticos, los factores de susceptibilidad del hospedero son codificados por alelos 

recesivos (ambos alelos del gen deben encontrarse modificados para que se 

produzca resistencia) y los factores de resistencia son alelos dominantes (la 

presencia de un solo alelo es suficiente para conferir resistencia). La mayoría de 

las resistencias a virus en plantas se heredan de manera recesiva (Fraser 1990, 

Fraser 1992, Truniger y Aranda 2009). Es decir, son pérdidas de función para un 

factor del hospedero que le confería susceptibilidad a la planta hacia el virus. 

 

2.3 El género Potyvirus 

 

El género Potyvirus perteneciente a la familia Potyviridae, infecta un amplio 

número de especies vegetales, monocotiledóneas y dicotiledóneas, por lo que es 

causante de grandes pérdidas en diversos cultivos de importancia agrícola. Estos 

virus son transmitidos principalmente por áfidos. La partícula viral tiene forma de 

una varilla flexible de aproximadamente 680 a 900 nm de longitud y de 11 a 15 nm 

de ancho. Posee un genoma monopartita constituido por una molécula de RNA de 
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cadena sencilla con sentido positivo de aproximadamente 10 kb cubiertos por 

aproximadamente 2000 unidades de CP formando una partícula con forma de 

varilla flexible. En el extremo 5’ del RNA tienen unida covalentemente mediante un 

residuo de tirosina a la proteína VPg de aproximadamente 25 KDa que participa 

en la traducción y replicación del genoma viral, mientras que en el extremo 3’ 

presenta una cola de adeninas. El mRNA de los Potyvirus tiene un marco abierto 

de lectura que al ser traducido produce una poliproteína de aproximadamente 340 

a 370 KDa procesada por proteasas virales para dar lugar a las diferentes 

proteínas virales (Figura 3). Debido a esta característica, se ha agrupado a los 

Potyvirus dentro del supergrupo de los Picornavirus (Urcuqui-Inchima, Haenni et 

al. 2001, Dreher y Miller 2006, Robaglia y Caranta 2006). En un marco de lectura 

alterno (+2) se ha encontrado codificada una pequeña proteína nombrada PIPO 

por su nombre en inglés Pretty Interesting Potyviridae ORF (Chung, Miller et al. 

2008). 

 

 

Figura 3. Esquema que muestra la organización del genoma de Potyvirus. Se 
muestra en las cajas el nombre de cada proteína codificada en el marco de lectura 
del genoma viral, excepto PIPO que se indica sobre P3 quien es traducida en un 
marco de lectura +2. Se indica la proteína VPg unida covalentemente al extremo 5’ 
del RNA viral y la cola de poliA en el extremo 3’. En itálicas se ilustran las 
proteasas virales indicando con flechas los sitios de corte una vez que se ha 
sintetizado la poliproteína (tomado de Urcuqui-Inchima et al., 2001). 
 

2.3.1 Resistencia dominante a Potyvirus.  

 

En la búsqueda de genes de resistencia a Potyvirus en diversos ecotipos de A. 

thaliana se encontró una diferencia en la infectividad sistémica del virus TEV. Un 

análisis mutagénico en el ecotipo Columbia-0 (Col-0) reveló la presencia de tres 

componentes involucrados en la restricción del movimiento a distancia  de TEV 

denominados RTM1, RTM2 y RTM3 por “restriction of TEV movement” en este 

ecotipo en particular, pero no en otros como Landsberg erecta (Ler) y C24 

(Mahajan, Chisholm et al. 1998, Chisholm, Mahajan et al. 2000, Whitham, 

Anderberg et al. 2000). A pesar de la identificación de estos factores de 
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resistencia, a la fecha no se conoce el mecanismo mediante el cual se lleva a 

cabo el impedimento del movimiento de este virus. Sin embargo, se ha encontrado 

que las proteínas RTM1 y RTM2 son preferencialmente expresadas en floema 

(Chisholm, Parra et al. 2001). Se sabe que estas proteínas contribuyen al bloqueo 

de la dispersión sistémica de TEV, LMV y el virus de la enfermedad del ciruelo 

(PPV) y que los tres virus pueden establecer la infección sistémica solo cuando 

alguno de los genes RTM ha sido mutado (Mahajan, Chisholm et al. 1998, 

Decroocq, Sicard et al. 2006). 

2.3.2 Resistencia recesiva a Potyvirus.  

 

Entre los genes asociados a resistencia recesiva para Potyvirus en plantas se ha 

identificado con alta frecuencia a eIF4E, eIF(iso)4E, eIF4G o eIF(iso)4G (Robaglia 

y Caranta 2006, Truniger y Aranda 2009). Este tipo de resistencia corresponde a 

mutaciones o pérdida de función del componente del hospedero requerida en 

algún paso del ciclo viral (Tabla 2) (Robaglia y Caranta 2006). Sin embargo, la 

pérdida de función para el ciclo viral no necesariamente implica una afectación de 

la función de la proteína en la planta, por lo que el o los mecanismos por los que 

los factores de inicio de la traducción participan en la infección viral no son claros. 

Por otra parte, el requerimiento de cierto factor de la planta por determinado 

Potyvirus depende fuertemente del hospedero (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Factores de inicio de la traducción requeridos durante el ciclo de infección 
de virus de RNA en plantas (tomado de Nicaise et al., 2007; Robaglia y Caranta, 
2006).  

Genero Virus Planta Factor de traducción 

Potyvirus TuMV  Arabidopsis eIF(iso)4E 

 TuMV Arabidopsis eIFiso4G1 y eIFiso4G2 

 TEV Arabidopsis eIF(iso)4E 

 LMV Arabidopsis eIF(iso)4E 

 CIYVV Arabidopsis eI4E 

 PVY, TEV Capsicum spp. eIF4E 

 PVMV Capsicum spp. eIF(iso)4E 

 LMV Lactuca spp. eIF4E 

 PSbMV Pisum sativum eIF4E 

 PVY, TEV Lycopersicon spp. eIF4E 
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2.4 Mecanismo del inicio de la traducción en eucariontes. 

 
En el inicio de la traducción se requieren diversos factores de iniciación (eIFs) para 

el ensamblaje de la maquinaria traduccional. Este paso dentro de la síntesis de 

proteínas se encuentra altamente regulado. Las proteínas pertenecientes a la 

familia eIF4E reconocen la estructura cap de los mRNA al mismo tiempo que se 

asocian a eIF4G para formar el complejo eIF4F. Este complejo, mediante la 

proteína eIF4G, se asocia a eIF4A, una helicasa dependiente de ATP, quien junto 

con eIF4B se encarga de remover estructuras secundarias presentes en la región 

5’ no traducible (5’UTR) del mRNA. Por otro lado, la subunidad ribosomal 40S se 

asocia con eIF3, un factor compuesto por múltiples subunidades, que sirve como 

andamio y con el complejo ternario formado por eIF2-GTP y tRNAi-metionina para 

formar así el complejo de pre-inicio 43S. El complejo eIF4F-mRNA se asocia a 

43S mediante la interacción entre eIF4G y eIF3 formando el complejo de inicio 

48S. Este complejo recorre la región 5’ UTR hasta encontrar el codón de inicio de 

la traducción, en contexto adecuado, donde se une la subunidad ribosomal 60S 

provocando la hidrólisis de GTP unido a eIF2. Una vez iniciada la traducción, el 

complejo eIF4F puede seguir asociado a la estructura cap para proporcionar 

estabilidad al mRNA y eficiencia en el re-inicio de su traducción, a través de la 

interacción que se lleva a cabo entre eIF4G y las proteínas que se unen a la cola 

de PoliA (PABP) quienes tienen afinidad por la cola de PoliA  del extremo 3’ del 

mRNA. Estas interacciones causan la circularización del mRNA permitiendo que 

los ribosomas que terminan la traducción del mensajero queden cerca del 

complejo de inicio de la traducción y sean nuevamente reclutados (Jackson, 

Hellen et al. 2010). 

 

2.5 Papel de eIF4E en la infección por Potyvirus. 

 

 LMV Arabidopsis eIFiso4G1 

 PPV Arabidopsis eIFiso4G1 

Cucumovirus  CMV Arabidopsis eIF4G y eIF4E 

Carmovirus TCV Arabidopsis eIF4G 

 MNSV Cucumis melo eIF4E 

Bymovirus 
BaYMV, 
BaMMV  

Hordeum vulgare eIF4E 
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En plantas se han encontrado tres miembros de la familia eIF4E denominados 

eIF4E, eIF(iso)4E y nCBP (Browning, 1996;Ruud, 1998 #736) los cuales  

interaccionan con el cap presente en el extremo 5’ de los mRNAs y promueven el 

inicio de la traducción (Mayberry, Allen et al. 2011). En A. thaliana ecotipo 

Columbia (Col-0) se obtuvo una línea mutante para eIF(iso)4E (Duprat et al., 2002) 

mediante la inserción del transposon Spm de maíz en el segundo exón del gen 

AteIF(iso)4E (At5g35620). La inserción del elemento dSpm de 3000 pb altera el 

marco de lectura de AteIF(iso)4E y contiene como elementos de selección el gen 

de fosfinotricina (BAR), que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio 

(BASTA) y el gen de resistencia a espectinomicina (Spec). Aunque esta mutante 

no produce mRNA ni proteína de eIF(iso)4E, el fenotipo de las plantas no es muy 

diferente al de plantas silvestres bajo condiciones de laboratorio (Duprat et al., 

2002; Martínez-Silva et al., 2012). Al observar que en la línea mutante eIF4E se 

encuentra incrementada, se pensó que eIF4E y eIF(iso)4E presentan funciones 

parcialmente redundantes en la planta. Por otro lado, las plantas mutantes son 

resistentes a los Potyvirus TuMV y LMV, pero son susceptibles al virus del anillo 

negro de tomate (TBRV) y al virus CMV pertenecientes a géneros distintos 

(Duprat, Caranta et al. 2002). 

 

En otro trabajo mediante mutagénesis inducida por etil metanosulfonato (EMS) se 

buscaron mutantes del ecotipo C24 de A. thaliana con diferente grado de 

resistencia a enfermedades virales (Lellis, Kasschau et al. 2002). Se seleccionaron 

mutantes resistentes a la infección por los Potyvirus TuMV y TEV, pero 

susceptibles a infecciones por el virus del marchitamiento del nabo (TCV) 

perteneciente al género Carmovirus. El locus que brindó a las plantas el 

decremento en la susceptibilidad a estos Potyvirus fue nombrado lsp1 y mediante 

mapeo genético se identificó como el gen codificante para eIF(iso)4E.  

 

Después de estos reportes iniciales, en un gran cúmulo de trabajos se ha 

asociado a los genes eIF(iso)4E y eIF4E con pérdidas de susceptibilidad a 

Potyvirus por ejemplo en A. thaliana (Sato, Nakahara et al. 2005, Jenner, Nellist et 

al. 2010), pvr1, pvr2 y pvr6 en chile, pot-1 en jitomate (Ruffel, Dussault et al. 2002, 

Kang, Yeam et al. 2005, Ruffel, Gallois et al. 2005, Hwang, Li et al. 2009), sbm1, 

wlv y cyv2 en chícharo (Gao, Johansen et al. 2004), mo1 en lechuga (Nicaise, 

German-Retana et al. 2003), nsv en melón (Wang y Krishnaswamy 2012) y bc-3 

frijol (Naderpour, Lund et al. 2010). Aunque en menor cantidad, también hay 
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estudios que abordan los posibles mecanismos mediante los cuales estos factores 

podrían ejercer un rol importante en el ciclo viral infectivo (Lellis, Kasschau et al. 

2002, Eskelin, Hafren et al. 2011). Entre estos últimos, el hallazgo más importante 

fue la demostración de que eIF(iso)4E o eIF4E puede establecer interacción 

directa con la proteína VPg de algunos Potyvirus (Leonard, Plante et al. 2000). 

Dada la función celular de eIF4E/eIF(iso)4E y la ubicación de VPg en el extremo 5’ 

del genoma viral, se ha propuesto que la interacción entre estas proteínas podría 

promover la traducción del mensajero viral, evitar su degradación, participar en la 

movilización del RNA viral, y/o abatir el mecanismo de silenciamiento por RNAi 

para defensa de la planta a virus (Figura 4). 

 

Figura 4. Roles potenciales de eIF(iso)4E durante la infección por Potyvirus 
propuestos por Lellis et al., 2002 y Wang, A. y S. Krishnaswamy, (2012). 
 

En estudios con eIF4E y eIF(iso)4E recombinantes de A. thaliana y Triticum 

aestivum se observó que la proteína VPg-Pro (un precursor de VPg) del virus 

TuMV puede llevar a cabo una eficiente interacción con eIF(iso)4E de Arabidopsis 

y de trigo, y con menor eficiencia, con eIF4E de estas especies. Esto indica que 

VPg puede unirse a cualquier isoforma y podría existir competencia entre VPg y 

los mRNA celulares por unirse a los factores eIF4E. Por otro lado, se mapeó el 

sitio de interacción de VPg con eIF4E, encontrando que una secuencia de 35 

aminoácidos conservada en proteínas VPg de diferentes Potyvirus, es la 

responsable de dicha interacción. Al sustituir el ácido aspártico en la posición 77, 

así como la fenilalanina de la posición 59, la interacción es inhibida (Leonard, 

Plante et al. 2000). Otros estudios in vitro demuestran que existe competencia 

entre VPg y el análogo de cap 7mGTP por eIF(iso)4E de A. thaliana predominando 

la interacción entre VPg y eIF(iso)4E. Además se observó que esta interacción es 

viable para formar el complejo VPg-eIF(iso)4E-eIFiso4G, lo que sugiere que este 
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complejo podría participar en la traducción del genoma viral (Miyoshi, Suehiro et 

al. 2006). 

 

Por otra parte, en ensayos de traducción in vitro del gen reportero codificante para 

la β-glucuronidasa (GUS) utilizando la región 5’UTR de TEV se demostró que esta 

región puede promover la traducción independiente de cap (Carrington y Freed 

1990). Se ha sugerido que los 143 nucleótidos del extremo 5’ del RNA genómico 

de TEV mantienen un plegamiento formando dos dominios compuestos por 

pseudonudos (PK1, PK2 y PK3), los cuales pueden promover la traducción cap-

independiente dado que existe complementariedad entre el pseudonudo PK1 con 

una región conservada en el RNA ribosomal 18S de muchos eucariontes (Zeenko 

y Gallie 2005). Al medir in vitro la interacción entre el pseudonudo PK1 y eIF4G o 

eIF(iso)4G provenientes de extractos de germen de trigo, se evidenció que la 

afinidad de eIF4G por PK1 es ~30 veces mayor que la de eIF(iso)4G. En ambos 

casos la afinidad se incrementa al usar los complejos eIF4F o eIF(iso)4F, pero la 

de eIF4F sigue siendo más fuerte (~3.5 veces) que la de eIF(iso)4F (Ray, Yumak 

et al. 2006). 

 

Los antecedentes anteriores indican que eIF(iso)4E es importante durante el 

proceso de infección por Potyvirus en algunas especies de plantas. Sin embargo, 

aún no es claro si la función de este factor en el ciclo viral es relevante a nivel de 

traducción, replicación, estabilidad, o movimiento del RNA viral. 

 

2.6 Antecedentes directos 

 

Avances previos de este trabajo mostraron, mediante estudios in planta, que un 

aislamiento mexicano del virus TEV (TEV-TAMPS) es capaz de sobrepasar el 

mecanismo de resistencia mediado por RTM en A. thaliana ecotipo Col-0, pero 

que requiere a eIF(iso)4E para su dispersión sistémica. Análisis preliminares 

indicaron que eIF(iso)4E no es indispensable para la estabilidad y traducción del 

RNA viral (Contreras-Paredes, 2008). Por otra parte, se desconoce si éste factor 

está involucrado en la replicación, el movimiento viral de célula a célula y/o en el 

movimiento a larga distancia. Acorde con los antecedentes arriba descritos, la 

interacción VPg-eIF(iso)4E es importante para su función durante la infección por 

Potyvirus, pero no se conocen las base moleculares de la participación de esta 

interacción en el movimiento viral. 
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3. HIPÓTESIS 

 

Dado que un aislamiento mexicano del virus del jaspeado del tabaco (TEV-

TAMPS) proveniente del Estado de Tamaulipas es capaz de dispersarse 

sistémicamente en plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 solamente en presencia de 

eIF(iso)4E, proponemos que: 1) TEV-TAMPS presenta cambios en la secuencia 

de alguna proteína viral involucrada en movimiento que le permite sobrepasar al 

mecanismo de resistencia RTM; 2) eIF(iso)4E tiene una función específica en el 

movimiento de RNA viral, ya sea a nivel de célula-célula y/o a larga distancia. 

 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar la secuencia de TEV-TAMPS y estudiar a nivel molecular la participación 

de eIF(iso)4E en el ciclo infectivo de este aislamiento viral en A. thaliana ecotipo 

Col-0. 

 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

5.1 Obtener la secuencia genómica del aislamiento viral TEV-TAMPS y 

compararla con el aislamiento TEV7DA (susceptible a RTM) y otros aislamientos 

cuya secuencia está previamente reportada. 

 

5.2 Analizar la participación de eIF(iso)4E en la acumulación y replicación del 

genoma de TEV-TAMPS en A. thaliana Col-0. 

 

5.3 Analizar la participación de eIF(iso)4E en la traducción de TEV-TAMPS a nivel 

local en A.thaliana Col-0. 

 

5.4 Evaluar in planta la formación de complejos entre eIF(iso)4E y proteínas de 

TEV-TAMPS involucradas en el movimiento durante la infección de tejido local de 

A. thaliana ecotipo Col-0.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Material biológico. 

 

En este trabajo se utilizaron plantas silvestres de A. thaliana ecotipo Col-0, una 

línea mutante homocigota nula para eIF(iso)4E (AteIF(iso)4E-1) (Duprat, Caranta 

et al. 2002) y una línea sobreexpresora de eIF(iso)4E fusionado a la proteína 

verde fluorescente (GFP) bajo el promotor viral 35S (AteIF(iso)4E-2) (Martinez-

Silva, Aguirre-Martinez et al. 2012) generadas en el mismo ecotipo Col-0. También 

se utilizaron plantas silvestres del ecotipo C24 como control en el que la 

diseminación sistémica de TEV no es restringida por el mecanismo RTM 

(Mahajan, Chisholm et al. 1998). Las plantas fueron mantenidas a 22°C, con 

fotoperiodo de 8 horas luz por 16 horas oscuridad. En este estudio se utilizó un 

aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS), proveniente plantas de Capsicum 

annum de Tampico Madero, Tamaulipas México, proporcionado por la Dra. Laura 

Silva-Rosales, del departamento de Ingeniería Genética del Cinvestav-Irapuato. El 

inóculo viral fue propagado en plantas de Nicotiana tabacum var. Xanthi. El 

aislamiento de TEV US_7DA _DQ986288 (TEV-7DA) fue obtenido a partir del 

plásmido p35TEV proporcionado por el Dr. José-Antonio Daròs Arnau del Instituto 

de Biología Molecular y Celular de Plantas de la Universidad de Valencia, España. 

El plásmido p35TEV fue expresado en plantas de N. tabacum var. Xanthi como 

indica la descripción realizada por Bedoya y Daròs (2010).  

 

6.2 Obtención de viriones. 

 

Para análisis cuantitativos, los viriones de los aislamientos de TEV fueron 

parcialmente purificados a partir de 5 g de tejido de tabaco infectado (con 

síntomas) los cuales fueron molidos con nitrógeno líquido y homogeneizados con 

10 volúmenes de 10 mM NaOAc pH 5.2 y la mezcla fue incubada en hielo por 1 h. 

Posteriormente la muestra fue centrifugada a 12 000 g a 4°C por 15 min. Se 

desechó el sobrenadante por decantación y se adicionó un cuarto de volumen 

inicial de solución 40% polietilén glicol 8 000 (PEG 8000) con 1 M NaCl, se mezcló 

suavemente y se incubó a 4°C toda la noche, Los viriones fueron precipitados por 

centrifugación a 12 000 g a 4°C por 20 min. Las partículas virales precipitadas 

fueron resuspendidas en 5 mL de solución 10 mM NaOAc pH 5.2. (Gopalan 2007). 

La cantidad de los viriones purificados fue estimada por ELISA empleando el 



MATERIALES Y MÉTODOS 

26 
 

anticuerpo α-CP (AGDIA Incorporated Elkhart; Indiana, USA) y la infectividad de 

las partículas fue probada comparando el tiempo de aparición de síntomas en 

plantas de N. tabacum var. Xanthi inoculadas con diferentes diluciones de 

partículas virales o extracto crudo de plantas infectadas, y mediante la detección 

de RNA viral en hojas sistémicas de plantas de A. thaliana inoculadas con 

partículas virales. 

 

6.3 Inoculación viral 

 

Los viriones purificados o el macerado de tejido de plantas infectadas con TEV-

TAMPS o TEV-7DA fueron depositados sobre hojas jóvenes de plantas de A. 

thaliana Col-0 silvestres, AteIF(iso)4E-1, AteIF(iso)4E-2 y C24 silvestres a los 30 

días de crecimiento en maceta, procurando dejar una herida sobre la hoja. El 

punto de inoculación fue lavado con agua destilada después de 2 horas y las 

plantas fueron mantenidas a 22°C con un fotoperiodo de 8 horas luz por 16 de 

obscuridad. Las hojas inoculadas (locales) fueron colectadas a 0 y 4 días 

postinoculación (dpi), y la primera hoja posterior a la inoculada u hojas sistémicas 

jóvenes fueron colectadas a 4 y 15 dpi respectivamente. 

 

6.4 Extracción de RNA total de A. thaliana. 

 

El RNA total se extrajo a partir de 0.15 g de tejido vegetal fresco usando el 

reactivo Trizol (Invitrogen Corporation; California, USA), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El RNA extraído se sometió a separación 

electroforética en un gel de agarosa (1%) para comprobar su integridad y se 

almacenó a -70°C hasta su uso. 

 

6.5 Obtención de RNA polisomal a partir de hojas de A. thaliana. 

 

La separación de fracciones polisomales se realizó de acuerdo a (Davies y Abe 

1995). Se colectó 1 g de las hojas locales de A. thaliana silvestres, AteIF(iso)4E-1, 

AteIF(iso)4E-2 y C24 (a 4dpi), infectadas con TEV-TAMPS y el tejido se molió con 

nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino que se transfirió a tubos de 1.5 mL. 

Se agregó 1 mL de solución amortiguadora de extracción (200 mM Tris- HCl pH 

8.5, 50 mM KCl, 25 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 100 µg/mL Heparina, 2% 

polioxietileno 10 tridecil éter (PTE), 1% Igepal y 0.5 mg/mL cicloheximida), y se 
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agitó con vórtex. La mezcla se centrifugó a 18 000 g por 20 min a 4°C. El 

sobrenadante fue colectado, aforado a 4 mL y colocado en un tubo de 

policarbonato sobre 1 mL de una solución de sacarosa al 60% (40 mM Tris-HCl pH 

8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc, 1.5 M sacarosa, 0.5 mg/mL cicloheximida). 

Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 275 000 g en una ultracentrífuga 

Beckman, rotor 75Ti, por 3 horas a 4°C. El sobrenadante se desechó y el 

precipitado fue disgregado en 400 µL de solución amortiguadora de resuspensión 

(40 mM Tris-HCl pH 8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc y 0.5 mg/mL Cicloheximida). 

Esta muestra contenía fracciones ribosomales concentradas que fueron utilizadas 

en la separación mediante gradiente de densidad. En el caso de experimentos de 

disociación, se realizó un tratamiento con puromicina al concentrado de 

ribosomas, agregando solución amortiguadora de GTP (20 mM Tris-HCl pH 8, 400 

mM KCl, 3 mM MgCl2 y 0.5 mM de puromicina) a la pastilla obtenida tras la 

ultracentrifugación en el colchón de sacarosa al 60% incubando por 45 min a 

37°C. 

 

Se preparó un gradiente con dos soluciones de sacarosa (60% y 15% en 40 mM 

Tris-HCl pH8.5, 40 mM KAc, 20 mM MgAc). Las soluciones fueron colocadas en 

un tubo, primero la de 60% y enseguida la de 15%, el tubo se selló y se rotó 90° 

durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir la formación de un gradiente 

continuo. Los 400 μL de concentrado de ribosomas se colocaron sobre el 

gradiente y se centrifugaron a 250 000 g por 1h a 4°C en una ultracentrífuga 

Beckman, rotor SW55Ti. Las fracciones del gradiente se colectaron utilizando un 

fraccionador Auto Densi-flow (Labconco; USA), conectado a un detector de 

absorbancia a 260 nm Econo UV Monitor Modelo EM-1 (BioRad; USA), acoplado a 

un graficador LKB 2210 (Pharmacia, Suecia). Las fracciones polisomales se 

recuperaron mediante un colector de fracciones modelo 2110 (BioRad; USA). Se 

recuperaron 20 fracciones polisomales de aproximadamente 500 μL que se 

sometieron a separación electroforética en geles de agarosa (1%). El RNA de 

cada fracción fue purificado agregando 25 µL de solución de SDS (10%) y 1 µL de 

proteinasa K (10 mg/mL), esta mezcla se agitó e incubó a 37ºC durante 30 min. La 

mezcla se desproteinizó con 250 µL de fenol saturado con solución amortiguadora 

TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) y 250 µL de cloroformo-isoamílico (49 : 1), 

agitando vigorosamente por 15 segundos y centrifugando a 13 000 g durante 5 

minutos a 4ºC. El sobrenadante se recuperó y se repitió la extracción fenólica. A la 

fracción acuosa final se le agregaron 70 µL de LiCl (10 M) y 470 µL de isopropanol 
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frío, se mezcló e incubó a -20ºC por 60 minutos. Después de la incubación, la 

mezcla se centrifugó a 18 000 g por 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante se 

desechó y la pastilla se lavó por dos ocasiones con etanol al 70% centrifugando a 

18 000 g por 5 min a 4ºC. El precipitado se secó a temperatura ambiente y se 

resuspendió en 20 µL de agua tratada con Dietil-pirocarbonato (DEPC). La 

integridad del RNA polisomal obtenido se verificó electroforéticamente y se 

almacenó a -70ºC hasta su uso. 

 

6.6 Amplificación de RNA  mediante ensayos de RT-PCR y RT seguido de qPCR. 

 

Previo a las reacciones de reverso transcripción (RT), 5 μg de RNA total fueron 

tratados con DNasa RQ1 (Promega Corporation Madison, USA) acorde a las 

indicaciones del fabricante. Las reacciones de RT fueron realizadas a partir de 1 

μg de RNA total. La síntesis de cDNA fue llevada a cabo con la enzima M-MLV 

(Invitrogen Corporation; California, USA), siguiendo las instrucciones del productor 

y empleando oligo dT como cebador para la síntesis de del cDNA (Tabla 3). En la 

Tabla 3 se enlistan los oligonucleótidos utilizados como cebadores en las 

amplificaciones por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para la 

obtención de cDNA correspondiente a RNA viral con sentido negativo que se 

genera solo durante la replicación del virus, se empleó el oligonucleótido directo 

TEV3’en lugar de oligo dT. Las reacciones de PCR fueron realizadas con 100 ng 

del cDNA obtenido utilizando la enzima Taq-DNA polimerasa (Invitrogen 

Corporation; California, USA), acorde a las instrucciones del fabricante. 

 

Para las reacciones de PCR cuantitativo (qPCR) se emplearon oligonucleótidos 

específicos dirigidos a la región 3’ del genoma de TEV (qTEVFw y qTEVRv) 

diseñados mediante la opción “Primer Tools” del programa Geneious (Tabla 3). El 

factor eEF1α fue usado como un gen control de normalización de la reacción. Las 

amplificaciones fueron llevadas a cabo con el kit SYBR GREEN PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, Warrington UK) siguiendo las indicaciones del productor, y 

analizadas en un aparato 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Warrington UK). La expresión relativa viral fue calculada después de la 

normalización con el gen de referencia empleando el método 2-ΔΔCt, representado 

como veces de cambio con respecto a la cantidad de RNA viral presente  en la 

hoja inoculada dos horas después de la inoculación y lavado correspondiente (0 

dpi). La cuantificación del RNA viral distribuido en cada fracción obtenida en 



MATERIALES Y MÉTODOS 

29 
 

gradientes de sacarosa, fue realizada acorde a Dinkova et al. (2005) y Martínez-

Silva (2012), determinando el porcentaje del RNA viral en cada fracción. 

 

6.7 Obtención y análisis de la secuencia del aislamiento mexicano TEV-TAMPS. 

 

Con la finalidad de conocer la secuencia genómica del aislamiento TEV-TAMPS 

empleado en este estudio, se emplearon oligonucleótidos para amplificar mediante 

RT-PCR 10 fragmentos del aislamiento TEV-TAMPS (Tabla 3). Los fragmentos 

amplificados fueron ligados al vector pGEM-TEasy (Promega Corporation 

Madison, USA) y secuenciados. Las secuencias fueron revisadas mediante los 

programas de software BioEdit Sequence Alignment Editor para Windows ver. 

7.0.9.0, ClustalX2 (Larkin, Blackshields et al. 2007) y 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, bajo los parámetros por omisión de cada 

programa. 

 

Tabla 3. En itálicas se muestran los oligonucleotidos empleados en la obtención 
del genoma de TEV-TAMPS y en las amplificaciones de RT-PCR y qRT-PCR. 

Oligonucleotido Secuencia 5’ → 3’ 
Fragmento 

amplificado 

TEVVPg5’ CACCATGGGAGGGAAGAAGAATCAG 
VPg - NIa 943 pb 

TEV13’  CTGACACCATGCTAGACATGC 

TEV25’ GCATGTCTAGCATGGTGTCAG 
Nia – Nib 958 pb 

TEV23’ AGAGTGTCTATTGGTGCTGC 

TEV35’ CACCAATAGACACTCTTCTTGCTGG 
Nib 980 pb 

TEV33’ AGCATCCACAGTGCCACTCT 

TEVCP5’ TTTCAGAGTGGCACTGTGGATGC 
CP- UTR3’ 984 pb 

TEVUTR3’ CTCGCACTACATAGGAGAATTAGAC 

TEV55’  AAATGGTTGCCACTGAAGCTGC 
Cl - 6K2 TEV 968 pb 

TEV53’ CGCCTCTCTCATCTTAAGCTTGTG 

TEV65’ TTCTCCGCAATCAGGCATTC 
Cl TEV 990 pb 

TEV63’ ATCCAACAGCACCTCTCAC 

TEV75’ TTCTCCGCAATCAGGCATTC 
P3 - Cl TEV 943 pb 

TEV73’ ATCCAACAGCACCTCTCAC 

TEV85’ CTGGCGATTCAAAGTACC 
HC-Pro - P3 979 pb 

TEV83’ CGCCCAAATTTCAAGAGC 
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TEV95’ CGTTCGCTGTTTGTCACTC 
P1 - HC-Pro 1028 pb 

TEV93’ GAGAACTGGAAGGTCTAG 

TEV105’ CGAATCTCAAGCAATCAAGC 
UTR5'-P1 1098 pb 

TEV103’ GGGAGATTCCATCTGGTCTC 

qTEVFw ACGGCACACAGCGCACGA 
CP-UTR3’ 89 pb 

qTEVRv AGCGGAAAGCAAAGACACGCAGA 

eEF1aFw CACATCAACATTGTGGTCATTGG 
eEF1α 243 pb 

eEF1aRv GCAGTAGTACTTGGTGGTCTC 

18S Fw GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG 
18S rRNA 240 pb 

18S Rv GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC 

Oligo dT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TVN  

 

Las secuencias codificantes para las proteínas VPg y CP del aislamiento TEV-

TAMPS fueron traducidas in silico para realizar análisis filogenéticos usando 

secuencias de diferentes aislamientos de TEV disponibles en GenBank. Para 

algunos de estos aislamientos se conocía la susceptibilidad al mecanismo RTM en 

A. thaliana Col-0: DQ986288, M11458 (llamado TEV-HAT por ser altamente 

transmitido por áfidos), NC_001555, M15239, L38714, EU334787, mientras que 

para otros no se sabía se eran susceptibles a RTM (EU334790, EU334791, 

EU334792, EU334793, EU334794, EU334788, EU334789). Los análisis 

filogenéticos fueron hecho con el software MrBayes v3.1.2 disponible en Internet 

empleando el modelo de sustitución de aminoácidos JTT (Jones, Taylor et al. 

1992), se ejecutaron 2,000,000 de generaciones, una frecuencia de muestreo de 

50 y 2 cadenas para cada árbol. La convergencia fue considerada cuando el valor 

de desviación estándar de división de frecuencias se mantuvo por debajo de 0.01. 

 

6.8 Extracción de proteína total y análisis mediante ensayos de western blot y 

ELISA. 

 

Extractos proteínicos totales fueron preparados a partir de 500 mg de tejido 

vegetal fresco, se molió con mortero y pistilo agregando nitrógeno líquido hasta 

obtener un polvo fino. El que fue transferido a tubos de 1.5 mL donde se agregó 1 

mL de solución amortiguadora de extracción (200 mM tris- HCl pH 8.5, 50 mM KCl, 

25 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 2% PTE, 1% Igepal, 1 mM DTT, y 1 mM 

ortovanadato), se agitó vigorosamente por 15 segundos y el homogeneizado fue 
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centrifugado por 5 minutos a 12 000 g a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y la 

concentración de proteína fue determinada por ensayos de Bradford (Bio-Rad) 

usando albúmina sérica de bovino como estándar. Cinco microgramos de proteína 

total fueron resueltos en geles de SDS-PAGE 12% y teñidos con azul de 

Coomassie. 

 

Para el análisis por western blot, las proteínas separadas en geles SDS-PAGE 

fueron transferidas a una membrana PVDF Immobilon-P-Transfer (Millipore 

Corporation; Bedford MA, USA). La membrana fue re-hidratada en metanol por 10 

segundos. Posteriormente fue bloqueada con una solución de PBS 1X que 

contenía  5% de leche y 0.1% Tween 20 durante 1 h a temperatura ambiente. Se 

lavó rápidamente por dos ocasiones con Buffer PBS 1X, 0.1% Tween 20 y se 

agregó el primer anticuerpo con el que se mantuvo en agitación constante durante 

1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos α-eIF4E y α-eIF(iso)4E de A. thaliana 

fueron donados por la Dra. Karen Browning del departamento de Química y 

Bioquímica de la Universidad de Austin, Texas; ambos fueron usados en una 

dilución 1:10 000. El anticuerpo α-eEF1Bβ (Agrisera AB; Vannas, Sweden) fue 

empleado a dilución 1:5 000, el anticuerpo α-NIa (Dr. W. Dougherty) se empleó en 

una dilución 1:15 000 y el anticuerpo α-CP de TEV (AGDIA) se usó en una dilución 

1:10 000. Posteriormente se retiró el primer anticuerpo y la membrana fue lavada 

tres veces por 15 minutos con PBS 1X, 0.1% Tween 20. El complejo antígeno-

anticuerpo fue detectado mediante el anticuerpo secundario α-conejo acoplado 

con peroxidasa con el que se incubó en agitación por 1 h a temperatura ambiente. 

Se retiró el segundo anticuerpo y la membrana se lavó tres veces por 15 minutos 

con PBS 1X, 0.1% Tween 20. Finalmente la membrana fue revelada  con 

quimioluminiscencia (Immobilon Western Millipore; Bedford MA, USA) y expuesta 

a placas fotográficas Kodak. 

 

Para los ensayos de ELISA, 100 µg de proteína total obtenida de hojas sistémicas 

de plantas de A. thaliana inoculadas con TEV-TAMPS o TEV-7DA (15 dpi) fueron 

incubados con  el anticuerpo de inmunocaptura α-CP (AGDIA) en una dilución   

1:5 000, durante 8 horas a 4°C. Como anticuerpo secundario se usó el α-conejo 

IgG acoplado a la fosfatasa alcalina en una dilución 1:1 000. La actividad de la 

fosfatasa alcalina fue estimada a 450 nm empleando NBT (nitro-blue tetrazolium 

chloride) y BCIP (sal de p-toluidina 5-Bromo-4-chloro-3'-indoliphosfato) en solución 
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amortiguadora de carbonato (0.1 M NaHCO3, 1 mM MgCl2 pH 9.8) como 

substrato. 

6.9 Experimentos de co-inmunoprecipitación. 

 

Con la finalidad de determinar interacciones entre el factor de inicio de la 

traducción eIF(iso)4E y proteínas virales, se llevaron a cabo experimentos de co-

inmunoprecipitación. Se tomaron 3 g de hojas locales de plantas infectadas con 

TEV-TAMPS a 4 dpi, los cuales fueron pulverizados en nitrógeno líquido y 

mezclados con solución amortiguadora de extracción (200 mM Tris- HCl pH 8.5, 

50 mM KCl, 25 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 100 µg/mL heparina, 2% PTE, 1% Igepal 

y 5 µg/mL cicloheximida, 1 mM DTT and 1 mM ortovanadato).  Los ensayos de 

inmunoprecipitación fueron llevados a cabo acorde a Peritz et al. (2006) usando 

Proteína A – Agarosa  (Millipore, Bedford MA, USA), y los anticuerpos αeIF(iso)4E, 

α-CP-TEV o α-eIF4E a una dilución 1:1 000. Los extractos de proteína total y los 

inmunoprecipitados (IP) fueron analizados por ensayos de western blot con 

anticuerpos contra diferentes proteínas. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Un aislamiento mexicano de virus del jaspeado del tabaco (TEV-TAMPS) 

evita la respuesta de resistencia RTM en A. thaliana ecotipo Col-0, pero 

requiere de eIF(iso)4E para su diseminación sistémica. 

 

En éste trabajo se utilizó un aislamiento mexicano de TEV (TEV-TAMPS) para el 

cual se había determinado previamente que era capaz de sobrepasar el 

mecanismo de resistencia RTM (Contreras-Paredes 2008) reportado para A. 

thaliana ecotipo Col-0 (Mahajan, Chisholm et al. 1998, Chisholm, Parra et al. 2001, 

Cosson, Sofer et al. 2010). Para confirmar estos resultados se realizó la detección 

de RNA viral en hojas locales a 0 y 4 dpi, así como a 4 y 15 dpi en hojas 

sistémicas de A. thaliana Col-0 silvestre, mutante nula [(iso)4E1], sobreexpresora 

[(iso)4E2] de eIF(iso)4E y del ecotipo C24 inoculadas con extracto crudo de N. 

tabacum infectada (Figura 5A). Los resultados indicaron que TEV-TAMPS es 

capaz de diseminarse sistémicamente en Col-0 de forma similar que en C24, pero 

no en la mutante (iso)4E1, donde solo se detectó en la hoja inoculada a 4 dpi. 

Como control de carga se amplificó un fragmento de la unidad α del factor de 

elongación de la traducción 1 (eEF1α).  El resultado anterior fue consistente con la 

detección de CP por ensayos de ELISA en hojas sistémicas de A. thaliana Col-0 a 

15 dpi (Figura 5B), encontrándose a TEV-TAMPS en más de un 95% de plantas 

inoculadas. Por otra parte, el aislamiento TEV-7DA, cuya capacidad de 

diseminación sistémica es restringida por RTM en el ecotipo Col-0, se detectó en 

hojas sistémicas solo en un 5% de las plantas que fueron inoculadas. 

 

Estos resultados sugieren una diferencia en la capacidad de respuesta viral ante el 

mecanismo de resistencia RTM descrito para A. thaliana ecotipo Col-0 por parte 

del aislamiento TEV-TAMPS y proponen un rol para eIF(iso)4E en la infección por 

TEV. 



RESULTADOS 

34 
 

 

Figura 5. A) Detección de TEV-TAMPS mediante RT-PCR en hojas locales (0 y 4 
dpi) y hojas sistémicas (4 y 15 dpi) de A. thaliana Col-0 silvestres, líneas 
[(iso)4E1], [(iso)4E2], y ecotipo C24. Se amplificó la unidad α del factor de 
elongación de la traducción 1 (eEF1α) como control de carga. B) Porcentaje de 
plantas Col-0 sistémicamente infectadas con los aislamientos de TEV-TAMPS y 
TEV-7DA acorde a ensayo de ELISA contra CP de TEV. Se realizaron tres 
replicas biológicas con lotes de 20 plantas. 
 

7.2 Análisis de las secuencias de aminoácidos de las proteínas VPg y CP de 

TEV-TAMPS. 

 

Dado que la secuencia del genoma del aislamiento TEV-TAMPS no se conocía, en 

este trabajo se amplificaron y clonaron diez fragmentos de su genoma que 

incluyeron 107 nucleotidos de la región 5’ UTR, el marco de lectura abierto de TEV 

y 164 nucleotidos de la región 3’ UTR, los cuales se secuenciaron, revisaron, 

ordenaron y compararon a nivel de aminoácidos y nucleótidos en el GeneBank. El 

porcentaje de similitud y de identidad encontrados fueron mayores al 90% con los 
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aislamientos US_7DA _DQ986288 (TEV-7DA), US_HAT_M11458 (TEV-HAT) y 

US_NW_L38714 con valores de expectativa de 0. 

 

Las secuencias de VPg y CP de TEV-TAMPS fueron depositadas en el GenBank 

con los números de acceso MX_JX512812_TAMPS y MX_JX512813_TAMPS 

respectivamente. 

 

Se ha reportado que el mecanismo de restricción del movimiento de TEV mediado 

por las proteínas RTM puede ser superado por la pérdida de interacción entre las 

proteínas RTM o cambios en algún componente viral comprometido en el 

movimiento (Decroocq, Salvador et al. 2009). Dado que por una parte se ha 

reportado que las proteínas VPg y CP son necesarias para la diseminación viral, y 

por otra son las proteínas de TEV para las cuales se cuenta con mayor número de 

secuencias depositadas en GenBank correspondientes a diferentes aislamientos, 

se realizaron comparaciones de secuencia de aminoácidos para VPg y CP como 

un primer acercamiento para entender por qué el aislamiento TEV-TAMPS puede 

sobrepasar la resistencia RTM. 

 

El alineamiento múltiple realizado con las secuencias VPg mostró una identidad 

superior al 94% de la secuencia de aminoácidos de TEV-TAMPS con respecto a 

las secuencias de otros aislamientos, siendo la región carboxilo terminal la más 

variable (Figura 6). Este alineamiento muestra muy conservada la región con la 

que se lleva a cabo la interacción con los miembros de la familia eIF4E, 4 cambios 

en los aminoácidos de la región 107 a 120 que se comparten con los aislamientos 

mexicanos MX_MEX1_EU334789, MX_MEX3_EU334788 y que son distintos con 

respecto a los aislamientos cuyo movimiento es afectado por el mecanismo de 

resistencia viral mediante RTM de A. thaliana ecotipo Col-0. También se 

encontraron en TEV-TAMPS 4 cambios en la región 174 a 186 con respecto a 

TEV-7DA. 
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Figura 6. Alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos de la proteína VPg 
de diferentes aislamientos de TEV. En recuadros grises se muestra la región 
conservada de interacción con miembros de la familia eIF4E y la región más 
variable entre las proteínas de los distintos aislamientos. JX512812 corresponde al 
acceso de TEV-TAMPS, mientras que DQ986288 corresponde a TEV-7DA. 
 

 

Por otra parte, el alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos 

correspondientes a proteínas CP de aislamientos de TEV disponibles mostró un 

90% de identidad entre las diferentes secuencias (Figura 7), presentando mayor 

variabilidad en la región amino terminal, cerca del motivo DAG indispensable para 

la transmisión por áfidos y el movimiento célula a célula.  
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Figura 7. Alineamiento múltiple de las secuencias de las proteínas CP de 
diferentes aislamientos de TEV; la zona sombreada muestra la región más 
variable entre las secuencias. 
 

Con la finalidad de apreciar la divergencia existente entre los aislamientos 

comparados en los alineamientos múltiples mostrados anteriormente, se realizaron 

análisis filogenéticos con las secuencias CP y VPg. 

 

La topología del árbol hecho con las secuencias VPg (Figura 8A), mostró la 

formación de tres grupos; TEV-TAMPS se ubicó en el grupo 1 junto con los 

aislamientos mexicanos MX_MEX1_EU334789 y MX_MEX3_EU334788, mientras 

que el aislamiento TEV-7DA se agrupó en el grupo 3 junto con aislamientos 

reportados como susceptibles al mecanismo de resistencia por RTM. En el árbol 

se muestra un grupo que incluye otros aislamientos mexicanos para los cuales no 

se ha evaluado la capacidad de diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0 

(grupo 2). 
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Por otra parte, en el árbol construido en base a las secuencias de aminoácidos de 

CP (Figura 8B), se observó una gran consistencia el agrupamiento de los 

aislamientos que son afectados por el mecanismo de restricción del movimiento 

RTM (grupo 2) con respecto al árbol basado en las secuencias de VPg. La 

topología del árbol inferido con las secuencias CP muestra al aislamiento TEV-

TAMPS en una rama separada de los aislamientos afectados por RTM en el 

ecotipo Col-0, aunque sugiere su agrupamiento con el aislamiento 

US_NW_L38714 que en los árboles hechos con las secuencias VPg se agrupa 

con los aislamientos afectados por el mecanismo RTM.  

 

     

Figura 8. Árboles filogenéticos construidos a partir de secuencias VPg (A) y CP (B) 
de diversos aislamientos de TEV. En ambos se muestra a TEV-TAMP alejado de 
los aislamientos que sin afectados por el mecanismo de resistencia RTM. 
 

 

7.3 eIF(iso)4E no es requerido para la acumulación de TEV-TAMPS en A. 

thaliana Col-0. 

 

eIF(iso)4E ha sido considerado como un factor de resistencia viral recesiva. 

Aunque no se ha podido dilucidar su función específica en el ciclo viral, se han 

planteado algunos roles hipotéticos durante la infección viral tales como su 

participación en la estabilidad del RNA viral, la asistencia en el movimiento viral y 
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en la traducción del mensajero viral (Duprat, Caranta et al. 2002, Lellis, Kasschau 

et al. 2002, Robaglia y Caranta 2006, Rantalainen, Eskelin et al. 2011). En este 

estudio se analizó el efecto que podría tener la ausencia de eIF(iso)4E durante la 

infección por TEV en el sistema Arabidopsis Col-0 - TEV-TAMPS. 

 

 

Figura 9. A) Detección de TEV-TAMPS por RT-PCR en hojas sistémicas de A. 
thaliana inoculadas con viriones purificados (4dpi) en plantas Col-0 silvestres, 
(iso)4E1 (mutante nula), (iso)4E2 (sobreexpresora) y C24. Para el control negativo 
(N), se tomaron hojas de plantas inoculadas con solución amortiguadora de 
resuspensión de partículas virales y para el positivo, plantas Col-0 silvestres 
inoculadas con extracto crudo de plantas de tabaco infectadas. Se amplificó 
mediante RT-PCR un fragmento codificante para la proteína NIb de TEV-TAMPS. 
Síntomas producidos por la infección de B) TEV-7DA y C) TEV-TAMPS en N. 
tabacum var. Xanthi a 8 dpi. 
 

Se purificaron parcialmente viriones de TEV-TAMPS y se corroboró que las 

partículas obtenidas fuesen infecciosas, se inocularon 5 plantas de tabaco, de las 

cuales 3/5 mostraron síntomas característicos de infección por TEV a 8 dpi (Figura 

9B y C). Paralelamente se inocularon plantas de A. thaliana Col-0 silvestres, 

mutantes eIF(iso)4E1, eIF(iso)4E2 y C24 silvestres. A 4 dpi se extrajo el RNA total 

de hojas sistémicas y mediante RT-PCR se detectó la presencia de RNA viral en 
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las líneas silvestres Col-0, C24 y que sobeexpresan eIF(iso)4E pero no en plantas 

eIF(iso)4E-1 que no expresan eIF(iso)4E (Figura 9A). 

 

Tomando en cuenta el resultado anterior, se inoculó con viriones purificados 

plantas de A. thaliana Col-0 silvestres, (iso)4E1 (mutante nula) (iso)4E2 

(sobreexpresora) y se extrajo RNA total de hojas locales a 0 y 4 dpi y de hojas 

sistémicas a 4 y 15 dpi. Mediante qRT-PCR se determinó la presencia del RNA de 

sentido positivo de TEV-TAMPS en todas las muestras (Figura 10). A 4 dpi en 

hojas locales se observó una mayor cantidad de RNA viral en plantas silvestres y 

mutantes (iso)4E2 con respecto a la cantidad de RNA inoculado (0 dpi). Como se 

mostró anteriormente, la ausencia de eIF(iso)4E afectó el movimiento sistémico 

viral, ya que no se detectó RNA viral a nivel de hojas sistémicas. Sin embargo, a 

nivel local en esta mutante se detectó RNA a niveles similares a los inoculados, 

aunque menores a los observados en las plantas silvestres o sobreexpresoras del 

factor. Estos datos sugieren de manera indirecta que la estabilidad y acumulación 

del RNA viral en A. thaliana Col-0 a nivel local no se ve afectada por la ausencia 

de eIF(iso)4E. 
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Figura 10. Análisis cuantitativo mediante qRT-PCR de la acumulación de RNA de 
sentido positivo de TEV-TAMPS en A. thaliana Col-0 mutante (iso)4E1 (barras 
negras), silvestres (barras blancas) mutante (iso)4E2 (barras grises) en hojas 
locales (L) a 0 y 4 dpi, y hojas sistémicas (S) a 4 y 15 dpi . Se graficó el nivel 
relativo de cambio en la cantidad de RNA viral tomando como valor 1 la cantidad 
inoculada en forma de viriones. Los valores fueron normalizados por los niveles 
del factor eEF1α. 
 

 

Para confirmar que la ausencia de eIF(iso)4E no afecta la acumulación o la 

estabilidad viral pero si el movimiento de TEV-TAMPS en A. thaliana, se extrajo la 

proteína total de hojas locales y sistémicas de plantas Col-0 silvestres, mutante 

nula y sobreexpresora de eIF(iso)4E, y se detectó por western blot la presencia de 

CP de TEV (Figura 11). Mediante este ensayo se pudo detectar a la proteína viral 

en hojas locales a 0 y 4 dpi, mientras que en las hojas sistémicas de plantas 

carentes de eIF(iso)4E, la proteína viral estaba ausente, contrario a lo observado 

en el resto de las líneas de plantas. Además, se observó que la cantidad de 

proteína viral incrementa conforme pasa el tiempo de infección, lo que sugiere que 

la traducción viral parece ser independiente de eIF(iso)4E. Estos datos apoyan la 

idea de que el movimiento de TEV-TAMPS (a nivel de RNA o de proteínas) es 

afectado por la ausencia de eIF(iso)4E. 
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Figura 11. A la izquierda se muestra la detección por western blot de la proteína 
CP de TEV en hojas locales a 0 y 4 dpi, y sistémicas a 4 y 15 dpi en A. thaliana 
Col-0, mutante nula (iso)4E1, silvestre y mutante sobreexpresora (iso)4E-2. Del 
lado derecho se muestra  la detección por western blot del factor eIEF1Bβ usado 
como control de carga para las mismas membranas. 
 

 

Tomando en cuenta que durante la replicación de TEV existe un RNA con sentido 

negativo intermediario en la síntesis de nuevas cadenas virales, y que se ha 

evidenciado la presencia de algunos factores de inicio de la traducción en 

complejos asociados a la replicación de algunos Potyvirus (Cotton, Grangeon et al. 

2009), se cuantificó la cantidad de RNA con sentido negativo de TEV-TAMPS con 

la finalidad de determinar si la ausencia de eIF(iso)4E afecta la replicación viral. 

Dado que las plantas se inocularon con partículas virales parcialmente purificadas, 

se consideró como basal la presencia de intermediarios negativos a tiempo 0, por 

lo que los datos obtenidos para los tiempos 4 y 15 dpi, fueron referidos como 

veces de cambio con respecto a 0 dpi considerado como 1 (Figura 12). Todos los 

valores fueron normalizados por el qRT-PCR de eEF1α. Con base en este análisis 

se observó que eIF(iso)4E no es imprescindible para la replicación de RNA de 

TEV-TAMPS a nivel local, al no haber cambio significativo entre los niveles de 

RNA detectados en plantas silvestres y mutantes carentes de eIF(iso)4E. Sin 

embargo, se distingue un incremento de RNA con sentido negativo en las plantas 

sobreexpresoras de dicho factor a nivel local y sistémico (Figura 12). 
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Figura 12. Análisis cuantitativo de la acumulación de RNA viral con sentido 
negativo en A. thaliana Col-0 mutante (iso)4E1 (barras negras), silvestres (barras 
blancas) mutante (iso)4E2 (barras grises) en hojas locales (L) a 0 y 4 dpi, y hojas 
sistémicas (S) a 4 y 15 dpi Se graficaron niveles relativos de veces cambio de la 
cantidad de RNA de sentido negativo con respecto a 0 dpi que fue considerado 
como 1. Todos los valores fueron normalizados por los niveles del factor eEF1α.  
 

 

7.4 Evaluación de la eficiencia de traducción del RNA de TEV-TAMPS en 

ausencia de eIF(iso)4E en A thaliana. 

 

eIF(iso)4E reconoce el cap de los mRNA, permitiendo el ensamble del complejo 

de inicio de la traducción. Debido a la interacción de eIF(iso)4E con VPg presente 

en el extremo 5´de los Potyvirus, se ha sugerido que su rol podría ser mediar la 

traducción del RNA viral directamente o inhibir la traducción celular mediante el 

secuestro de este factor (Khan, Miyoshi et al. 2008, Eskelin, Hafren et al. 2011). 

En este trabajo se evaluaron, mediante la separación de polisomas en gradientes 

de sacarosa, los niveles de traducción del RNA viral en hojas locales de A. 

thaliana Col-0 silvestres, mutante nula y la sobreexpresora de eIF(iso)4E a 4 dpi. 

En la figura 13A se muestran los perfiles polisomales y el RNA separado en geles 

de agarosa presente en las fracciones obtenidas. El RNA viral de las fracciones 
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señaladas con un asterisco fue cuantificado por qRT-PCR (este experimento fue 

realizado por triplicado), la figura 13B muestra la distribución del RNA de TEV-

TAMPS a lo largo del perfil polisomal en cada línea de plantas. Se observó que el 

RNA viral está presente en fracciones polisomales o de traducción activa en todas 

las plantas, lo que sugiere que la traducción del RNA viral puede prescindir de 

eIF(iso)4E y ser soportada por otro mecanismo u otro factor de inicio de la 

traducción de la familia eIF4E. 

 

Para el mismo análisis de fracciones polisomales se cuantificó la distribución del 

mRNA correspondiente a eEF1α en las tres líneas de plantas. En todos los casos, 

este mRNA estaba distribuido hacia las fracciones polisomales o 

traduccionalmente activas, ya que este es un gen de expresión constitutiva (Figura 

13C). Esta observación también indicó que durante la infección con TEV-TAMPS 

no necesariamente se utiliza eIF(iso)4E como mecanismo de inhibición para la 

traducción celular.  
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Figura 13. Distribución del RNA viral a través de un gradiente de sacarosa. A) Se 
muestran los perfiles polisomales obtenidos a partir de plantas de A. thaliana Col-0 
silvestres, (iso)4E1 (mutante nula) e (iso)4E2 (sobreexpresora) a 4 dpi con TEV-
TAMPS, se indican los monosomas como las fracciones donde la traduciión de 
RNAs es baja y polisomas como las fracciones traduccionalmente activas. El RNA 
de cada fracción fu separado por electroforesis en gel de agarosa. Las fracciones 
marcadas con asterisco fueron tomadas para los experimentos de qRT-PCR B) Se 
muestra la cantidad porcentual de RNA viral distribuido en cada fracción polisomal. 
C) Se muestra la cantidad porcentual del RNA de eEF1α usado como control de 
traducción en el ensayo. 
 

 

Para descartar la posibilidad de que la distribución de RNA de TEV-TAMPS  

observada en los gradientes de sacarosa fuese debida a algún tipo de forma 

encapsidada o parcialmente encapsidada de los viriones que co-migrara en 

fracciones de alta densidad, se realizó un experimento en presencia de puromicina 

que disocia a las dos subunidades ribosomales e inhibe la traducción pero no 

afecta la formación de partículas virales. Para esto, se obtuvieron los perfiles 

polisomales de hojas locales de plantas de N. tabacum a 4 dpi con TEV-TAMPS 

agregando puromicina al concentrado de ribosomas con la finalidad de inducir la 

disociación de los ribosomas y desensamble de los complejos polisomales. Los 
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ensayos de RT-PCR para amplificar un fragmento codificante para la proteína Nib 

de TEV-TAMPS, mostraron al RNA viral desplazado hacia fracciones no 

traduccionales en presencia de puromicina (Figura 14), de manera similar a un 

RNA ribosomal (18S) y contrario a lo que se observó en presencia de 

cicloheximida para mantener unidos a los ribosomas en presencia del RNA que 

está siendo traducido. 

 

 

Figura 14. Efecto de la asociación/disociación de ribosomas sobre la distribución 
polisomal de TEV-TAMPS. (Izquierda) Efecto de la cicloheximida en el perfil 
polisomal de hojas de tabaco infectadas con TEV-TAMPS (4 dpi). (Derecha) Perfil 
polisomal de hojas de tabaco infectada con TEV-TAMPS (4 dpi) obtenido en 
presencia de puromicina. 
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7.5 VPg y CP de TEV-TAMPS se asocian en complejos con eIF(iso)4E in 

planta. 

 

La interacción de eIF(iso)4E con proteínas virales ha sido estudiada 

fundamentalmente in vitro o por ensayos de co-localización mediante proteínas de 

fusión con etiquetas fluorescentes. Sin embargo, aún no se ha esclarecido 

completamente la formación de complejos entre este factor celular y las proteínas 

virales o la función de estos en el ciclo infectivo. En este trabajo se realizaron 

experimentos de co-imnunoprecipitación sin hacer tratamiento con RNasa usando 

anticuerpos α-eIF(iso)4E α-CP y α-eIF4E para determinar in planta los complejos 

que se están formando durante el proceso de infección con TEV-TAMPS. El 

producto de las inmunoprecipitaciones fue separado electroforéticamente en geles 

de SDS-PAGE y mediante western blot se detectó la presencia de eIF(iso)4E, 

eIF4E y las proteínas virales CP y NIa (precursor de VPg) en hojas locales de 

plantas de A. thaliana Col-0 silvestres, (iso)4E-1 (mutante nula) e (iso)4E-2 

(sobreexpresora) a 4 dpi (Figura 15). Al realizar la inmunoprecipitación de 

eIF(iso)4E, se corroboró la ausencia de éste en las mutantes nulas, sin embargo, 

se observó la co-inmunoprecipitación de las proteínas virales CP y NIa con este 

factor en plantas silvestres y sobreexpresoras, aunque no se descarta la 

posibilidad de que estas interacciones sean mediadas por RNA. En estos 

complejos no se detectó eIF4E indicando que el anticuerpo usado presenta 

afinidad sólo por eIF(iso)4E. Por otra parte, entre las proteínas que co-

inmunopreciptaron con la proteína viral CP, se detectó a eIF(iso)4E y NIa en 

plantas silvestres y sobreexpresoras de eIF(iso)4E, confirmando la formación del 

mismo complejo. Finalmente al realizar el ensayo empleando como anticuerpo α-

eIF4E, se pudo evidenciar que junto con el factor eIF4E co-inmunoprecipitaba solo 

la proteína NIa pero no CP ni eIF(iso)4E. Este resultado es congruente con datos 

previamente reportados (Beauchemin, Boutet et al. 2007, Roudet-Tavert, Michon 

et al. 2007, Charron, Nicolai et al. 2008), y sugiere la formación de otro complejo 

proteico entre eIF4E y NIa cuya función podría ser distinta al complejo formado por 

eIF(iso)4E, CP y NIa. Es necesario aclarar que las dos proteínas detectadas en el 

western blot por el anticuerpo α-NIa corresponden a VPg (la de menor tamaño) y 

la segunda podría ser un precursor de esta proteína, dado que se ha reportado 

que durante la maduración de VPg se pueden encontrar varios precursores tales 

como VPg, VPg-Pro, 6K-VPg-Pro (Beauchemin, Boutet et al. 2007) 
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Dado que se ha reportado que chaperonas podrían estar asistiendo los complejos 

formados entre factores celulares y proteínas virales, se detectó la presencia de la 

chaperona HSP70 en las reacciones de inmunoprecipitación anteriormente 

descritas. Se observó que HSP70 co-inmunoprecipitó con las proteínas CP y 

eIF4E por separado en hojas locales de las tres líneas de plantas de A. thaliana, 

indicando que presencia de la misma en los complejos proteicos no depende de 

eIF(iso)4E pero posiblemente de RNA. 

 

 

Figura 15. Inmunodetección de las proteínas eIF(iso)4E eIF4E, CP y NIa en 
complejos proteicos inmunoprecipitados con los anticuerpos indicados a partir de 
hojas locales de plantas de A. thaliana Col-0 (silvestre), (iso)4E1 (mutante nula) e 
(iso)4E2 (sobreexpresora) a 4 dpi con TEV-TAMPS. En el panel  superior se 
muestra la IGg de cada anticuerpo empleado en la inmunoprecipitación. A la 
izquierda la detección de cada proteína en extracto totales. 
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8. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se estudió la participación de eIF(iso)4E durante la infección de A. 

thaliana con un Potyvirus a diferentes niveles. Los resultados indicaron que 

durante la infección con un aislamiento mexicano del virus de jaspeado de tabaco 

(TEV-TAMPS), este factor es dispensable para la acumulación, traducción y 

replicación del RNA viral. Sin embargo, la ausencia de eIF(iso)4E interfiere con la 

diseminación de TEV-TAMPS en A. thaliana (Figuras 5, 10 y 11). 

 

En A.thaliana ecotipo Col-0 hay un mecanismo que no se conoce a detalle pero 

restringe el movimiento sistémico de algunos aislados de TEV mediado por las 

proteínas RTM1, RTM2 y RTM3. En este trabajo se observó que el aislamiento 

mexicano TEV-TAMPS puede sobrepasar dicha resistencia, siendo capaz de 

moverse sistémicamente en A. thaliana Col-0 (Figura 5B). 

 

Algunos mecanismos desarrollados por los virus que permiten sobrepasar la 

resistencia a la infección ofrecida por la planta, son soportados por cambios en 

algunas proteínas virales como VPg y CP. Se ha propuesto que mediante la 

substitución de algunos aminoácidos en la parte central y C-terminal de VPg, el 

virus puede sobrepasar mecanismos de resistencia recesiva o permitir la 

acumulación en el sistema vascular (Rajamaki y Valkonen 2002, Charron, Nicolai 

et al. 2008, Perez, Yeam et al. 2012). Por otra parte se ha determinado que 

aislamientos de LMV y PPV pertenecientes al género Potyvirus son capaces de 

sobrepasar la resistencia RTM de A. thaliana, ya que presentan sustituciones 

particulares en algunos aminoácidos de la región N-terminal de la proteína CP. Se 

ha sugerido que estos cambios podrían afectar la interacción con alguna de las 

proteínas RTM y permitir que estos aislamientos virales sean capaces de 

diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0 (Decroocq, Salvador et al. 2009). 

 

Tomando en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se realizó la 

secuenciación del genoma de TEV-TAMPS, con un enfoque particular en las 

secuencias de VPg y CP. La secuencia obtenida para TEV-TAMPS fue comparada 

con la correspondiente a aislamientos de TEV afectados en su capacidad para 

diseminarse sistémicamente en A. thaliana Col-0, y aislamientos cuya capacidad 

de diseminación sistémica no es conocida. De manera interesante, el alineamiento 

mostrado en éste trabajo (Figura 6), indica cambios en la región central de las 
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proteínas VPg de los aislamientos MX_MEX1_EU334789, MX_MEX3_EU334788 

y TEV-TAMPS tal como se muestra en el trabajo de (Perez, Yeam et al. 2012), en 

el que se sugiere que dichos cambios conducen a la reactivación de la virulencia 

de aislamientos de TEV mediada por la interacción con los factores de inicio de la 

traducción de la familia eIF4E en Capsicum spp. Por otra parte, los análisis 

comparativos entre las secuencias de las proteínas CP de diferentes aislamientos 

de TEV mostraron cambios en la región N-terminal para TEV-TAMPS (Figura 7) 

que son responsables de la divergencia entre este aislamiento mexicano y 

aislamientos que no son capaces de movilizarse en A. thaliana Col-0 (TEV-7DA), 

ubicándolos en grupos diferentes al realizar un análisis filogenético (Figura 8). 

 

Acorde al análisis de secuencias realizado en este trabajo se propone que los 

cambios en aminoácidos específicos de CP y VPg de TEV-TAMPS, podrían tener 

repercusión en la capacidad de diseminación sistémica de este aislamiento en A. 

thaliana Col-0. Sin embargo, es necesario corroborar experimentalmente esta 

propuesta. 

 

Los virus de plantas requieren diversos factores del hospedero para llevar a cabo 

la expresión y replicación de su genoma, así como su dispersión. Numerosos 

trabajos han caracterizado genes de resistencia viral mediante mutaciones 

espontáneas o inducidas a través de compuestos químicos. Entre los factores 

responsables de resistencia recesiva se ha reportado a los factores de inicio de la 

traducción miembros de la familia eIF4E, particularmente para virus pertenecientes 

al género Potyvirus (Duprat, Caranta et al. 2002, Lellis, Kasschau et al. 2002, Gao, 

Johansen et al. 2004, Kang, Yeam et al. 2005, Robaglia y Caranta 2006, Hwang, 

Li et al. 2009).  

 

Recientemente se han encontrado complejos de replicación de Potyvirus formados 

por RNA de doble cadena y las proteínas virales NIa (o su forma inmadura 6K2-

NIa) y NIb, además de proteínas necesarias para la traducción de los RNAs del 

hospedero, tales como la proteína de unión a la cola de poliadeninas 2 (PABP2), 

eIF(iso)4E y eEF1A, aunque no se ha esclarecido el papel de estas en la 

replicación viral (Cotton, Grangeon et al. 2009, Huang, Wei et al. 2009).  

 

En este trabajo se analizó cuantitativamente la presencia de cadenas de RNA 

negativas de TEV-TAMPS como un indicativo de la replicación viral. La 
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cuantificación fue considerada a partir de 0 dpi como el estado inicial, y como el 

estadio en el que la carga de RNA negativo fue menor, ya que para estos 

experimentos se inocularon viriones parcialmente purificados. Los resultados 

mostraron la presencia de cadenas negativas en hojas locales de plantas 

silvestres y mutantes carentes de eIF(iso)4E, pero en hojas sistémicas de la 

mutante no se observó RNA viral ya sea de sentido positivo o negativo (Figuras 11 

y 12). Sin embargo, en las hojas sistémicas de plantas sobreexpresoras de 

eIF(iso)4E, se detectaron mayores niveles de RNA de sentido negativo. Estos 

datos sugieren que eIF(iso)4E no es imprescindible para la replicación viral, pero 

podría tener participación en este mecanismo, ya que su sobreexpresión favorece 

la replicación. Por otra parte, es posible que eIF4E pueda mediar la replicación de 

TEV-TAMPS, dada su interacción con VPg o su forma inmadura 6K2-NIa (Figura 

15). Asimismo, no se descarta la posibilidad de que este tipo de complejo tenga 

otra función durante la infección como el transporte intra- o intercelular del RNA 

viral. 

 

En contraste con los mRNAs celulares, el RNA de TEV carece de la estructura cap 

indispensable para el inicio de la traducción. En cambio, TEV tiene acoplada por 

un enlace fosfodiester a la proteína VPg en el extremo 5’ seguida por una región 

no traducible que puede formar estructuras secundarias (Urcuqui-Inchima, Haenni 

et al. 2001, Dreher y Miller 2006). Se ha probado in vitro la interacción de la 

proteína VPg de Potyvirus con los miembros de la familia eIF4E de A. thaliana y T. 

aestivum, sugiriéndose que VPg puede competir con los RNA celulares con cap 

por eIF4E o eIFiso4E para favorecer la traducción del RNA viral o para llevar a 

cabo algún otro proceso (Leonard, Plante et al. 2000, Miyoshi, Suehiro et al. 

2006). En experimentos in vitro se ha probado el rol de la región 5’ no traducible 

de TEV para soportar la traducción cuando se fusiona a esta un RNA reportero. Se 

observó que la traducción del reportero es mediada por la interacción de eIF4G o 

en menor medida de eIFiso4G con la estructura secundaria que se forma en la 

región no traducible 5’ de TEV y que esta interacción es estabilizada en presencia 

de eIF4E y eIF(iso)4E (Zeenko y Gallie 2005, Ray, Yumak et al. 2006). Estos 

datos indican que aunque los factores tipo eIF4E podrían promover la traducción 

del RNA de TEV, el papel principal en este evento reside en eIF4G, quien actúa 

reclutado por una secuencia interna (tipo IRES) independientemente de VPg. 

Mediante la separación de fracciones polisomales se observó que el RNA de TEV-

TAMPS se encuentra traduccionalmente activo en plantas de A. thaliana Col-0, 
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tanto silvestres, como mutantes nulas [(iso)4E1] o sobreexpresoras [(iso)4E2] de 

eIF(iso)4E (Figura 13). Esto sugiere que, in vivo, la traducción activa de las 

proteínas virales no depende de la presencia o niveles de eIF(iso)4E, por lo que se 

apoya la idea que in planta la traducción de TEV-TAMPS sea vía IRES y mediada 

por algún miembro de la familia eIF4G utilizando probablemente a eIF4E para 

estabilizar la formación de un complejo de inicio para la traducción viral. 

 

Investigaciones con eIF4E y eIF(iso)4E recombinantes de A. thaliana y Triticum 

aestivum, han indicado que la proteína NIa (el precursor de VPg) del virus TuMV 

puede llevar a cabo una eficiente interacción con eIF(iso)4E de Arabidopsis y de 

trigo, y con menor eficiencia con eIF4E de estas especies. Esto ha sugerido  que 

VPg puede unirse a cualquier isoforma y podría existir competencia entre VPg y 

los mRNA celulares por los miembros de la familia eIF4E. Por otro lado se ha 

mapeado el sitio de interacción de VPg con los factores eIF4E, encontrando que 

una secuencia de 35 aminoácidos en la región amino de las proteínas VPg de 

diferentes aislamientos de TEV, es la responsable de dicha interacción (Leonard, 

Plante et al. 2000). Otros estudios in vitro demuestran que existe competencia 

entre VPg y el análogo de cap 7mGTP por unirse a eIF(iso)4E de A. thaliana 

siendo favorecida la interacción entre VPg y eIF(iso)4E. Además se observó que 

esta interacción es viable para formar el complejo VPg-eIF(iso)4E-eIFiso4G 

(Miyoshi, Suehiro et al. 2006). Ensayos in vivo han mostrado que precursores de 

la proteína VPg de TuMV son capaces de co-localizar con eIF(iso)4E de 

Arabidopsis al ser expresados en N. benthamiana, lo que propone que esta 

interacción podría mediar la replicación y/o la traducción del genoma viral 

(Beauchemin, Boutet et al. 2007). Los resultados obtenidos en éste trabajo 

plantean la formación de dos tipos de complejos entre las proteínas del 

aislamiento mexicano TEV-TAMPS, eIF(iso)4E y eIF4E de A. thaliana in vivo: 1) 

Un complejo en el que eIF4E se asocia con VPg y la chaperona HSP70; 2) Un 

complejo formado por eIF(iso)4E con las proteínas virales CP y VPg o algún 

precursor (Figura 15). De estos complejos, el segundo es el que probablemente 

estaría involucrado en la dispersión sistémica viral, ya que además, no podemos 

descartar que la formación de dichos complejos esté mediada por RNA. 

 

Miembros de la superfamilia HSP70 tienen un papel importante en el plegamiento, 

disgregación y transporte de un amplio número de proteínas (Hartl y Hayer-Hartl 

2002). Datos recientes han sugerido que un motivo ubicado en el extremo C-
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terminal de la proteína HSC70 permite la interacción en complejos 

ribonucloprotéicos virales competentes para el movimiento entre célula a célula, 

teniendo la capacidad incrementar el tamaño del límite de exclusión del 

plasmodesmo e interaccionar con rutas plasmodesmales de translocación 

autónomas no celulares (Aoki, Kragler et al. 2002). En éste estudio se detectó a la 

proteína HSP70 co-inmunoprecipitando con eIF4E de A. thaliana en un complejo, 

y con CP en otro complejo aún en ausencia de eIF(iso)4E (Figura 15; (iso)4E-1). 

Dada la universalidad del anticuerpo utilizado, no se puede definir a qué miembro 

de la familia de proteínas HSP70 de Arabidospsis corresponde la proteína 

detectada. Sin embargo, el resultado sugiere que se podrían formar complejos de 

movimiento célula a célula en ausencia de eIF(iso)4E asistido por algún miembro 

de la familia de chaperonas HSP70 o complejos de replicación viral ya que ésta 

chaperona se ha encontrado en complejos de replicación viral (Jiang y Laliberte 

2011) además se debe considerar que los ensayos de inmunoprecipitación fueron 

realizados sin hacer tratamiento con RNsas, por lo que es posible que los 

complejos encontrados pueden estar mediados por RNA viral. 

 

Se ha planteado que eIF4E o eIF(iso)4E puede tener diversos roles en la infección 

viral, como la traducción, el movimiento, la replicación y la estabilidad del RNA 

viral. En este trabajo se pudo establecer que para el sistema TEV-TAMPS – A. 

thaliana Col-0 la participación de eIF(iso)4E en el ciclo infectivo viral se encuentra 

principalmente a nivel de dispersión sistémica. Sin embargo, sería necesario 

efectuar ensayos adicionales que permitan definir si los complejos formados por 

eIF(iso)4E y proteínas virales in planta participan en el movimiento célula a célula 

o sistémico de TEV-TAMPS. 
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9. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se reporta un aislamiento mexicano de TEV capas de sobrepasar 

la restricción al movimiento sistémico en A. thaliana Col-0. 

 

Se encontraron cambios en aminoácidos específicos de las proteínas virales VPg 

y CP de TEV-TAMPS con respecto al aislamiento TEV-7DA que es susceptible al 

mecanismo de resistencia mediado por RTM en A. thaliana ecotipo Col-0. 

 

Acorde a alineamientos y filogenias construidas para VPg y CP de diferentes 

aislamientos de TEV se sugiere que los cambios de aminoácidos en TEV-TAMPS 

podrían estar involucrados en la capacidad de sobrepasar la respuesta RTM en el 

patosistéma A. thaliana Col-0-TEV-TAMPS. 

 

La ausencia de eIF(iso)4E afecta la dispersión sistémica de TEV-TAMPS, pero no 

la traducción o producción de intermediarios de la replicación. 

 

La sobreexpresión de eIF(iso)4E incrementa los niveles de cadenas antisentido de 

TEV-TAMPS, por lo que no se descarta que este factor tenga participación en la 

replicación viral. 

 

eIF(iso)4E y eIF4E de A. thaliana ecotipo Col-0 forman in vivo distintos complejos 

con proteínas virales de TEV-TAMPS. La formación de un complejo eIF(iso)4E-

VPg-CP es probablemente indispensable para la dispersión sistémica de TEV-

TAMPS en el hospedero A. thaliana Col-0.    
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10. PERSPECTIVAS 

 

Los resultados de este trabajo sugieren que es necesario abundar en el estudio de 

los cambios encontrados en las secuencias que codifican las proteínas VPg y CP 

que son importantes en el movimiento viral, con la finalidad de establecer si dichos 

cambios son responsables de la capacidad de TEV-TAMPS para sobrepasar la 

respuesta RTM de A. thaliana Col-0. Una propuesta a futuro es llevar a cabo la 

construcción de una clona infecciosa de TEV-TAMPS para realizar ensayos de 

mutación dirigida y análisis de la dispersión sistémica de las clonas mutantes en 

este hospedero. 

 

Realizar ensayos de co-inmunoprecipitación de RNA para poder determinar la 

presencia de RNA viral en los complejos protéicos encontrados. 

 

Llevar a cabo el estudio de la localización in situ de las proteínas virales VPg, CP y 

eIF(iso)4E en el patosistema TEV-TAMPS-A. thaliana Col-0 con la finalidad de 

discernir cuál es su localización durante la infección viral y si esta está dirigida a 

soportar el movimiento sistémico viral. 
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