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ABREVIATURAS

ASGV
BabVvQ

BNYVV

BRMV

BSBMV

cDNA
CMoMV
CMoV
CP

CRLVRNAA

CYVaVv

DNA

GA

GRV

LMV

INcRNA

MABYV

PMeV-Mx

Apple stem grooving virus- Virus del ranurado del tallo de la manzana.
Babaco virus Q- Virus Q del babaco.

Beet necrotic yellow vein virus- Virus de la vena amarilla necrotica de
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RESUMEN

PMeV-Mx es un virus nuevo similar a Umbravirus asociado a la meleira de la papaya en
México, esta enfermedad provoca graves pérdidas economicas en el cultivo de papaya. El
virus tiene un genoma de RNA de cadena sencilla, de 4.3 Kb, codifica para dos marcos de
lectura abiertos y tiene un RNA largo no codificante (IncRNA). Al igual que los umbravirus,
no codifica una proteina de la capside, por lo que no es posible purificar particulas virales
para confirmar la etiologia de la enfermedad. El objetivo de este trabajo es determinar si
el genoma viral es necesario y suficiente para producir la enfermedad, asi como
caracterizar la secuencia del INcRNA. En este proyecto se desarroll6 una clona infectiva
de PMeV-Mx por el método de ensamble de Gibson, la cual se encuentra bajo el control
del promotor CaMV 35S y de una Ribozima viral para el control de la expresion del RNA
viral en plantas mediante agroinfiltracion. Los resultados de este estudio son el primer
acercamiento a la caracterizacién de la secuencia nucleotidica y la estructura secundaria
del IncRNA de PMeV-Mx, donde se identificaron regiones putativamente involucradas en
la replicacion del virus, para las cuales se realizé el disefio de mutantes sitio dirigidas y se
culminé con la construccién de una mutante ensamblada por el método de Gibson. Lo
anterior permitird, en un futuro cercano, la caracterizacién in vivo de estas regiones
mediante el analisis de su expresion en plantas. Complementariamente, la construccion
de una clona infectiva del Virus asociado a la meleira de la papaya en México (PMeV-Mx)
podria contribuir a facilitar la investigacion de la patogénesis viral, asi como ayudar al

esclarecimiento de la etiologia de enfermedad en México.
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ABSTRACT

PMeV-Mx is a new Umbravirus-like associated with papaya meleira in Mexico, this disease
causes serious economic losses in papaya cultivation. The virus has a single-stranded
RNA genome of 4.3 Kb, encodes two open reading frames, and has a long non-coding
RNA (IncRNA). Like the umbraviruses, it does not encode a capsid protein, so it is not
possible to purify viral particles to confirm the etiology of the disease. The aim of this work
was to determine if the viral genome is necessary and sufficient to cause the disease, as
well as to characterize the sequence of the IncRNA. An infectious clone of PMeV-Mx was
generated inserting the viral genome in a binary vector using Gibson assembly. The
plasmid contains the CaMV 35S promoter and a viral Ribozyme to control viral RNA
expression in plants. As an approach towards the characterization of the PMeV-Mx
INcCRNA, regions of secondary structure putatively involved in virus replication were
identified for which the design of site-directed mutants was carried out, culminating in the
construction of a mutant assembled by Gibson's method. This reverse genetic aproach will
allow, in the near future, the characterization of the secondary structure rich regions in
plants. In addition, the construction of an infectious clone of PMeV-Mx could contribute to
understatand the etiology of the disease in Mexico and facilitate to identify genetic

determinants of pathogenicity.
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INTRODUCCION
La papaya (Carica papaya L.) es un cultivo importante en todo el mundo. En el 2018 se

produjeron en México un total 1,051,959 toneladas del fruto (FAOSTAT, 2018). Yucatan se
encuentra entre los diez principales estados productores de papaya, dominando el mercado
nacional junto con Chiapas y Colima, por la calidad del fruto que producen (Guzmén et al.,
2012).

En las regiones productoras de papaya mas importantes del mundo, las principales
enfermedades son causadas hongos del género Colletotrichum y por virus, las cuales provocan
graves pérdidas econdmicas. Se han reportado mas de diez especies de virus diferentes en
papaya en todo el mundo. Sin embargo, los mas importantes en América son tres: el Virus de la
mancha anular de la papaya (PRSV-P), el Virus del mosaico de la papaya (PapMV) y el
complejo de virus de la meleira de la papaya, que comprende el Virus de la meleira de la
papaya (PMeV) y virus de la meleira de la papaya 2 (PMeV2) (S& Antunes et al., 2020).

El complejo de Virus de la meleira de la papaya (PMeV y PMeV2), son el agente causal
de la enfermedad conocida como meleira de la papaya o enfermedad pegajosa de la papaya
(PSD), esta enfermedad se caracteriza por la exudacion de latex liquido y acuoso en la
superficie del fruto, el cual se oscurece después por exposiciobn atmosférica y da como
resultado un aspecto pegajoso de la fruta. Esta exudacion también da lugar a la aparicion de
pequefias lesiones necréticas en los bordes de hojas tiernas y areas irregulares de color verde

claro y amarillento en las frutas verdes (S& Antunes et al., 2020).

En México se observaron por primera vez sintomas similares a los de la enfermedad
pegajosa de la papaya (PDS) también llamada meleira de la papaya en el 2008, en una
plantacion de papaya ubicada en el estado de Quintana Roo. Para el 2012, se identificd la
presencia y ocurrencia de esta enfermedad en México en huertos de papaya del estado de
Quintana Roo y en 29 municipios diferentes ubicados en diez productores de papaya del pais
(Perez-Brito, 2012). Hasta este afio, se pensaba que la meleira era causada Unicamente por el
virus de RNAcd, PMeV. Pero los cebadores para PMeV de Brasil no funcionaban para detectar
la enfermedad en México, donde el diagnostico se confirmaba mediante la extraccion de acidos
nucleicos donde una banda distintiva de RNAds de 12 Kb en un gel de agarosa, indicaba la
infeccion de las plantas (Tavares et al 2004). En el 2015, Zamudio-Moreno et al., analizaron
plantas con sintomas de meleira en Quintana Roo, donde identificaron una secuencia parcial

de 1,154 pb que codifica para una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) cuya
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identidad mas cercana de la proteina parcial de 384 aminoacidos predicha es la RARPs de un
Umbravirus. Esta secuencia identificada pertenece a lo que ahora se conoce como el virus
PMeV-Mx, un virus de RNAss de sentido positivo, cercano al género Umbravirus, asociado a la

meleira de la papaya en México.

Los Umbravirus son un grupo de virus que infectan una diversidad de plantas, se
caracterizan por no codificar una proteina de la cubierta o capside (CP), ademas dependen
para su transmision por insectos de un virus asistente, que siempre es un miembro de la familia
Luteoviridae. La trans-encapsidacion del genoma de RNAss del umbravirus en la capside del

Luteovirus es necesaria para la transmision (King, A. et al., 2011).

El descubrimiento de esta nueva secuencia viral (PMeV-Mx) asociada a la meleira de la
papaya en México, contribuyé para que Sa Antunes et al. 2016, reportaran un segundo virus
similar a Umbravirus asociado al virus de la meleira de papaya en Brasil (PMeV2), el cual
muestra similitud con PMeV-Mx en México. En Brasil existe evidencia de una coinfeccién por el
complejo viral PMeV/PMeV2 asociado a la meleira de la papaya, y de que el genoma de
PMeV2 se encapsida en la proteina de cubierta de PMeV, por lo que se asume que PMeV es
necesario para la transmision por insectos de PMeV2, y que éste Ultimo es el responsable de

causar los sintomas de la enfermedad, sin embargo, esto Ultimo aln no se ha demostrado.

En México, PMeV-Mx es el Unico virus asociado a la meleira de la papaya, sin embargo,
al ser un virus nuevo, se desconoce en gran medida el papel y la funcionalidad de sus
componentes genéticos, los cuales podrian estar involucrados mecanismos de infeccion y

multiples procesos patolégicos.

La secuencia completa de PMeV-Mx contempla un RNA linear de 4,346 nt, que
comprende dos marcos de lectura abiertos (ORF1 y ORF2). El ORF1 codifica proteina
hipotética de 320 aa y el ORF2 codifica una secuencia de 401 aa que codifica para una RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRP), respectivamente. Y una secuencia de RNA larga no
codificante (IncRNA) de 1,900 nt que forma parte del genoma viral (Lopez-Ochoa, et al., en

preparacion).

Los RNA largos no codificantes (INCRNA) son una clase de RNA de méas de 200 nt de

longitud que no tienen la capacidad de codificar proteinas.

Una caracteristica de las secuencias de IncRNA es que se encuentran menos

conservados que los genes codificadores de proteinas, y que otros RNA (RNAmM, RNAmi,
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RNApn), por lo que se ha debatido activamente sobre su funcionalidad debido a su baja
conservacion entre especies y su baja expresion (Ma et al., 2013). Sin embargo, los INcCRNA
han sido tema de estudio reciente, y los hallazgos sugieren que juegan roles reguladores en
multiples procesos patolégicos. Hasta la fecha han sido descubiertos varios INcCRNA codificados
por virus (Zhao, 2019) y se ha identificado que estos pueden modular la infectividad y el

transcriptoma del hospedero (Shrestha & Bujarski, 2020).

Este proyecto se realiz6 un primer acercamiento a la caracterizacién del RNA largo no
codificante de PMeV-Mx, mediante el andlisis in silico de su secuencia primaria y estructura
secundaria, donde se identificaron regiones involucradas putativamente en la replicacion viral.
Ademas, se desarrolldé una clona infectiva de PMeV-Mx por el Método de ensamble de Gibson,
gue alberga una copia fiel y completa del genoma del virus. La cual se utilizé para realizar la
mutacion sitio dirigida de una de las regiones anteriormente identificadas en el IncRNA de
PMeV-Mx. La clona infectiva y la mutante desarrollada en este proyecto, en un futuro cercano,
seran Utiles para la caracterizacion in vivo del IncRNA mediante agroinfiltracion de plantas.
Complementariamente, el desarrollo de la clona infectiva podria contribuir al esclarecimiento de

la etiologia de enfermedad en México.
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CAPITULO L.

ANTECEDENTES

1.1lmportancia del cultivo de la papaya
La papaya (Carica papaya L.) es un fruto tropical que se originé en el sur de México y

América Central, existe evidencia de su domesticacion dentro de las tierras bajas mayas por al
menos 1500 ac. Hasta ahora se conocen mdultiples usos para este fruto, pero es consumido

principalmente como fruta fresca (Fuentes & Santamaria, 2014)..

La demanda del mercado de frutas tropicales ha crecido constante durante las Gltimas
dos décadas. La papaya es un cultivo frutal importante en todo el mundo y su produccién a
nivel mundial se estima en 13,6 millones de toneladas (FAOSTAT, 2018). En México la
produccion total de papaya para el 2018 fue de 1,051,959 toneladas (FAOSTAT, 2018).
Ademas, es el segundo mayor exportador de frutos tropicales en el mundo y el lider mundial en
exportacion de papaya con una elevada brecha respecto de los otros principales proveedores,
el mayor volumen de papaya se exporta hacia Estados Unidos (82.07%) y Canada (55.16%)
(SIAP, 2017). Segun estimaciones para el afio 2024 (SAGARPA, 2017) la produccién de
papaya oscilaria entre las 1,115.87 miles de toneladas y se exportarian 254.53 miles de
toneladas.

Los principales estados productores son Oaxaca, Colima, Chiapas, Veracruz,
Michoacan, Guerrero, Campeche, Jalisco, Yucatan y Sinaloa. Sin embargo, Chiapas, Colima y
Yucatan dominan el mercado nacional e internacional por la calidad del fruto que producen
(Guzméan et al., 2012).

El cultivo de papaya se ve afectado por problemas fitosanitarios que afectan la calidad
de la planta y del fruto, provocando graves pérdidas econémicas, entre los principales factores
se encuentran las enfermedades ocasionadas por bacterias, hongos, fitoplasmas y virus. En las
principales regiones productoras de papaya del mundo, las principales enfermedades son
causadas por hongos del género Colletotrichium y por virus. Se han reportado mas de 10
especies de virus diferentes en papaya en todo el mundo (Tabla 1). Sin embargo las mas
importantes en América son tres: el virus de la mancha anular de la papaya (PRSV-P), el virus
del mosaico de la papaya (PapMV) y el complejo de virus de la meleira de la papaya, que
comprende el virus de la meleira de la papaya (PMeV) y el virus de la meleira la papaya 2
(PMeV2) (Sa Antunes et al., 2020).
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Tabla 1 Virus de la papaya, por familia y género, en las principales regiones productoras del mundo.

Familia Género Especies de virus
Bunyaviridae Tospovirus Virus del tomate
manchado marchito,
TSWV.
Tenuivirus Virus de la hoja amarilla
leve de la papaya, PMYLV.
Geminiviridae Begomovirus Virus de la hojarizada de

la papaya. PaLCV.

Virus del arrugamiento de
la hoja de papaya, PaLCrV.
Virus del rizado de la hoja
de chile, ChiLCuV.

El virus del rizado de
la hoja del tomate de Nueva
Delhi TOLCNDV.

Virus del mosaico de la
vena amarilla de Crotén,
CYVMV.

Potyviridae Potyvirus Virus de la mancha anular
de la papaya, PRSV-P.
Virus del mosaico de la
distorsibn de la hoja de
papaya, PLDMV.

Virus del mosaico amarillo
del calabacin, ZYMV.
Rhabdoviridae Rhabdovirus Virus de la necrosis apical
de la papaya, PANV.

Virus de la necrosis caida
de la papaya, PDNV.

Tombusviridaea® Carmovirus?® Virus del amarillamiento
letal de la papaya, PLYV.

Alphaflexiviridae Potexvirus Virus del mosaico de la
papaya, PapMV.

NEP NEP Virus de la meleira de la
p?paya (PMeV°® + PMeV-
29.

®La investigacién molecular indica homologia con la familia Sobemoviridae y el género
Sobemovirus. Tomado de (S& Antunes et al., 2020).

®No establecido. Esta en curso la caracterizacion molecular del genoma del virus.
“Clasificado provisionalmente en el género Totivirus.

dClasificado tentativamente en el género Umbravirus
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1.2 Virus de la meleira de la papaya (PMeV)
La enfermedad pegajosa o meleira de la papaya, fue observada por primera vez en la década

de los 80s en Brasil. Los sintomas caracteristicos de la enfermedad son una intensa exudacion
espontdnea de latex de la superficie del fruto, que se oscurece a medida que se oxida por
exposicion atmosférica; bordes necréticos de las hojas jévenes (Nakawaga et al 1988;
Rodrigues et al., 1989) En 1993, Kitajima y Col. proporcionaron evidencia de una causa viral,
al reportar particulas virales isométricas de aproximadamente 50 nm en laticiferos de plantas
enfermas, asi como la obtencion de RNA bicatenario (RNAds) del latex de frutos (Kitajima et
al., 1993). Posteriormente, para demostrar los postulados de Koch, Maciel-Zambolim y Col.
(2003), purificaron particulas virales isométricas llenas y vacias de 42 y 38 nm respectivamente
e inocularon plantas de papaya sanas, las cuales desarrollaron sintomas tipicos de la
enfermedad. También extrajeron &cidos nucleicos de las particulas virales purificadas,
determinando que el genoma del virus, al que llamaron Virus de la meleira de la papaya
(PMeV) era de RNAds de 12 Kb, confirmando la etiologia de la enfermedad (Maciel-Zambolim
et al. 2003).

En el 2008, se observaron sintomas similares a la meleira de la papaya en una plantacion de
papaya ubicada en el estado de Quintana Roo, en México. Para el 2012, se estudié la
presencia y ocurrencia de PMeV en México en huertos de papaya del estado de Quintana Roo
y en 29 municipios diferentes ubicados en diez productores de papaya del pais. La presencia
del virus se confirmé en siete estados, utilizando el protocolo basado en la observacion de
acidos nucleicos en geles de agarosa, donde se observd una banda distintiva de RNAds de 12
Kb asi como una banda de 4.5 Kb en todas las plantas infectadas (Perez-Brito, 2012). Cabe
mencionar que los cebadores disponibles hasta ese momento para el diagnéstico de PMeV de
Brasil (Araujo et al., 2007), no permitian el diagnéstico por RT-PCR del virus presente en
México (Zamudio-Moreno et al., 2015; Pérez-Brito comunicacion personal). Por esta razén,
Zamudio-Moreno y Col. generaron y secuenciaron una minibiblioteca de cDNA obtenida del
latex de frutos de plantas sintoméaticas de la Peninsula de Yucatan, identificando una secuencia
parcial de 1,154 pb que codifica para una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP). La
identidad mas cercana de la proteina parcial predicha, es la RARP del Virus asociado a la vena
amarilla de los citricos (CYVV), con 42% de identidad, otras secuencias cercanas pertenecen a
las RARP de miembros del género Umbravirus, como son: el Virus imitador del moteado de
zanahoria (CMoMV) (39%), Virus del moteado de la zanahoria (CMoV) (38%) vy el Virus de la
roseta del mani (GRV) (37%). Estos virus poseen un genoma de RNA de cadena sencilla

(RNAcs). Con la secuencia obtenida se logré realizar el diagnostico de la enfermedad en
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México, asi como de una muestra de latex de frutos de una planta sintomatica de Brasil por RT-
PCR. Al comparar las secuencias nucleotidicas de tres amplicones obtenidos del diagndstico
de ambos paises, se encontr6 que uno de 173 pb compartia hasta 98 % de identidad,
sugiriendo que se en México se encontraba una variante del mismo virus, al cual se le
denomind Variante mexicana del virus de la papaya (PMeV-Mx; Zamudio-Moreno et al., 2015).
Posteriormente, en 2015, Abreu y Col. reportaron la primera secuencia completa y
organizacion genémica de PMeV de Brasil, que corresponde a un virus de genoma RNAds de
8,7 kb, con dos marcos de lectura abiertos, el ORF1 codifica la proteina de la capside y el
ORF2 codifica a la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP). Este virus esta relacionado
filogenéticamente con los micovirus, miembros de la familia Totiviridae (Abreu et al., 2015). Al
comparar la secuencia de PMeV con la de PMeV-Mx los autores de este trabajo sefalaron que
PMeV y PMeV-Mx no estaban relacionados (Abreu et al., 2015). Ante estos hallazgos, un afio
después, S& Antunes y Col retomaron la purificacibn de particulas virales de plantas
sintomaticas de Brasil, encontrando un segundo genoma de 4.5 Kb dentro de la proteina de la
capside de PMeV, el cual nombraron PMeV2, un virus similar a Umbravirus (S& Antunes et al.,
2016).

1.3Umbravirus
Los Umbravirus se caracterizan por no codificar una proteina de la cubierta (CP). El

nombre del género Umbravirus se deriva del latin umbra, que significa sombra o un no invitado
gue viene con un invitado, este nombre refleja la forma en que los Umbravirus dependen para
sobrevivir de un virus asistente, que siempre es un miembro de la familia Luteoviridae (King, A.
et al., 2011). Aunque todos los Umbravirus dependen de un virus auxiliar, para la transmision
por insectos vectores, varios de ellos son tan importantes 0 mas importantes que sus
colaboradores en la causa de los sintomas de la enfermedad. En la mayoria de los casos, no
se ha demostrado que los Umbravirus contribuyan con funciones esenciales para el éxito
biolégico de sus virus auxiliares asociados (King, A. et al., 2011) y se ha demostrado que varios
de ellos son tan importantes o mas importantes que sus virus ayudadores en la causa de los

sintomas de la enfermedad.

Los miembros del género Umbravirus de la familia Tombusviridae, tienen un genoma
de RNA monocatenario de sentido positivo con una longitud de aproximadamente 4.0 a 4.2 Kb
(Lim et al., 2019). Su genoma esta organizado comunmente por cuatro marcos de lectura
abiertos principales (ORF) (Figura 1). ORF2 se superpone a ORF1 y se traduce después de un

-1 desplazamiento del marco ribosémico. Los andlisis comparativos han demostrado que el
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ORF2 codifica una polimerasa que se asemeja a las de especies del género Luteovirus (familia
Luteoviridae) y varios otros géneros de virus vegetales. EI ORF3 y ORF4 se superponen casi
por completo en diferentes marcos de lectura y probablemente se traducen a partir de un
RNA subgendmico (Syller, 2003a).

El producto putativo de ORF4 es una proteina de movimiento reconocida para controlar
la propagacion sistémica (de célula a célula) de un virus. Las funciones de ORF1 y ORF3 estan
claras. El producto de ORF1 podria ser una proteina de replicacion. El producto putativo de
ORF3 juega un papel como una proteina de movimiento responsable del transporte de virus a
larga distancia. Esta proteina se une al RNA viral para formar complejos de ribonucleoproteinas
citoplasméticas que pueden servir para proteger el RNA viral y pueden ser la forma en que se
desplaza a gran distancia a través del floema. Las particulas de ribonucleoproteina parecen
representar una estructura nueva que pueden utilizar los Umbravirus como alternativa a los

viriones clasicos (Syller, 2003).

FS
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| ORF2 | || orFa |

5' 3'OH
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Figura 1 Organizacién genémica del Groundnut rosette virus (Virus de la roseta del
mani (GRV)). La linea horizontal continua representa el RNA del genoma, y los bloques
numerados de los ORF numerados correspondientemente (King, A. et al., 2011).

1.3.1 Similitud con otros taxones
Las comparaciones de secuencias de aminoacidos muestran que las RdRPs putativas
codificadas por el RNA genomico de los Umbravirus pertenecen al llamado supergrupo 2 de
RNA polimerasas, al igual que las de los virus de los géneros Carmovirus, Dianthovirus,

Luteovirus, Machlomovirus, Necrovirus y Tombusvirus (King, A. et al., 2011).

Dado que estas enzimas son las Unicas proteinas universalmente conservadas de los virus de
RNA de cadena positiva, el género Umbravirus podria considerarse perteneciente o cercano a

la familia Tombusviridae (Figura 2) (King, A. et al., 2011).
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Figura 2 Relaciones filogenéticas de las RARPs de Umbravirus y algunos otros virus
de plantas (King, A. et al., 2011).

1.3.2 Criterios de demarcacion de especies en el género
Los criterios que delimitan las especies del género son:

e Rango de hospederos naturales.

e Patrén de bandas de RNAds (teniendo en cuenta que algunas bandas pueden representar

especies de RNA satélite).
e |dentidad de secuencia de nucleétidos menor al 70%.

e Hibridacion escasa o nula con sondas de cDNA que representan la mayor parte del genoma.
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1.4 Virus similares a Umbravirus
Los virus similares a Umbravirus o Umbra-like virus, son un grupo de virus vegetales se

encuentran estrechamente relacionados con el género Umbravirus, compartiendo
caracteristicas como la ausencia de una secuencia codificante para la proteina de la capside.
Esta caracteristica hace que los Umbravirus siempre se encuentran asociados con un virus
auxiliar de la familia Luteoviridae (luteovirus, polerovirus y enamovirus) para su infeccion. Este
mismo evento caracteriza a los RNAs asociados a los tombusvirus (tIRNAA) otro grupo de virus
recientemente descritos que no codifican una proteina de capside, y que, aunque pueden
replicarse de forma independiente en células individuales, dependen de un polerovirus auxiliar
para el movimiento sistémico y la transencapsidaciéon (J. Liu et al., 2021). Para los Umbra-like
virus no se ha podido identificar la presencia de un virus auxiliar de la familia Luteoviridae en
plantas infectadas. En el caso del umbra-like virus de la meleira de la papaya 2 (PMeV2), este
esti asociado exclusivamente con un virus auxiliar de la familia Totiviridae (Sa Antunes et al.,
2020). Por lo que, no se puede descartar que los Umbra-like virus tengan asociaciones
mutualistas con virus de diferentes familias. O en su caso no necesite de un virus auxiliar para
causar infeccion, tal como el virus asociado al amarillamiento de las venas de los citricos
(CYVaV) que no se ha encontrado asociado a un virus auxiliar, y que ha sido suficiente para
causar los sintomas de la enfermedad (Kwon et al., 2021). Para los Umbra-like virus como
PMeV-Mx, PMeV2- Au, PpVQ y BabVQ tampoco se ha podido encontrar un virus auxiliar

asociado.

En cuanto su clasificacion filogenética el primer acercamiento a la clasificacion de estos
virus fue por (Kwon et al., 2021) mediante el analisis de secuencias de aa de los dominios
conservados de las RdRps de miembros seleccionados de la familia Tombusviridae, donde se
propone que miembros de virus similares a Umbravirus pueden formar un nuevo género dentro

de la familia Tombusviridae.

Recientemente Liu y Col., (2021), propusieron una clasificacion para estos RNA
asociados similares a Umbravirus (uUIRNAA) mediante la caracterizacion bioldgica y estructural

de sus secuencias. Entre las caracteristicas que comparten son:

e Codifican una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) después de un evento de
cambio de marco ribosémico -1.
e Tienen una longitud de 2,7 a 4,6 Kb.

e Se encuentran estrechamente relacionados con los Umbravirus.
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Ademds (J. Liu et al., 2021) proponen tres clases de ulRNAA, que se soportan por una serie de

analisis de sus relaciones evolutivas basadas en dominios estructurales distintivos.

1.4.1 Virus similares a Umbravirus de la papaya
recientemente se han identificado nuevos virus similares a umbravirus asociados a

sintomas de la enfermedad pegajosa de la papaya (pds). en 2015, el grupo de la dra. l16pez
ochoa liberé una secuencia parcial de pmev-mx de 4,285 nt en el genbank, con nimero de
accesion kf214786.1. esta secuencia comparte hasta 70% de identidad con pmev2 (sa antunes
et al 2016). pmev-mx y pmev2 ademas muestran similitud con otro virus similar umbravirus
(umbra-like virus) encontrado en ecuador en plantaciones de papaya. interesantemente este
virus, al que se denomind virus g de la papaya (ppvq papaya virus g., quito-avila et al. 2015), no
estaba asociado a sintomas de meleira sino a sintomas de la mancha anular de la papaya,
causada por el virus del mismo nombre (prsv-p por sus siglas en inglés). psrv y ppvq se
encontraron en hojas de plantas sintomaticas. se dispone de una secuencia parcial de
nucledtidos para ppvq, que incluye la region del orf2 y parte del Incrna la cual tiene 76.6 % y
46.74 % de identidad con pmev-mx y, con pmev2 respectivamente. para ppvq, solo se dispone
de una secuencia parcial que incluye el orf2, que codifica para al rdrp (quitro-avila et al.,2015),
mientras que para pmev2 y pmev-mx se sabe que tienen un orfl que codifica para una proteina
putativa de funciébn desconocida, que no se parece significativamente a las secuencias
peptidicas reportadas en las bases de datos (sa antunes et al., 2016; zamudio moreno et al.,
2015; quito-avila et al., 2015).
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Figura 3 Organizacion gendémica de virus similares a Umbravirus. (PMeV-Mx: datos
no publicados, PMeV2: KT921785, PpVQ: KP165407 y BabVQ: MT113181.1).

En 2019, se reporta por primera vez la enfermedad pegajosa de la papaya (PDS) en
Queensland, Australia (Pathania et al. 2019). Aunque la secuencia del virus asociado a la
enfermedad no esta disponible, se ha reportado se trata de virus similar a PMeV-Mx y a
PMeV2. Al igual que el caso de México, no fue posible identificar a un virus asociado al PMeV
por secuenciacion masiva, ni por RT-PCR con los cebadores para el diagnostico de PMeV
(Abreu et al 2007).

Para el 2020, se report6 la secuencia completa de un cuarto virus similar a Umbravirus
de papaya en la planta llamada babaco o papaya de monte, una especie relacionada con la
papaya (Carica papaya) perteneciente al género Vasconcellea x heilbornii, y familia
Caricaceae. El nuevo virus denominado Babaco virus Q tiene un genoma que consta de 4,584
nucleétidos organizados en dos marcos de lectura abiertos no superpuestos (ORF 1y 2), una
region no codificante (NCR) de 10 nt de longitud en el extremo 5 'y una NCR de 1,843 nt de
longitud en el extremo 3'. Las comparaciones de secuencia de ORF 2 revelaron homologia con
la RNA-polimerasa dependiente de RNA (RARP) de varios virus del género Umbravirus y virus
relacionados con los Umbravirus. El analisis filogenético de la RARP colocé al nuevo virus en

un clado que incluye virus similares a Umbravirus reportados de papaya como PpVQ, PMeV-
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Mx y PMeV2. Asi como algunos virus asociados a citricos, opuntia, huéspedes de maiz y cafa

de azucar (Cornejo-Franco et al., 2021).

1.4.2 Virus de la meleira de la papaya variante mexicana (PMeV-Mx)
Zamudio-Moreno et al. (2015), analizaron plantas con sintomas de meleira en Quintana

Roo, donde identificaron una secuencia parcial de 1,154 pb que codifica para una RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdARP) cuya identidad mas cercana de la proteina parcial de
384 aminoéacidos predicha es la RdRPs de un Umbravirus. Esta secuencia identificada
pertenece a lo que ahora se conoce como el virus PMeV-Mx, el Unico virus que se ha
encontrado asociado a la meleira de la papaya en México. La secuencia completa de PMeV-
Mx, contempla un RNA linear de 4,346 nt (Lopez-Ochoa, et al., datos sin publicar), con una
organizacion genémica que comprende dos marcos de lectura abiertos (ORF1 y ORF2) que
pertenecen a una proteina hipotética de 320 aa y a una secuencia de 401 aa que codifica para
una RdRP, respectivamente, ademéas de una secuencia larga de RNA no codificante de 1,900
nt (Figura 4).

PMeV-Mx
4346 nt
5 3
i |
! ORF 1 ORF 2 (RdRP) RNAInc :
11.973 nt - 1244..2446 it 2446, 4346 nt

Figura 4 Representacién esquemética de la organizacién genémica de PMeV-Mx. El
RNAss+ viral de 4,346 nt contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF): El ORF1
codifica una proteina hipotética y el ORF2 una RdRP putativa, el genoma también
posee una secuencia de RNA largo no codificante de 1,900 nt.

La caracterizacion de las propiedades gendmicas de PMeV-Mx se encuentra en curso,
en el caso la secuencia de IncRNA de 1,900 nt de PMeV-Mx, los antecedentes para estas
secuencias no codificantes, sugieren que podria jugar un rol importante en la replicacion viral,

dada su naturaleza e implicacién en los ciclos replicativos virales (Wang et al., 2017).

13



CAPITULO |

1.5 RNA largo no codificante (IncRNA).
Los RNA largos no codificantes (INcRNA) son una clase de RNA de mas de 200 nt de

longitud que no se traducen a proteinas.

Una caracteristica de los INcCRNA es que se encuentran menos conservados que los
genes codificadores de proteinas, y que otros RNA bien estudiados como RNAmM, RNAmi,
RNApnN), se ha debatido activamente sobre su funcionalidad debido a su baja conservacion
entre especies y su baja expresién (Ma et al., 2013). Sin embargo, sus secuencias promotoras
y las ubicaciones gendmicas estan tan conservadas como los genes codificantes, indicando
gue su expresion esta bajo estricto control regulatorio y limitaciones evolutivas (P. Wang,
2019).

1.5.1 RNA largo no codificante viral
Los IncRNA se observan en una gran diversidad de especies, incluidas animales,

plantas, levaduras, procariotas y virus. Estos ultimos, han sido tema de estudio reciente, los
hallazgos sugieren que los INcRNA juegan roles reguladores en mdltiples procesos patolégicos
(Z. Wang et al.,, 2017a). Se ha observado que, durante la infeccién por virus, la célula
hospedera genera varios INcRNA para contrarrestar la infeccién. Del mismo modo, los propios
virus también expresan muchos IncRNA para resistir la actividad antiviral celular (W. Liu & Ding,
2017).

En la Figura 5, se observan las funciones reguladoras de los INcRNA en el ciclo de vida viral
(Z. Wang et al., 2017).

Citoplasma A)

Ensamblaje viral

ARNInc

— & .‘ generados o

| inducidos por
1 lrus

\ s

Genoma viral "

"GencmaEd)ei\Xospedc-ro /'

et o

Transcritos

g~ 7 Created in BioRender.com bio




CAPITULO |

Figura 5 Funciones reguladoras de los IncRNA en los ciclos replicativos virales. Una
vez que el virus ingresa a la célula hospedera al unirse a los receptores de la
superficie celular (A y B), los IncRNA generados o inducidos por virus facilitan sus
ciclos de vida mediante el incremento de la transcripcion (C) y traduccion (D) del gen

viral,

promoviendo la replicacion viral

(E) y empaquetado del genoma (F),

aumentando la liberacién del virion (G) y manteniendo la latencia viral (H) (Modificado
de Z. Wang et al., 2017).

Los virus regulan la expresion tanto de sus genes virales como de los genes

de la célula hospedera, por interaccion con DNA, RNA y proteinas durante el proceso de

infeccién, y como resultado, los virus son compatibles con los IncRNA autocodificados como

con los IncRNA del hospedero (W. Liu & Ding, 2017). En la tabla 2 se describen algunos de los

IncRNA generados por virus que han demostrado su papel en la imparticion de resistencia a las

respuestas inmunitarias antivirales (Tabla 2) (Z. Wang et al., 2017).

Tabla 2 RNA largos no codificantes que imparten resistencia a las respuestas inmunitarias antivirales
(tomada de Z. Wang et al., 2017).

(Nombre, familia y tipo

Origen i Funcién
de genoma del virus)
EBER1 vy |Virus de Epstein-Barr, . -
EBER? Herpesviridae, DNAds Unido a PKR y derogando su actividad
VAI RNA y | Adenovirus humano, | Inhibir la activacion de PKR; Interferir con la
VAII RNA | Adenoviridae, DNAds actividad de Dicer
SRNA \évNeztslele, Flaviviridae, Escision perturbadora de DNAdS; Inhibir el
Dicer de RNase; Reprimir la expresion de IFN
Virus del dengue, L s
SFRNA Flaviviridae, RNASS E_SCISIOI’] perturbadora de DNAdSs; Inhibiendo el
Dicer de RNAsa
. .. | Prevencion de la apoptosis de las células
Virus de la_ encefalitis hospederas; obstruir la roduccion de
SfRNA japonesa, Flaviviridae, | . pederas, * P
interferon, la translocacion nuclear y la
RNAss S,
activacion de IRF-3
. . Prevencion de la respuesta al estrés de la
Citomegalovirus humano, | . . : 5
Beta 2.7 célula hospederas, apoptosis y disfuncion

Herpesviridae, DNAds

metabolica

Entre las funciones biolégicas de los INcCRNA se han descrito: incrementan la expresion

génica viral, mantienen la latencia viral, promocionan del ensamblaje viral, aumentan la
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liberacion de viriones, e imparten resistencia a las respuestas inmunitarias antivirales del
hospedero (Z. Wang et al.,, 2017). Hasta la fecha han sido descubiertos varios INncCRNA

codificados por virus (Tabla 3) (Zhao, 2019), sin embargo, la mayoria fueron aislados de virus

patdgenos de humanos y sus funciones estan bien caracterizadas.

Tabla 3 RNA largos no codificantes codificados por virus y sus funciones (Tomado de Zhao, 2019).

Nombre del Fuente Funciones y caracteristicas
INCRNA
Actla en combinacion con el complejo enzimatico

B2.7 Citomegalovirus mitocondrial, evitando que las células sufran
humano apoptosis y permitiendo la produccién continua de

energia.

SFRNA _ Fragmento del extremo 3 'del RNA viral, resistente_a
Arbovirus la exonucleasa Xrnl del hospedero; abundancia

correlacionada con patogenicidad viral.

Aspros _Virus N d_e Tra_n_scrito por la regién terminal 5 'deI_VIH; inhibe_ la
inmunodeficiencia | actividad del promotor del VIH y silencia la expresion
humana génica viral.

El genoma del VHB se inserta en el brazo corto del

HBx-LINNE1 Virus de la | cromosoma 8 dando como resultado transcripciones
hepatitis B guiméricas que conducen a una mayor malignidad y

migracion celular.
Transcrito por la RNA polimerasa Il y tiene un

EBERs Virus de Epstein- | terminal de poliadenilacién 5'. El virus de Epstein-
Barr Barr se expresa altamente en latencia y regula el

sistema inmunoldgico innato del hospedero.

HSUR Incluye HSUR1 y HSUR2; que puede inducir la
Herpesvirus degradacién de miR-27 y regular la expresion génica

de las células T del hospedero.
. Induce la formacién de complejos silenciadores de
Adenovirus -
Vas h RNA y muestra una mayor expresion durante la
umano RPN
replicacion viral.
gsegggz\grus al RNA pol_izfldenilado que se une al facjtor de

RNA PAN transcripcién IRF-4 para inhibir la respuesta inmune
sarcoma de | . . :

Kaposi innata dgl la célula hospedera e influye en la
acumulacion de RNAm de KSHYV en focos nucleares.
Virus de la

ASP RNA inmunodeficiencia | Promueve el sil_enciam_iento epigenético del VIH-1

humana 1 5'LTR y la latencia proviral a través de la via PRC2

Actualmente el enfoque y busqueda de IncRNA virales en plantas ha tomado relevancia

puesto que se han identificado INcCRNA derivados de virus para muchos virus de plantas, que
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pueden modular la infectividad y transcriptoma del hospedero. Los IncRNA relacionados con
virus de plantas pueden derivarse a partir de: viroides, RNA satélite, y de origen viral (Shrestha
& Bujarski, 2020).

En cuanto a los IncRNA de la planta hospedera y las respuestas de la planta a los
patégenos/virus, en general, se ha descubierto que los InNcCcRNA juegan un papel en la
modificacion de la arquitectura de la cromatina e interactian con factores de transcripcion y
traduccidn, con proteinas de cascadas de sefializacibn o con otros factores de la célula
hospedera. Estos INncCRNA probablemente podrian actuar para derribar los sistemas de defensa
celular. Comprender la relevancia de los IncRNA para las enfermedades en términos de
desarrollo de virulencia e inmunidad antiviral puede facilitar el disefio de nuevas estrategias
antivirales (Shrestha & Bujarski, 2020).

1.6Estructura secundaria del RNA
Las bases de una secuencia de RNA pueden formar enlaces de hidrégeno entre si,

formando un par de bases, siendo los mas importantes los pares de bases tipo Watson-Crick (0
canénicos), G-C, C-G, A-U y U-A, pero también los pares wobble G-U y U-G. Dadas esas
posibilidades de emparejamiento dos nucledtidos elegidos al azar forman un par (son
compatibles) con una probabilidad del 37.5 %. No obstante, en secuencias reales —y por lo
tanto no aleatorias— el numero de bases que forman pares en la estructura secundaria suele
ser més alto, p. ej., en un RNAt, alrededor del 60 %. La formacién de pares de bases esta

esquematicamente dibujado en la Figura 6. (Dotu et al., 2018).

En general, se forman zonas con varios pares de bases seguidos, formando asi un
apilamiento o stack. La longitud de un stack se mide en nimero de pares de bases
consecutivos. Si un stack es suficientemente largo, forma una estructura de doble hélice,
también llamado duplex. Una observacion fundamental en el plegamiento del RNA es que si la
molécula forma enlaces consigo mismo, necesariamente tiene que formar por lo menos un
bucle para acercar los nucle6tidos suficientemente. Ese bucle se llama bucle terminal, aunque
es mas comun llamarlo bucle horquilla o hairpin loop. Una molécula necesita espacio para
realizar este giro, lo que implica que hay por lo menos dos o tres nucleétidos dentro del bucle
que no pueden participar en la formacion de un par de bases. Este argumento también prohibe
la formacion de pares de bases entre bases vecinas. En una estructura secundaria un
nucledtido o esta sin aparear o forma parte de un solo par. Las bases sin aparear que no se

encuentran en un bucle, son llamadas exteriores (Dotu et al., 2018).
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Figura 6 Estructuras secundarias del RNA. (a) Pares de bases Watson-Crick G-C
(arriba), Watson-Crick A-U (centro) y wobble G-U (abajo). (b) Representacion circular
de la estructura secundaria. Las lineas curvadas indican pares de bases. (c)
Elementos de estructuras secundarias. Los pares de bases (lineas rojas) se pueden
apilar y formar apilamientos o stacks. Las bases sin aparear aparecen como parte de
elementos externos o dentro de bucles. Entre los bucles se distinguen los bucles
terminales (en inglés, hairpin), con un par que cierra el bucle, los bulges y bucles
interiores, que tienen dos pares que cierran el bucle, y los bucles multiples, que tienen
mas que dos pares que cierran el bucle. Bulges son bucles con bases sin aparear en
un solo lado de la cadena, bucles interiores tienen bases sin aparear en los dos lados
(Tomado de Dotu et al 2018).

1.6.1 Estructuras secundarias de los IncCRNA
Dos caracteristicas importantes de las moléculas de RNA son su flexibilidad intrinseca y

su propension a adoptar multiples conformaciones. Las moléculas de RNA a menudo muestran
multiples conformaciones dinamicas y se representan mejor como un conjunto de estructuras
(Dethoff et al., 2012).

Los IncRNA regulan los procesos celulares fundamentales que desempefian funciones
clave en la epigenética, la regulacidon transcripcional y traslacional, y el andamiaje de
estructuras o compartimentos subcelulares clave. Sus funciones requieren inherentemente que
los INcRNA reconozcan dianas moleculares en la célula, modulan la funcién de las proteinas,
contribuyan a dar forma a la arquitectura nuclear y aseguren la direccion correcta de los

factores de transcripcion y traduccion. En este contexto, las estructuras de IncRNA garantizan
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una regulacion eficaz de la expresion génica al dar forma a las interfaces de reconocimiento de
RNA-proteina y al proporcionar un andamio para el ensamblaje de complejos de
ribonucleoproteinas. Independientemente de su arquitectura estructural exacta, el estudio de
las propiedades bioquimicas y biofisicas de IncCRNA especificos es la Unica forma de
determinar experimentalmente las propiedades moleculares de estos objetivos y de facilitar su

comprension estructura-funcional (Chillon & Marcia, 2020).

Se espera que la funciébn del IncRNA esté estrechamente relacionada con sus
caracteristicas estructurales de una manera similar a la relacion entre funcién y estructura en

las proteinas (Jones & Sattler, 2019).

1.7 Clones infecciosos de cDNA de virus de plantas
Un clon infeccioso (como cDNA o como copias de RNA transcrito in vitro) de un virus de

RNA es un plasmido que contiene el CDNA gendmico de longitud completa del virus. Bajo el
control de promotores adecuados, el CDNA gendmico viral puede transcribirse in vitro o in vivo
en el RNA gendmico viral, estableciendo la infeccién en las plantas hospedera (Nagyova &
Subr, 2007).

Los clones infecciosos de cDNA son herramientas poderosas para investigar virus de
plantas. Pueden aplicarse a estudios basicos de ciclos de vida virales e interacciones virus-
hospedero, y sirven como conjuntos de genes virales para el disefio de estrategias antivirales y
para el desarrollo de vectores virales (Nagyova & Subr, 2007). Sin embargo, la construccion de
clonas infectivas de virus de RNA y DNA generalmente requiere laboriosos pasos de clonacion
y subclonacién. Ademas, la inestabilidad del genoma del virus RNA se informa con frecuencia
después de su introduccion en el vector y su transferencia a Escherichia coli (Nagata & Inoue-
Nagata, 2015). La toxicidad e inestabilidad de algunas secuencias virales para el hospedero
procariético hace que los clones infecciosos construidos sean propensos a la mutacion. Una
posible causa de este fendbmeno es que existen sitios de union ribosomal cripticos presentes en
las secuencias de cDNA del virus. Esto puede promover la expresion de proteinas virales que
son toxicas para las células hospederas en E. coli, especialmente en condiciones de alto

namero de copias (Guo et al., 2020).

Los genomas completos de virus vegetales modificados pueden usarse para la
introduccion de genes heter6logos en plantas. Esencialmente, el vector viral es un clon
infeccioso del virus con un sitio de clonacién adecuado introducido y con el gen no funcional

para la transmision natural del virus (Pasin et al., 2019).
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Los clones infecciosos ofrecen informacién valiosa sobre la gendmica funcional viral,
son Utiles en los estudios de expresion y replicacion de virus de RNA utilizando mutagénesis in
vitro (deleciones, inserciones, sustituciones) y complementaciéon, asi como en la investigacion
de recombinacién natural o inducida, mecanismos de defecto que interfiere en la génesis del
RNA y del RNA satélite. Pueden contribuir notablemente al andlisis de las interacciones virus-
hospedero (por ejemplo, transporte intercelular). Los clones infecciosos pueden considerarse
conjuntos de genes virales para el desarrollo de estrategias antivirales (Pasin et al., 2019).

Por lo general, se usa un sistema procariotico para la preparacién de clones infecciosos:
los genomas virales se clonan en plasmidos bacterianos para una simple manipulacién vy
aplicacion de una técnica de laboratorio estandarizada, asi como para la multiplicacion de las
construcciones obtenidas en una escala preparativa. Pueden ocurrir algunas complicaciones
gue surgen por la inestabilidad del cDNA clonado en E. coli, lo que da lugar a mutaciones
puntuales o deleciones mas grandes. La razon es una posible toxicidad de determinadas
secuencias virales para las bacterias (Pasin et al., 2019).

A veces, el problema puede eliminarse mediante la sustitucién de la cepa de E. coli o el
vector de clonacién. Alternativamente, los intrones eucariotas pueden insertarse en regiones
criticas del genoma, que inactivan los genes en las células procariotas y se eliminan mediante
empalme después de la transfeccion de la planta hospedera. Después de la preparacion
satisfactoria del clon de cDNA de longitud completa, hay varios factores que influyen
negativamente en su infectividad (Pasin et al., 2019).

1.7.1 Métodos avanzados para el ensamblaje de clones infecciosos
binarios
El objetivo principal del ensamblaje de clones infecciosos es la construccion de vectores

plasmidicos que albergan una copia fiel de los genomas del virus, que en condiciones
adecuadas pueden desencadenar una infeccién vegetal que imita a las naturales. En otra parte
se han descrito protocolos detallados paso a paso (Nagata e Inoue-Nagata, 2015; Peremyslov
y Dolja, 2007), y en la Figura 7 se muestra un resumen del flujo de trabajo para el ensamblaje
de clones infecciosos de virus de plantas. Una vez que se identifican los agentes virales y
subvirales, se llevan a cabo andlisis de secuencia, disefio de ensamblaje y clonacién en
laboratorio para obtener clones de virus, es decir, vectores plasmidicos con copias completas
de genomas de virus. Después de los controles de calidad de los clones (QC) y las pruebas de

infectividad, los clones infecciosos se utilizan para la caracterizacion biolégica de virus nuevos.
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Los clones infecciosos pueden tener usos en estudios de investigacion aplicada, para el

mejoramiento de cultivos y el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas (Pasin et al., 2019).

g
Virus de plantas/Agente virales ]
.
Vi ~N
Informacion de la secuencia: Disefio de ensamble:
+ (RT)PCR + Estrategia de ensamble
+ NCBI « Eleccion del vector
* Metagendmica + Elementos regulatorios
* De novo + Diseno de plasmido

Clonacién en el laboratorio: Muestras ambientales
* Fuente del material viral Biorepositorios

Figura 7 Flujo de trabajo para el ensamblaje de clones infecciosos de virus de
plantas. A la derecha, y de arriba a abajo, se muestran los pasos representativos del
flujo de trabajo (Modificado de Pasin et al., 2019)

Durante décadas, los enfoques mas comunes para el ensamblaje de construcciones de
DNA vy clones infecciosos se han aprovechado de las especificidades de las endonucleasas de
restriccion para crear extremos compatibles que se unieron mediante DNA ligasas. La
presencia o falta de sitios de restriccion en el vector y en las secuencias virales fueron las
principales limitaciones para el ensamblaje de insertos grandes y mdultiples. Se han
desarrollado métodos de clonacion para superar estas limitaciones, permitiendo asi un alto

rendimiento en el ensamblaje de construcciones de DNA (Tabla 4).

Los métodos basados en superposicion de secuencias resuelven las principales

limitaciones del uso tradicional de enzimas de restriccidon en el ensamble de clonas infectivas.

El sistema In-Fusion se ha utilizado para generar clonas infectivas de virus de RNA, el
primer reporte de su uso fue en el desarrollo de una clona infectiva de PLDMV (el Virus del
mosaico de la distorsién de la hoja de la papaya), un virus de RNA del género potyvirus, donde
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después de su inoculacidbn mecénica y se logré iniciar la infeccion sistémica en plantulas de

Carica papaya L., las cuales desarrollaron sintomas similares a los causados por el virus de

tipo silvestre (Tuo et al., 2015).

Otro método de clonacién desarrollado para la construccion de clonas infectivas de virus

de RNA de plantas, es el sistema de clonacion sin fisuras GeneArt (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA) permite el ensamblaje de fragmentos en un solo paso y se utilizé inicialmente

para construir clones agroninfecciosos del Virus del torrado del tomate (ToTV) (Wieczorek et

al., 2015).

Sin embargo, el uso de estos métodos no se ha popularizado para el estudio de virus de

RNA de plantas, y han sido superados por el uso del método de ensamblaje de Gibson (Gibson

et al 2009).

Tabla 4 Métodos de clonacion adecuados para el ensamblaje de clones infecciosos binarios (Tomado de

Pasin et al., 2019)..

Sistema de clonacién

Componente

Usos

Endonucleasa Tipo IS,

Golden Gate _ n.r., no reportado.
DNA ligasa

GeneArt seamless cloning _
Patentado Wieczorek et al. (2015)

kit

In-Fusion

DNA polimerasa del virus

vaccinia

Wang et al. (2015)

Gibson assembly

Exonucleasa de DNA TS5,
DNA
Phusion, DNA ligasa Taq

polimerasa de

Blawid and Nagata (2015)

NEBuilder HiFi

assembly

DNA

Patentado

Pasin et al. (2017)

In vivo yeast assembly

Vectores de plasmidos con

origen de levadura

Youssef et al. (2011)

In vivo bacterial assembly

(recombineering)

Cepas de E. coli ReckET /

Redafy- expresion.

n.r., no reportado.
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1.7.2 Método de ensamblaje de Gibson (GA)
Se han descrito enfoques para simplificar y acelerar la construccién de clones de cDNA

infecciosos de longitud completa para virus de plantas, basados en estrategias de clonacion

gue implican ligacién in vitro o recombinaciéon homadloga en levadura.

Durante el ensamblaje de Gibson se producen moléculas de DNA circulares cerradas.
El ensamblaje de Gibson usa tres enzimas juntas en una sola reaccion: la exonucleasa T5
elimina los nucledtidos (15 nt) en los extremos 5 'de los fragmentos de DNA diana, creando
proyecciones monocatenarias en los extremos 3'. La DNA polimerasa luego llena los huecos y

la DNA ligasa sella las mellas (Pasin et al., 2019).

La exonucleasa T5 no compite con la DNA polimerasa, por lo que la reaccién se puede
realizar en un solo tubo. El procedimiento tiene la ventaja de no requerir enzimas de restriccion
para el ensamblaje y produce secuencias ensambladas sin "cicatrices" (nucleétidos residuales

después de la manipulacién del ensamblaje) (Bordat et al., 2015).

Gibson y Col., (2015) desarrollaron un sistema de recombinacién in vitro mas rapido y
eficiente usando ensamblaje de Gibson (GA), para disefiar un clon infeccioso del virus del
mosaico de la lechuga (LMV). El ensamblaje de Gibson permitié la clonacién de los plasmidos
esperados sin ninguna delecion. Todas las plantas inoculadas mostraron sintomas
caracteristicos de la infecciébn por LMV. Este fue el primer informe del uso del método de
ensamblaje de Gibson para construir clones infecciosos de cDNA de longitud completa de un

genoma de Potyvirus (Bordat et al., 2015).

Este método se utilizé en el 2015 por Blawid & Nagata para la construccién de una
clona infectiva del Virus del mosaico de ampollas del tomate (ToBMV, por sus siglas en inglés),
y desde su aplicacion, esta tecnologia se ha utilizado exitosamente para el desarrollo de clonas

infectivas para el estudio de virus de RNA de plantas.

Bijora y Col (2017), aplicaron el método de ensamblaje Gibson (GA) isotérmico de un
solo paso para construir un clon agroinfeccioso del virus del mosaico rugoso del frijol (BRMV).
BRMV pudo propagarse en los tejidos de la planta y generar de manera eficiente una infeccion
sistémica, lo que confirmd la eficiencia del procedimiento de clonacion GA para producir el

primer clon agroinfeccioso de BRMV para frijol y soya.

En el 2018, Laufer y Col., desarrollaron clonas infectivas de dos miembros de la familia

Benyviridae y del género Benyvirus, el virus del mosaico transmitido por el suelo de la
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remolacha (BSBMV) vy el virus de la vena amarilla necrotica de la remolacha (BNYVV). Estos
clones infecciosos representaron una poderosa herramienta para la identificacion de

determinantes moleculares especificos del hospedero -patégeno.

El método de ensamblaje de Gibson se ha utilizado actualmente para el desarrollo de
las primeras clonas infectivas de virus como el Virus del surco del tallo de la manzana (ASGV)
(Zhang et al., 2019), el Virus del mosaico de la soya aislado de Shanxi (SMV) (D. Wang et al.,
2021) y recientemente el Virus amarillo transmitido por el pulgén del melon (MABYV) (Liu et al.,
2022). Con la finalidad del esclarecimiento de enfermedades que afectan a cultivos

econdmicamente importantes, y que se encuentran asociadas a multiples infecciones virales.

1.8 Inoculacién de plantas con virus de mediada por Agrobacterium
tumefaciens
Las plantas pueden inocularse usando moléculas infecciosas de DNA o RNA, que

pueden obtenerse de muestras de plantas infectadas o clones infecciosos basados en
plasmidos. Para los virus de RNA, las copias de cDNA de los genomas del virus pueden ser
promovidos por promotores de bacteriéfagos y transcritas in vitro para generar genomas de
RNA infecciosos. Los clones de plasmidos de virus de DNA vy virus de RNA cuyos genomas de
cDNA son promovidos por secuencias promotoras activas en plantas pueden inocularse
directamente a las plantas mediante métodos fisicos, es decir, con la ayuda de abrasivos o
dispositivos biolisticos (Nagyova y Subr, 2007).

A. tumefaciens se puede utilizar para la transformaciéon estable o transitoria de células
vegetales con moléculas de DNA exégenas. Un descubrimiento importante en virologia vegetal
fue la demostraciébn de que A. tumefaciens puede iniciar infecciones viricas mediante el
tratamiento de las hojas del hospedero con cepas bacterianas que albergan clones infecciosos
de virus vegetales. Brevemente, se insertan copias Unicas o multiples de genomas de virus
entre los bordes izquierdo y derecho del T-DNA de un plasmido adecuado para la replicacion
de Agrobacterium (Nagyova & Subr, 2007).

Una vez que las bacterias entran en contacto con los tejidos vegetales, los cassettes de
T-DNA se transfieren a las células hospederas, y la transcripcion y traduccion de las
secuencias de T-DNA desencadenan la sintesis de los componentes virales necesarios para
iniciar infecciones auténomas. Los cassettes de T-DNA no requieren una integracion estable en
los genomas del hospedero, y la expresion transitoria es suficiente para lograr la infeccion de la

planta. Esta caracteristica, junto con la promiscuidad de Agrobacterium y su amplia gama de
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hospederos, hacen que la agroinoculacién sea un método aplicado con éxito a gran diversidad

de plantas (Pasin et al., 2019).

Dada su simplicidad y conveniencia, la agroinoculacion es, por lo tanto, la forma mas
eficiente y universal de administrar a las plantas virus de DNA o RNA y agentes subvirales,
como viroides y satélites. Se han reportado clones infecciosos binarios para muchas especies
de virus, satélites y viroides con genomas mono o multipartitos, y que pertenecen a familias

filogenéticamente diversas (Pasin et al., 2019).

La clonacién de virus de RNA requiere pasos de manipulaciéon adicionales, por ejemplo,
sintesis de cDNA e inclusibn de secuencias promotoras y terminadoras que regulan la

expresion de componentes virales en plantas (Nagyova y Subr, 2007).
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JUSTIFICACION
La meleira de la papaya es una de las principales enfermedades causadas por virus que

provocan graves pérdidas econdémicas en el cultivo de papaya. En Brasil la enfermedad se ha
asociado a dos virus, PMeV y PMeV2, de RNAds y RNAss respectivamente. En México la
enfermedad se ha asociado a un virus filogenéticamente relacionado con PMeV2, denominado
PMeV-Mx. Igualmente, en Australia, recientemente se identificO un virus similar a PMeV2 y
PMeV-Mx asociado a la meleira de la papaya. PpVQ, es otro virus similar a Umbravirus de
papaya, el cual no se ha asociado a la enfermedad. En vista de estas aparentes
contradicciones, se requiere demostrar la etiologia la enfermedad.

Debido a que los virus similares a Umbravirus de papaya no codifican una proteina de la
capside, no es posible purificar particulas virales para inocular plantas y asi demostrar los
postulados de Koch. Una herramienta poderosa para la caracterizacion de la etiologia de las
enfermedades es el desarrollo de clonas infectivas que alberguen una copia fiel y completa del
genoma del virus. Por tanto, en este trabajo se plante6 generar una clona infectiva de PMeV-
MX.

PMeV-Mx es un virus similar a Umbravirus, cuyo genoma se conforma por dos marcos
de lectura abiertos (ORF1 y ORF2) y una secuencia larga no codificante de RNA (IncRNA) de
1900 nt. Se desconoce en gran medida el papel y la funcionalidad de los componentes
genéticos del virus, los cuales podrian estar involucrados en procesos patogénicos asociados a
la enfermedad. Se sabe que los INcCRNA son susceptibles a formar estructuras secundarias, y
se han registrado mdltiples funciones por parte de estas secuencias. Los hallazgos sugieren
gue juegan roles reguladores en multiples procesos patogénicos. Por tanto, es necesario
estudiar el IncRNA de los virus similares a Umbravirus de papaya, para identificar secuencias
conservadas y estructuras secundarias que puedan tener una funcion biol6gica, como a nivel
experimental. En este trabajo se tomo ventaja de la construccion de una clona infectiva para

generar una mutante del IncRNA.

26



CAPITULO |

HIPOTESIS

El RNA largo no codificante de PMeV-Mx juega un rol importante en su replicacion.

PMeV-Mx es el agente causal de la enfermedad de la meleira de la papaya en México.

OBJETIVO GENERAL

Generar herramientas moleculares para estudiar el papel del PMeV-Mx en la meleira de la

papaya en México y las funciones de su RNA largo no codificante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Generar una clona infectiva de longitud completa del virus.
Identificar mediante andlisis in silico, regiones conservadas y de estructura secundaria del
INcRNA.

Generar al menos una mutante de las regiones identificadas en el IncRNA de PMeV-Mx.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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CAPITULO II.

MATERIALES Y METODOS

2.1. CONSTRUCCION DE LA CLONA INFECTIVA pDIVA::PMeV-Mx

2.1.2. Sintesis de la secuencia de longitud completa de PMeV-Mx
La sintesis de la secuencia completa de PMeV-Mx de 4,366 nt, se sintetizé por la

empresa Biomatik, dicha secuencia esta insertada en el vector pGEM-T Easy, un vector
de clonacion de 3,015 pb, de uso comun, con resistencia a Ampicilina y un alto nimero de
copias. La clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) mide 7,339 pb.

Construct Map:
(26) Sphl Xbal (28)
piiML* (169)
(6000) PsiI
TspMI - Xmal (655)
Smal (657)
Afel (043)
BsWAPI {913)
(6333) Xmnl Feature 13

)
7
Promore, BerGI (1182)

Bsml (1266)
SnaBl (1315)

(s882) Nmealll [

I; —— PpuMI* (1632)

Bll* (1763)
PMeV-Mx complete in pGEM-T Easy
7339 bp

~ ECoNI (2026)
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(4412) SbfL
(4401) BIuAI - BspMI - Eagl - Notl
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Nhel (2333)
Bmtl (2842)
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(3798} Bsql BlpI (3634)

Figura 9 Mapa de pGem®-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) (Biomatik, Corporation 2022).
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2.1.3. Vector pGEM®-T-Easy
El vector pGEM®-T-Easy es un sistema conveniente para clonar productos de

PCR (Figura 10). Contiene una timidina terminal en ambos extremos que permite
complementarse con las deoxiadenosina generado por la Taqg polimerasa en el extremo 3’
del fragmento. Este vector provee resistencia a ampicilina (AmpR), es de alto nUmero de
copias, contiene los promotores de la RNA polimerasa T7 y SP6 que flanquean el sitio de
clonacion mudltiple ubicado dentro de la region codificante del péptido a de la enzima 8-
galactosidasa. La clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) se utilizé con la finalidad de
obtener un alto de ndmero de copias de la secuencia viral PMeV-Mx, para su
subclonacion en el vector pDIVA (clona infectiva (pCBL224). Dada la naturaleza del vector
y su facil manipulacion, sera atil para trabajos complementarios sobre el estudio de
bioguimico y molecular de las proteinas virales de PMeV-Mx aln no caracterizadas, asi

como la sintesis in vitro de RNA.
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Figura 10 Mapa genético de vector pPGEM®-T Easy, tomado de Addgene.
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2.1.4. Transformacion de pGEM-T Easy::PMeV-Mx
pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) se transformé en la cepa E. coli XL blue

quimicamente competentes (Sambrook y Russell., 2001) almacenadas a -80°C, mediante
choque térmico: se mezclaron suavemente por separado, los 2 uL (10 ng/uL) con 100 pL
de células competentes. Posteriormente se incubaron en hielo por 20 minutos, después a
37 °C por 90 segundos, se transfirié a hielo y se incubé dos minutos, se afiadié un mL de
medio LB y se dejé incubando a 37 °C por 1:30 hrs en agitacion constante de 200 rpm,
luego se tomé 100 uL de cultivo y se inoculd en incubaron a 37 °C por toda la noche. Por
ultimo, se picaron las colonias y se crecieron en tubos con tres mL de LB y ampicilina a
una concentracién 100 pg/mL, en agitacion constante de 200 rpm a 37 °C durante toda la
noche. La extraccion de plasmido se realizé por lisis alcalina mediante el protocolo de
Birnboim, 1983.

2.1.5. Verificacion de la clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx

La clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) fue completamente secuenciada por
empresa Biomatick, para garantizar la integridad de la sintesis quimica. Una vez recibida
se verificd mediante digestion con enzimas de restriccion. Las enzimas se escogieron con

base en un analisis in silico de la secuencia utilizando el programa ApE (v3.1.1).

Los ensayos de digestién se realizaron con la enzima Xba | y Sal | de New
England Biolabs, con amortiguador CutSmart® a un volumen de 15 uL y 100 ng/uL de
DNA plasmidico. La reaccién se incub6 a 37°C durante 2 horas. Se cargaron los 15 L de
la reacciéon y 100 ng de plasmido sin digerir en un gel de agarosa al 0.8%, se corri6 el gel
en una camara de electroforesis a 90V por 35 minutos, se tifié con bromuro de etidio y se

visualizé.
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2.1.6. Vector pDIVA

El vector pDIVA es un vector binario de DNA de cadena doble de 4,311 pb

(KX665539), cuenta con un promotor 35S del Virus del mosaico de la coliflor (CaMV), la
ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV-agrz) y el gen que codifica para una
aminoglucdsido fosfotransferasa (nptlll) que confiere resistencia a los grupos de
antibiéticos de Kanamicina, Gentamicina, Neomicina y Estreptomicina (Figura 11). Este

vector se utilizd para subclonar el genoma de PMeV-Mx, ya que contiene los elementos

genéticos necesarios para la inoculacion de las plantas de papaya mediada por A.

tumefaciens (Agroinoculaciéon) como son los bordes Izquierdo y derecho que delimitan el

DNA de transferencia (Sparkes et al., 2006).

T-DNA borde
izquierdo
Primer KS orige" de
replicacion
Espaciador 35 pb 5 PP
HDVagrz 3 \\ ] ;
Promotor 35S e ¢
T-DNA borde 1 pDIVA J
derecho = 4311 I

TrfA

nptlll

Figura 11 Mapa genético del vector pDIVA (Acc. No. KX665539) (Laufer et al., 2018).
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2.1.7. Verificacion del vector pDIVA

Se transformé el vector pDIVA y una vez obtenido el DNA plasmidico del vector

pDIVA (Birnboim, 1983), se verificd por un ensayo con enzimas de restriccion.

La digestion se realiz6 con la endonucleasa de restriccion Xba | de New England
Biolabs, con CutSmart® Buffer en una reaccion final de 15 uL para la digestién de 100
ng/uL de DNA plasmidico, siguiendo el protocolo estdndar proporcionado por NEB antes

mencionado.

2.1.8. Subclonacion de PMeV-Mx en el vector pDIVA (GA)

Para la construccion de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224), el genoma
de PMeV-Mx se insertd en la posicion 3,754 del vector pDIVA, entre el promotor CaMV
35S vy la ribozima del virus de la hepatitis delta (HDV-agrz), los cuales se encuentran
flanqueados por el borde derecho izquierdo de T-DNA del vector binario pDIVA (Figura
12). El cassette de expresion muestra la disposicion y localizacion de los elementos
genéticos indispensables para la transferencia y expresion de PMeV-Mx en plantas,
mediante A. tumefaciens.

pOIVA, < 3 B e e > pDIVA
3754 nt 3755 nt
7 JoL . li, T it - JL .
Borde Promotor 358§ 5'¢-——————mmmv PMeV-MX -—————————- >3 Ribozima (HDV) Borde
derecho izgquierdo
de T-DNA de T-DNA

Figura 12 Cassette de expresion del vector binario pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224). No.
de accesion KX665539.

2.1.9. Disefo de cebadores para el ensamble de la clona infectiva (GA)
Se disefaron los cebadores para la amplificacion por PCR de las secuencias a

ensamblar de la clona infectiva (pDIVA y PMeV-Mx) por el método de Gibson (Seccion de
resultados 3.1. 2), segun lo sugerido por el manual de instrucciones de Gibson

Assembly® Master Mix de New England Biolabs. Se disefiaron dos pares de cebadores
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(PMeV-Mx (CB172 y CB 172) y el vector pDIVA (CB189 y CB188) con la herramienta
Gene Construction Kit v. 4.5 y la temperatura de alineamiento con Tm Calculator v. 1.13.1.

Con los cebadores disefiados se amplificaron los fragmentos por PCR con la
enzima de alta fidelidad Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) (New England
Biolabs).

2.1.10. Purificacion de los amplicones
Los productos amplificados por PCR correspondientes a PMeV-Mx y pDIVA se

purificaron mediante el QlIAquick PCR Purification Kit (50) (QIAGEN) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

2.1.11. Ensamblaje de la clona infectiva (GA)

Una vez amplificados y purificados los respectivos fragmentos que conforman la
clona infectiva pCBL224, se procedio a la reaccion de ensamblaje de Gibson con el Kit
Gibson Assembly® de New England Biolabs, la cual se establecio en relacion 1:3 vector-
inserto, con una concentracién de 0.3 pmol del fragmento amplificado de pDIVA de una
longitud de 4,311 pb y 0.9 pmol del fragmento amplificado de PMeV-Mx de 4,378 pb, el
volumen final se la reaccion fue de 20 uL y se incubé durante una hora a 50°C.

Se tomaron 5 uL de la reaccion de ensamblaje y se transformé en células XL
blue y DH5a quimicamente competentes, por choque térmico, se crecieron las placas a 37
°C. Tras la obtencién de colonias, se crecieron en medio liquido LB y se extrajo el DNA
plasmidico (Birnboim, 1983). EI DNA se utilizé para ensayos de digestién con enzimas de
restriccion.

Ademas, se realizo la transformacion con 5 uL de producto ensamblado y 5 uL
de la purificacién de la banda correspondiente a 8.6 Kb directamente del gel de agarosa
(QlAquick Gel Extraction Kit) (Resultados, Figura 24, carril 4), en células competentes XL
blue y DH5a, Se mostro el crecimiento de colonias, pero ninguna fue positiva.

Por lo anterior se realizd una dilucion 1:4 de la reacciéon de ensamblaje de Gibson,
se transformaron 2 uL en células competentes JM109 Single use, y se incubd en medio
LB sélido con Kanamicina 50 mg/L. Ademas, se modificd la temperatura de crecimiento a
28 °C toda la noche. Se extrajo DNA plasmidico de las colonias (Birnboim, 1983) para su

posterior andlisis.
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2.1.12. Ensayos de digestion con enzimas restriccion

Se realizdé un andlisis in silico de la secuencia perteneciente a la clona infectiva
pCBL224 (pDIVA::PMeV-Mx).

Las digestiones se realizaron con endonucleasas de restriccion Xba | y Sal | de
New England Biolabs, con CutSmart® Amortiguador en una reaccion final de 15 uL para

la digestion de 100 ng/uL de DNA plasmidico.

2.1.13. Verificacion de la clona infectiva por PCR

Se disefiaron los cebadores para la verificacion de la clona infectiva por PCR de
colonia y de DNA plasmidico, segun lo sugerido por el manual de instrucciones de Gibson
Assembly® Master Mix de New England Biolabs. Se disefiaron dos pares de cebadores
con la herramienta Gene Construction Kit v. 4.5 y la temperatura de alineamiento con Tm

Calculator v. 1.13.1 (Seccion de resultados 3.2.2).

Los productos de PCR amplificados con dichos cebadores se corroboraron por
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.8%, a 90V por 35 minutos,

posteriormente se tifieron con bromuro de etidio para su observacion.

2.1.14. Verificacion de la clona infectiva por secuenciacién de

Sanger

Las clonas infectivas obtenidas 1 y 2 de pDIVA:PMeV-Mx (pCBL224), se
secuenciaron en la empresa MACROGEN, los cebadores utilizados en la reaccién fueron:
CB21/CB187 y CB97. Su secuencia y posicion respecto a la clona infectiva pDIVA::PMeV-
Mx se mencionan en el apartado de Resultados 3.1.6.2. Cebadores para la verificacion
por PCR y 3.1.6.6 Secuenciacion de las clonas infectivas. Adicionalmente se utilizé el
cebador reverso CB97, que amplifica desde el nucle6tido 4,669 de la clona infectiva. Y a

partir del nucledtido 915, respecto al genoma de PMeV-Mx, hacia el extremo 5’ del virus.

Una vez que se verificaron las clonas infectivas mediante los métodos descritos,

se transfectaron a A. tumefaciens.
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2.1.15. Transfeccion de las clonas infectivas a A. tumefaciens
Las clonas infectivas se transformaron con una concentracion de 10 ng/uL de DNA

de las clonas infectivas a A. tumefaciens cepa LBA4404. Complementariamente se realizo
la transformacioén directa de una dilucion 1:4 del ensamblaje de Gibson a A. tumefaciens
segun lo propuesto por (Tuo et al., 2017).

Para todos los casos se sigui6 el protocolo de transformacioén por choque térmico
de Sparkes, (2006), posteriormente se selecciond una colonia por cada clona infectiva y
se inoculé una en medio liquido YEB, que contiene estreptinomicina (100 mg/L) y
rifampicina (50 mg/L) y antibidtico de seleccion Kanamicina (50 mg/L).

Se realizaron gliceroles al 30%, de la clonas transformadas con 700 uL de cultivo y

300 pL de glicerol, y se almacenaron a -80 °C.

2.1.16. Establecimiento de la agroinfiltracion
Con el objetivo de estandarizar la agroinfiltracion de la clona infectiva de PMeV-

Mx, se agroinfiltraron hojas de plantas de C. papaya y N. benthamiana de cinco semanas
de edad, con la cepa de A. tumefaciens LBA4404 transformada con el vector pCAMBIA
2200:GFP (Garcia-Lynes et al., datos no publicados) (Figura 13) mediante el protocolo
mencionado con anterioridad (Norkunas et al., 2018), se agroinocularon tres hojas
basales por planta. Adicionalmente, se agroinocularon hojas de N. benthamiana y C.
papaya con la bacteria sin transformar como control negativo. Las hojas agroinfiltradas se

observaron transcurridos los tres dias postinfiltracion.

Para la construccion del cassette de expresion pCAMBIA2200:GFP, que lleva de
la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP S65T) que es una de las variantes
disefiadas mas utilizadas de la proteina fluorescente verde de tipo silvestre original,
presenta una mutaciéon en la posicién 65 del aminoacido serina por una treonina y tiene un
pico de excitacién de 488 nm y de emisién de 507 nm. Su gen fue subclonado en el vector
pAVA121 (Von Arnim et al.,, 1998; Garcia-Laynes, datos sin publicar) (Figura 14), esto
permite visualizar la fluorescencia de la proteina en el tejido vegetal agroinfiltrado, en
ensayos de expresion transitoria, mediante un estereomicroscopio Stemi DV4 (Carl Zeiss)
gue emite una longitud de onda de 200 nm, las muestras fueron observadas con objetivo

1.25X, que da un aumento de 10,0x a 40,0x.
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2.2.  ANALISIS IN SILICO DEL RNA LARGO NO CODIFICANTE DE PMeV-
MXx.

2.2.1. Secuenciay estructura secundaria 3'OH de PMeV-Mx

Para el analisis de la secuencia y estructura secundaria del INcRNA se utilizé
RNAfold web server (http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-binfRNAWebSuite/RNAfold.cgi) que
muestra la estructura secundaria 6ptima en notacion entre corchetes (Formato Viena)
basandose en la energia minima libre y probabilidad de plegamiento.
Complementariamente, se utilizd el programa RNA2Drawer versibn en linea
(https://rna2drawer.app/). Las estructuras generadas fueron analizadas, comparandolas
con estructuras secundarias de virus cercanos a PMeV-Mx, virus similares a Umbravirus

(Umbra-like virus) y Tombusvirus.

2.2.2. Analisis de la estructura secundaria del RNA largo no codificante
de PMeV-Mx
Se realizd6 un andlisis de la secuencia del IncRNA de PMeV-Mx utilizando el

servidor web MFold v2.3 con la aplicacion RNA Folding Form V2.3 (UNAFold web server)
para identificar regiones con estructura secundaria en el IncRNA. Se identificd la region
con mayor probabilidad de hibridacién, para la mutagénesis in silico, dicha region fue
seleccionada para la sintesis de la Mutante 1.

2.2.3. Analisis de la secuencia primaria del IncRNA de PMeV-Mx
A pesar de la baja conservacion de las secuencias primarias entre los IncRNA de

virus similares a Umbravius, se realiz6 un analisis de la secuencia nucleotidica del
IncRNA de PMeV-Mx, mediante un alineamiento multiple de secuencias con el software
BioEdit v. 7.2.5., en busca de regiones conservadas entre el IncRNA de PMeV-Mx y los
IncRNA de los virus méas cercanos a éste: Virus Q del babaco (Babaco virus Q, BabVQ)
MT113181.1., Virus de la meleira de la papaya 2 (Papaya meleira virus 2 PMeV2)
KT921785.1., Virus asociado a la vena amarilla de los citricos (Citrus yellow-vein
associated virus CyVaV) JX101610.1 y Virus A asociado a la fresa (Strawberry virus A
StrVA) MK211275.1, para identificar regiones conservadas putativas que pudiesen tener

una funcion. Dicha region se seleccion6 para generar la mutante 2 del INCRNA.
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2.3. DISENO DE LAS MUTANTES DEL IncRNA

2.3.1. Estrategia para el disefio de cebadores para el Ensamble Gibson

A continuacion, se muestra la estrategia utilizada para el ensamble de la clona
infectiva pCBL224 (pDIVA::PMeV-Mx), y para la sintesis de las Mutante 1 y Mutante 2
(Figura 15), mediante el método de Gibson. Las secuencias 3’ del promotor CaMV 35S y
5’ de la ribozima HDV-agrz del vector pDIVA (Acc. No. KX665539) se muestran en azul,
asi como la secuencia completa del genoma de PMeV-MX en naranja, tanto para la clona
infectiva de pDIVA::PMeV-Mx, como para la Mutante 1 y 2 (A), B) y C)). Las flechas
indican las posiciones de los cebadores (PMeV-Mx: CB172 y CBx173, pDIVA: CB189 y
CB188, Mutante 1: CB174 y CB175, y Mutante 2: CB176 y CB177). Y para cada caso, se

muestra como se ensamblarén las secuencias una vez amplificadas (Anexo 1).
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Figura 15 Esquema para el disefio de cebadores para estrategia de ensamble
de Gibson. A) Cebadores para Ensamblaje de pDIVA con PMeV-Mx. B)
Cebadores para Ensamblaje de Mutante 1 ANRInc (Estructura secundaria). C)
Cebadores para Mutante 2 IncRNA (Region conservada). Lineas azules.
Promotor CaMV 35S y Ribozima (HDrz). Lineas naranjas. Secuencia completa
de PMeV-Mx. Triangulos rojos. Sitio aproximado de las mutantes. Mutante 1
(M1). Mutante 2 (M2). Flechas. Ubicacioén y direccion de los cebadores.
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Los cebadores para el ensamble de Gibson de las mutantes 1 y 2, se disefiaron
segun lo sugerido por el manual de instrucciones de Gibson Assembly® Master Mix de
New England Biolabs. Con la herramienta Gene Construction Kit v. 4.5 y la temperatura
de alineamiento con Tm Calculator v. 1.13.1 (Seccién de resultados 3.6.1.).

Los productos de PCR amplificados con la enzima de alta fidelidad Q5® High-
Fidelity DNA Polymerase (M0491) (New England Biolabs) con dichos cebadores se
corroboraron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.8%, a 90V por 35

minutos, posteriormente se tifieron con bromuro de etidio para su observacion.
2.3.2. Verificacion de las mutantes

Para la verificacion de las mutantes generadas se extrajo se siguié el flujo de
trabajo aplicado anteriormente para la verificacion de la clona infectiva pCBL224, el cual
se basa en el respectivo ensayo con enzimas de restriccion (Xba | (TACTAGA) y Sal |
(GA"TCGAQ)).

Complementariamente se realiz6 PCR de DNA plasmidico con los CB172 y
CB173, con la enzima de alta fidelidad Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) (New
England Biolabs). Los fragmentos amplificados tienen un tamafio de 4,378 pb y los

cebadores CB21 posicion y CB187 que amplifican un fragmento de 4,535 pb (Anexo 1).

2.3.3. Transfecciéon de la Mutante 1 a A. tumefaciens
Se utilizé la cepa A. tumefaciens LBA4404, la cual se transformd con el DNA

plasmidico de la Mutante 1 obtenida. Se transformé mediante el protocolo mencionado
con anterioridad (Norkunas et al., 2018). Se realizaron gliceroles al 30%, de la clona
infectiva Mutante 1, transformada en A. tumefaciens con 700 uL de cultivo y 300 uL de

glicerol, y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.4. MATERIAL VEGETAL
Se germinaron plantas de C. papaya y N. benthamiana y se mantuvieron en cuarto

de cultivo bajo de iluminacion artificial con un ciclo de 16/8 hrs Luz-Oscuridad y con

temperatura de 26-28 °C.
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2.4.1. Germinacion
Las semillas de N. benthamiana y C. papaya se remojaron durante 1 hora y se

seleccionaron las semillas que precipiten al fondo. Las semillas de C. papaya se
sometieron a un tratamiento pregerminativo con KNO; y acido giberélico (GAs), vy
posteriormente a un tratamiento germinativo en una camara de germinacién a
condicionada de 30 a 35°C. Una vez germinadas las semillas para ambos casos se
colocaron directo en sustrato, en proporcion 3:1:1 (Sunshine Mix #3, vermiculita, perlita).
En condiciones de 14 h de luz, 10 h de oscuridad hasta su germinacién donde se
transplantaron individualmente a macetas hasta su agroinfiltracion. Se sembraron al
menos 30 plantas de N. benthamiana y C. papaya consecutivamente en un lapso de 6

meses, con la finalidad de contar con material vegetal disponible para la agroinfiltracién.
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RESULTADOS
3.1. CONSTRUCCION DE LA CLONA INFECTIVA pDIVA::PMeV-Mx

3.1.1. Secuencia de longitud completa de PMeV-Mx
El andlisis in silico de la clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) arroj6 que la

enzima Xba | corta un solo sitio corriente abajo del promotor T7 y linealiza la clona, con un
tamafio esperado de 7.3 Kb. Ademas, las enzimas Nru | y Xba | liberan la secuencia viral
PMeV-Mx del vector pGEM-T Easy, los fragmentos liberados corresponden a 4.3 Kb y 3
Kb (Figura 16).

Figura 16 Analisis in silico de enzimas de restriccién de la clona pGEM-T
Easy:.:PMeV-Mx (Elaborado en ApE v3.1.1).

La primera digestion (100 ng/uL de DNA plasmidico) con la enzima Xba | (carril 3),
y la doble digestion con las enzimas Nru |y Xba | (carril 4) se muestran en la Figura 17. El
pladsmido sin digerir y las reacciones de digestion se corrieron en un gel de agarosa al 0.8

% en el orden antes sefalado.

43



CAPITULO Il

100

8.0
6.0
5.0
4.0
30

20
15
1.0

0.5

3.1.1. Vector pDIVA

<+— LY

4.3 Kb
3.0 Kb

~—
| ——
D
—
—

——
—
—

Figura 17 Digestion de pGEM-T
Easy.:PMeV-Mx. 1. Marcador de 1
Kb de NEBs. 2. Plasmido sin digerir.
3. Digestion con Xba |. 4. Doble
digestion Xba |y Nru |.

El analisis in silico de la secuencia para el vector pDIVA muestra que la enzima

Xba | corta un solo sitio en el nucleétido 3,324 corriente arriba del promotor CaMV 35S,

linealizando la clona, con un tamafio esperado de 4.3 Kb (Figura 18). Esto se verifico

mediante digestion (Figura 19).

Figura 18 Vector pDIVA, indicando el sitio Unico de corte Xba | (Elaborado en
ApE v3.1.1). (Elaborado en ApE v3.1.1).
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Figura 19 Digestion de
pDIVA. 1. Marcador del Kb de
NEBs. 2. Plasmido sin digerir.
3. Digestién con Xba .

3.1.2. Disefio de cebadores para el ensamble de la clona infectiva
(GA)
Se disefaron los cebadores para la amplificacion por PCR de las secuencias a

ensamblar por el método de Gibson para la construccion de la clona infectiva
pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224). El primer par de cebadores CB188 y CB189, con una Tm
de 60° C amplifica la secuencia completa del vector pDIVA de 4,311 pb, para generar el
vector abierto entre el extremo 3"del promotor CaMV35s y la ribozima. El segundo par de
cebadores amplifica la secuencia de PMeV-Mx de 4,346 nt mas secuencias
complementarias a las secuencias de insercién en pDIVA, 18 nt en el cebador directo son
complementarios al promotor CaMV 35S y 15 nt en el cebador reverso son
complementarios a la Ribozima (HDV-agrz) de pDIVA, CB172 y CB173, respectivamente
amplifican un fragmento de 4,378 pb con una Tm de 70 °C (Tabla 5).

Tabla 5 Cebadores para el ensamble de Gibson

Cebadores para el ensamble de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)
ID No Secuencia Tamafio | Tm
bDIVA CB189 5GGGTCGGCATGGCATCTCCAZ’ 20nt 70
CB188 5’CCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCS 25nt °C
CB172 5’tcatttcatttggagaggATTAGAAATGATGAACATTTC | 49nt 60
PMeV-Mx CB173 5'atgccatgccgacccGGGCACGCTTTCGCGTTACTT | 37nt °C

Nota. En minlsculas se encuentran las secuencias que se sobrelapan al vector pDIVA.
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La Figura 20 muestra la posicion de los cebadores utilizados para la amplificacion
de los fragmentos, asi como la longitud de los mismos, para el ensamble de la clona
infectiva mediante el método de ensamble de Gibson.

pDIVA Ribozima HOVR
118
Fw_CB189 OGGTCOOCATOGCATCTCCA
Promotor 355 CaMV
¥ CCAAGTTCATTTCATTYOCAGACG 3 ¥ GGGTCGGCATGGCATCTICCA &
7 CCTTCAACTAAAGTAAACCTCIOD 3 3 COCAGCCGTACOCTAGAGGY §

Rv_CBI1ER CCTTCAAGTAAAGTAAACCTCTCC

PMeV-Mx
Fw CB172 TCATTTCATTTOOAGAGG A t
Promotor 35S
TCATTTCATTTOGAGAOO S )t } OOOTCOGCATOQCAT
AGTAAAGTAAACCTCTCCant it t ngtasgg tcate c c3099CCCAGOCGTACOCTA

Ridozima HOVR

Rv C8173 ! JCCCAGCCAOTACGCTA

Figura 20 Posicién de los cebadores para la amplificacion del vector pDIVA (CB188 y
CB189) y de la longitud completa del genoma de PMeV-Mx (CB172 y CB173). En
mayusculas se indican las secuencias correspondientes a pDIVA y en minUsculas al
genoma viral.

3.1.2. Ensamble de clona infectiva (GA)

Para la obtencién del genoma de PMeV-Mx flanqueado con secuencias del
promotor CAMV35s y la Ribozima HDV-agrz (Figura 20), se hizo un PCR utilizando como
templado la clona pGEM-T Easy::PMeV-Mx (pCBL227) y los cebadores CB172 y CB173
(Tabla 5). Para obtener el vector pDIVA linearizado entre el extremo 3"del promotor
PCaM35s y la ribozima HDV-agrz, se hizo un PCR de pDIVA con los cebadores CB189 y
CB188 (tabla 5). En la Figura 21, carril 2A 'y 2B, se muestran los amplicones obtenidos, ya

purificados, de 4.37 y 4.31 Kb respectivamente, que corresponden a los tamafos
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esperados. Posteriormente, ambos amplicones se ensamblaron in vitro, por el método de
ensamblaje de Gibson (GA), la estrategia utilizada se muestra en la Figura 22, donde la
clona infectiva (pCBL224) tiene un tamafio de 8,656 pb, en la Figura 23.
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Figura 21 Amplicones para el ensamble de Gibson.
Carril 1, en A) y B), marcador de 1 Kb de NEBs.
Carril 2, A) amplicén de PMeV-Mx con cebadores
172 y 173. B), amplicon de pDIVA con cebadores
188 y 189. Gel de agarosa al 0.8%.
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Promotor 35S pDIVA Ribozima HOVR
4311pb
Rl e BN S | | e F e S i
5'GGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGG 3' 5 BGGTCOGCATGGCATCTCCAR
3! CCTTCAAGTAAAGTAAACCTCTCGS' 3 FCCAGCCGTACECTAGAGGT 5
[
| TCA'ITTCATTTGGAGAUG.l.nagaamgatga:s::nmcg:sncnnccc,,., .. BagtaacgegaaagegigecceGOGTCGGCATGGCAT 4
| AGTMAGTMACCTCTCdluu‘.r.'ll'.ac(cllglu 3agellglaaggg... ... ttcatigegelitegeacggggP CCAGCCGTACGCTA '
I |
e P | PMeV-Mx o — |
4366 pb

| L |

|
5|GGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGE S & ; 5\ 3
HeerremeTImeTeeTerees O Exonuclease chews back §” ends. 3'CCCAGCCGTACGCTAGAGGT, 5

| |

| 5' TeATSEATGEAGASR tagsaatgat gaacatticgascaticee. ..
|

|

|
sagtaacgegasagegigecccGGGTCOGCATGGCAT 3

3' AGTAAAGTAAACCTCTCClaalclitaclcliglaaagetigtaaggy.... LMeatlgegeiitcgeacggugCotAGCCOTACGSTA 5 |

}

DNA fragments annezl

5 GGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGattagaaatgatgaacatiiegaacaticen. ... 3aglaacgegaaagegloceccGGGTCGGCATGGCAT 3
3 AGTAAAGTAAACCTCTCCtaatetttacteligtasagetiglanggg.... e DN GEgEitiegeacg gogCCCAGCCGTACGCTAGAGGT 5

DNA polymerase extends 3" ends

5 GGAAGT TCATTTCATTTGGAGAGGattagasatgatgsacatitegaacatteee............... 33gtancgegasagegtyceceGGGTCGGCATGGCATCTCCA &
3'CCTTCAAGTAAAGTAAACCTCTCClaalctitactcliglaaagetigtaaggg.. .McaligegetticgeacggygaCCCAGCCGTACGCTAGAGGT &

DNA ligase seals nicks.

5'GGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGatingasatgatgaacatiicgaacaticee nagtaacgegoangeqgtgecccGGGTCGGCATGGCATCTCCA 3
3' CCTTCAAGTAAAGTAAACCTCTCClazlclitactctiglazagcliglaagag teatigegelitcgeacguugCCCAGCCGTACGCTAGAGGT §'
pDIVA::PMeV-Mx
8677 pb

Figura 22 Diagrama del ensamble de la clona infectiva mediante método de Gibson.
El genoma de PMeV-Mx se representa en letras mindsculas-naranjas. En azul y
letras mayusculas las regiones traslapadas del promotor CaMV35s y Ribozima de
HRDV de los amplicones de pDIVA y genoma de PMev-Mx.
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Figura 23 Mapa genético de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx, elaborado en
ApE (v3.1.1).

Para verificar que la estrategia de ensamblado de Gibson in vitro hubiera
funcionado bien, se tomaron 5 uL de la mezcla de reaccion y se corrieron en un gel de
agarosa al 0.8 %. En el carril 4 de la figura 24 se observa una banda de 8.6 Kb,
correspondiente al tamafio esperado para la clona infectiva; en ese carril también se
observa una banda de menor tamafio, de alrededor de 4.3 Kb, que corresponde con el
tamafio de los amplicones no ensamblados de pDIVA y PMeV-Mx, que se corrieron en el
mismo gel como testigos, (Figura 24, carriles 2 y 3).
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Figura 24 Resultado del ensamble
in vitro de la clona infectiva
pDIVA::PMeV-Mx. 1. Marcador 1 Kb
de NEBs. 2. pDIVA. 3. PMeV-Mx. 4.
Ensamble de Gibson.

Una vez habiendo verificado que estaba ocurriendo el ensamblado in vitro, se
purifico por gel el producto del ensamblado y se resuspendio en 50 uL, de los cuales se
tomaron 5 ulL para transformar células competentes de E. coli de las cepas XL blue y
DH5a. También se transformé con el producto de la reaccion sin purificar. En ambos
casos no se pudo observar el crecimiento de colonias positivas en las placas de Petri con
medio LB selectivo. La toxicidad en E. coli se ha reportado previamente para algunos
genomas de virus de plantas durante la construccion de clonas infectivas (Ouillet et al.,
1989; Fakhfakh et al., 1996; citado por (Klenov & Hudak, 2021). Para reducir la toxicidad y
obtener colonias positivas, se emplearon varias estrategias: a) utilizar una menor cantidad
de la reaccion de ensamblado de Gibson, b) reducir la temperatura de incubacion de 37
°C a 28°C, utilizar una cepas de E. coli de alta eficiencia o bien cepas de E. coli tolerantes
a la toxicidad y d) realizar la transformacién directa del producto de ensamblado de
Gibson en Agrobacterium tumefaciens, sin pasar por una seleccion previa en E. coli (Tuo
et al., 2017).

En cuanto a la transformacion del ensamblado purificado y no purificado en células

competentes de E. coli de las cepas XL blue y DH5aq, se obtuvieron un gran niumero de
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colonias que crecieron en las placas medio de seleccién con Kanamicina. Se picaron al
menos 10 colonias, para cada caso y se cultivaron en medio liquido suplementado con
Kanamicina; el crecimiento en medio liquido fue normal para el total de las colonias
analizadas. Sin embargo, para ninguno de los cultivos se logré obtener ADN plasmidico,
ya sea mediante el método de extraccion de lisis alcalina o el método de extraccion por el
estuche comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), lo que puede ser un indicativo de
toxicidad de la secuencia viral en las cepas de E. coli.

Finalmente, como resultado de la transformacion de 2 uL una dilucién 1:4 de la
reaccion de ensamblaje de Gibson, en células competentes Single-Use JM109 (Promega
Corporation), que fueron incubadas a 28 °C durante 3 dias se obtuvieron dos colonias, 1y
2, las cuales se verificaron mediante digestion con enzimas de restriccion y mediante PCR

en colonia.

3.1.3. Extraccion de DNA plasmidico

Para verificar si las colonias obtenidas contenian el pldsmido se crecieron por
toda la noche las colonias 1 y 2 en medio LB liquido suplementado con Kanamicina (Km)
y se incubaron a 28 'C. En este punto, se observaron diferencias en cuanto a la velocidad
de crecimiento, la colonia 1 mostr6é un crecimiento mas lento respecto a la colonia 2. Se
logré extraer DNA plasmidico por el método de lisis alcalina, observandose bandas de 6,
8, 10 y 12 Kb, donde las bandas de 6 y 8 kb corresponden a DNA de plasmido y las
bandas mayores de 10 y 12 Kb a DNA cromosomico (Figura 25). La obtencién de DNA
cromosémico fue consistente en estas colonias, a pesar de haberse repetido la extracion
en distintas casiones, el cual no se obtuvo utilizando colonias transformadas unicamente
con el vector pDIVA (datos no mostrados). Lo anterior es otro indicativo de que las células

de E. coli estaban bajo condiciones de toxicidad.
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10.(
8.0
6.0
5.0
40
3.0

20
1.5

1.0

Figura 25 ADN plasmidico
sin digerir de dos colonias de
la clona infectiva pCBL224. 1.
Marcador de 1 Kb de NEBs.,
2. Colonia 1., 3. Colonia 2.

3.2.  Verificacion de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx
Se emplearon tres estrategias para determinar la correcta insercién del genoma de

PMeV-Mx en pDIVA: 1) Digestiobn con enzimas de restriccion, 2) PCR en colonia y 3)

secuenciacion de las uniones en los extremos del genoma con el vector.

3.2.1. Verificacién de digestiéon con enzimas de restriccion

Se realiz6 un andlisis in silico de la secuencia pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224), para
identificar enzimas de restriccibn que cortaran una o0 mas veces el plasmido,
encontrandose que Xba | corta una vez en el nucleétido 3,324, linealizandolo, mientras
que la enzima Sal | corta dos veces liberando dos bandas de 3 Kb y 5.6
Kb respectivamente (Figura 26). Como se muestra en la figura 27, la digestion de
plasmido de las colonias 1y 2 con Xba | y Sal |, produjo las bandas del tamafio esperado,

indicando que ambas contenian el genoma completo de PMeV-Mx.
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pOIVA_PMeV-Mx.gb

Size sited site? Mass %
5634 Sall 8461 Sall 5440 65
301 Sall 5440 Sall 8461 38

— 3440 Sall

— 2461 Sall

Figura 26 Andlisis in silico de digestion de la clona infectiva con Sal |
(Elaborado en ApE v3.1.1). A la izquierda se muestran los dos sitios de corte y
Su posicion, a la derecha un gel in silico.

Figura 27 Digestion con enzimas de restriccion. Marcador de 1 Kb de NEBs. 1y 6
Colonia 1 y colonia 2., 2 al 4y 7 al 9 respectivamente. 2 y 7 Plasmidos sin digerir.,. 3 'y
8 Digestién con Xba I., 4 y 9 Digestion con Sal I.

53




CAPITULO Il

3.2.2. Cebadores para la verificacion por PCR

Para comprobar el ensamble de la clona infectiva pCBL224 por PCR, se utilizé el
previamente disefiado par de cebadores CB172 y CB173. Se disefié un nuevo par de
cebadores dirigidos contra el promotor CaMV 35S y a la ribozima HDV-agrz de pDIVA,
respectivamente (CB21 y CB187) (Tabla 6) que amplifican un fragmento de 4,535 pb en el

vector vacio y uno de 8,677 en la clona infectiva (Figura 28).

Tabla 6 Cebadores para la verificacion del ensamble de la clona infectiva pCBL224.

Cebadores para la verificacion de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)
ID No. Secuencia Tamafio | Tm
1 CB21 | 5’GTTCCAACCACGTCTTCAAAGCY 22nt |68
" | CB187 | 5GTGCGTCCTCCTTCGGATG3’ 19 nt °C
, CB172 _?’écgét:t)’c,:atttggagaggATTAGAAATGATGAACATTTCGAACAT 40 nt 70
CB173 | Satgccatgccgaccc GGGGCACGCTTTCGCGTTACTTS 37nt | ©

Nota. En minldsculas se encuentran las secuencias que se sobrelapan al vector pDIVA.

PMeV-Mx
4378pb
Fw CE172 TCATTTCATTTOOGAGAGS
Promoter 35S
TCATTTCATTTOOACAGON! GOGTCOGCATOOCAT
AGTAAAGTAAACCTCTCC! t 1 " nest CCCAGCCOTACGCTA
Riborima HDVR

Rv_CB1723 ¢ ;CCCAGCCOTACGCTA

Promotor 35S 2 4 Ribozima HDV

4535pb
?
| Fw_CB21 GTTCCAACCACGTCTTCAAADL r:j.csf,., CTCCTICO0A
P—— A X ADAOC iT¢ A A A
— AA A A A 5 -

pDIVA:-PMeV-Mx
B556pb

Figura 28 Posicion y tamafio de amplificacion de los cebadores CB172/CB173 y
CB21/CB187.
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3.2.3. Verificacion por PCR de colonia

Los resultados del PCR de las colonias 1 y 2 se muestran en la Figura 29, en los
paneles Ay B, con el primer y segundo par de cebadores, CB21/CB187 y CB172/CB173,
respectivamente, que produjeron amplicones de 4.3 Kb y 4.5 Kb en ambas colonias,
indicando que contienen el genoma de PMeV-Mx en pDIVA. Como control se utilizo el
vector pDIVA vacio, el cual produjo un amplicon de 200 pb con los cebadores
CB21/CB187 (B) carril 3).

A) B)

10.0 10.0
8.0 8.0
6.0 6.0
5.0 5.0
4,0 4.0
3.0 45kb o 4.3Kb
2.0

2.0
1.5 1.5
1.0 1.0

0.5
0.5

200 pb

Figura 29 Verificaciéon de las clonas por PCR de colonia. Panel A) con
cebadores CB21/187, Panel B) con cebadores PCR CB172/173. 1.
Marcador de 1 Kb de NEBs., 2. Colonia 1., 3. Colonia 2., 4. pDIVA. 5.
Marcador de 1 Kb de NEBs.

3.2.4. Verificacion por PCR de DNA plasmidico

Una vez extraido el DNA plasmidico de las colonias 1 y 2, se utiliz6 como
templado para su amplificacion por PCR con los cebadores de CB172/CB173 y
CB21/CB187. La Figura 30 muestra los amplicones esperados de 4.3 Kb (A) y 4.5 Kb (B).

En panel B, carril 3, se utiliz6 como control un amplicén de 200 pb del vector pDIVA vacio
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con los cebadores CB21/CB187, que funciona como se esperaba. De manera interesante
se observa para la colonia 1, con los cebadores para pDIVA (panel B), ademéas de la
banda de 4.3 Kb, una banda de 200 pb, lo cual sugiere que algunas de las bacterias de la
colonia 1, tenian el plasmido vacio pDIVA.

B)

10.0

10.0
30
4.5 Kb 5.0
4.0
3.0

3.0 4.3 Kb

20
1.5

1517

500
400
300
200
100

0.5

Figura 30 Verificacion de las clonas por PCR de ADN plasmidico. A) cebadores
CB21/187., B) cebadores CB172/173. 1. Marcador 1 Kb NEBs. 2. Colonia 1., 3.
Colonia 2., 4. pDIVA., 5. Marcador de 100 pb marcador de NEBs.
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3.3. Secuenciacién de las clonas infectivas.

Habiendo verificado la presencia de la insercion del genoma de PMeV-Mx en el
vector pDIVA de las dos colonias, se llevo a cabo la secuenciacién con los cebadores
CB21 dirigido al promotor CaMV35S y cebador CB187 a la Ribozima de la clona infectiva
pCBL224.

3.3.1. Clona 1.

Se secuencié la Clona 1 con el cebador directo CB21 que se encuentra dirigido al
promotor CaMV 35S de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224) en la posicion
3,616, corriente arriba del extremo 5 de PMeV-Mx, el tamafio resultante fue una
secuencia de 1,177 nt de longitud. El alineamiento de pares CLUSTALW de la secuencia
Clonal _CB21, con la secuencia de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx, arroj6 una
cobertura que parte desde el nucleétido 3,672 hasta el nucleétido 4,847, con un
porcentaje de identidad de 99.82 %. La Figura 31 muestra el lineamiento de pares para
ambas secuencias. En color azul se sefala la cobertura del promotor CaMV 35S y en
naranja 1,092 nucleétidos correspondientes a la secuencia completa del ORF1, y parte de
la secuencia no codificante entre el ORF1 y ORF2 de PMeV-Mx.

Adicionalmente se secuenci6 la Clona 1 con el cebador reverso CB187, dirigido a
la Ribozima HDV-agrz de la clona infectiva pDIVA::PMeV-Mx, en la posicion 8,142 nt. La
longitud de la secuencia obtenida es de 1,207 nt, la cual se alinea desde el nucleétido
6,821, hasta el nucleétido 8,111 de pDIVA::PMeV-Mx. Abarcando parte la ribozima HDV-
agrz del vector pDIVA, y corriente arriba del extremo 3’ de PMeV-Mx, abarcando parte del
RNA largo no codificante. El porcentaje de identidad (ID) entre ambas secuencias es de
99.84 % (Figura 32).
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Clonal_CB21
pDIVA: :PMeV-Mx

Clonal_CB21
pDIVA: :PMeV-Mx

——————————— CTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAACA
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAACA
TTCCCGTGGGACGTCTCACCTCCCATGCCGGTTTTAATTTGTTGAAGCTGGCAAGCAAGC
TTCCCGTGGGACGTCTCACCTCCCATGCCGGTTTTAATTTGTTGAAGCTGGCAAGCAAGC
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAGT
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAGT
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAGT
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAGT
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGTTGAGAAACATAGGTCACATGCAAATG
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGTTGAGAAACATAGGTCACATGCAAATG

CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCGG
CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCGG

AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGTTGGGCGAATCTAGCCAAGCTG
AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGTTGGGCGAATCTAGCCAAGCTG

TTAGGGTTCAGGTTCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCCA
TTAGGGTTCAGGTTCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCCA

GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGTTAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCTG
GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGTTAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCTG
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCCG
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCCG
ACCCTGCTGGTGGGTTAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCCG
ACCCTGCTGGTGGGT TAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCCG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGGA
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGGA
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGCG
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGCG
CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCTG
CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCTG
GACTGGACGCATCCCTTGCTGTCTGCGTAGCGGTGAAACTCTGGCTTACGCCAACCATTA
GACTGGACGCATCCCTTGCTGTCTGCGTAGCGGTGAAACTCTGGCTTACGCCAACCATTA
AGGACGAGGCAATCTCCCTGTTTCGTCCTTTTCTGGT TGGCCCGTAAGTACGTTTCCAGG
AGGACGAGGCAATCTCCCTGTTTCGTCCTTTTCTGGT TGGCCCGTAAGTACGTTTCCAGG
TGTGTCCCGTAGTTTCGCGGTTCCAGCGGGCGCACCTATAAAGAAACTGCGTGGGGTTCT
TGTGTCCCGTAGTTTCGCGGTTCCAGCGGGCGCACCTATAAAGAAACTGCGTGGGGTTCT

TACGGGGCCCTAAAGTCCGGGAGAGTACGTCCATCTACCCTAAGGTGG-----------~
TACGGGC-CCTAAAGTCCGGGAGAGTACGTCCATCTACCCTAAGGTGGTTGGCGGCTTGT

Figura 31 Alineamiento de pares ClustalW de resultados de secuenciacion de
la Clona 1 con el cebador CB21.
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CGAACTCTTTGAGAGGCTTAAATTGGTTCCGCCGATGGCTTCCATTGGGATTACTAGGTG
----- TCTTTGAGAGGCTTAAATTGGTTCCGCCGATGGCTTCCATTGGGATTACTAGGTG

GCTACTGTGTATCGTTAGGGCGACCTTTTGATACCTGTACCGTCAAGTAGTTTCTTTGGT
GCTACTGTGTATCGTTAGGGCGACCTTTTGATACCTGTACCGTCAAGTAGTTTCTTTGGT
TCCATGTCTGGTTGGTTTCCAGCCAATTAGAGGGCTAGATTCGGCTCGACTATGGTTCCG
TTCCATGTCTGGTGGTTTCCAGCCAATTAGAGGGCTAGATTCGGCTCGACTATGGTTCCG
TCAATTGGCTTGCAAGATAGGGTGGTTTGCATTAAAACAGT TGGTATGATTCAGTAGAGT
TCAATTGGCTTGCAAGATAGGGTGGTCTGCATTAAAACAGT TGGTATGATTCAGTAGAGT
TATTGAAAGCTGTTTATGCGTGAACTCATTTAATTAACCTGTGCCTGGATGTAAATGCCC
TATTGAAAGCTGTTTATGCGTGAACTCATTTAATTAACCTGTGCCTGGATGTAAATGCCC
AGGAACTTCAACCCACAGCTATTTAACAACCCCTCTTGTTCTGGTATTTAGTCGGGCGCT
AGGAACTTCAACCCACAGCTATTTAACAACCCCTCTTGTTCTGGTATTTAGTCGGGCGCT
TATTGACTGCTCTATTTGGAGTGAGTCACCCGGCACATTATTGAACAGACATTGGGGGCT
TATTGACTGCTCTATTTGGAGTGAGTCACCCGGCACATTATTGAACAGACATTGGGGGCT
CTGGCTAGTCGGGAAGATGGTTTGGATCAGAGACGCTCAGCCATTTGGATGGGCGGTTTG
CTGGCTAGTCGGGAAGATGGTTTGGATCAGAGACGCTCAGCCATTTGGATGGGCGGTTTG
CTATTGACCTCGGTATTTAGTCTCGACATAGGGCTTGATAAGCGTATTTTCAGTCGTAGG
CTATTGACCTCGGTATTTAGTCTCGACATAGGGCTTGATAAGCGTATTTTCAGTCGTAGG
TATCTCCAGAGGTTCTGCAGTTGGCAGGCTCCATGTTAGAGCACCTATGGAACCAGCCGA
TATCTCCAGAGGTTCTGCAGTTGGCAGGCTCCATGTTAGAGCACCTATGGAACCAGCCGA
AAGCTGGGGACGGAAGGGTATATTTTATGGGAGTCTGCACACCTTCTTCTGTGGAACTGG
AAGCTGGGGACGGAAGGGTATATTTTATGGGAGTCTGCACACCTTCTTCTGTGGAACTGG
TCCTGATAAAACTAACCCATTAACCACATGGGCTAAGGCCTGAGATGTAACGGGTTTTGG
TCCTGATAAAACTAACCCATTAACCACATGGGCTAAGGCCTGAGATGTAACGGGTTTTGG
GCTGACTGGCAAAGTGCTATTGGTGGGCTTGGTTGCGGCTCATATGCATGTGTGCTACTC
GCTGACTGGCAAAGTGCTATTGGTGGGCTTGGTTGCGGCTCATATGCATGTGTGCTACTC
TCCAAATTGGGTCTCACCCCGAGGTTGGGGCTTGGGCGCTATTGTGTGTGTGCGTAACTT
TCCAAATTGGGTCTCACCCCGAGGTTGGGGCTTGGGCGCTATTGTGTGTGTGCGTAACTT
CTAATAGTTCTGTGGTTTAGCTCGCTGTGGATCATTTGGTACGCATTTGTGGACTATCTG
CTAATAGTTCTGTGGTTTAGCTCGCTGTGGATCATTTGGTACGCATTTGTGGACTATCTG
ATACGCGGGGCTAGATTTCAGTTCTACAACGGAGCCAGCTAAGTTTTGCCAGGCAAGGGC
ATACGCGGGGCTAGATTTCAGTTCTACAACGGAGCCAGCTAAGTTTTGCCAGGCAAGGGC
TACGTTAGGCATCTGGAGTTCCGCTGTGGTCCAGATCCGGAACGCGGGTGATATTGGCTG
TACGTTAGGCATCTGGAGTTCCGCTGTGGTCCAGATCCGGAACGCGGGTGATATTGGCTG
TGGATTGGCTATTGTCGATACGCGCTCTATTACTGCTGTGGTCCGCTTCTTGGAACGCGG
TGGATTGGCTATTGTCGATACGCGCTCTATTACTGCTGTGGTCCGCTTCTTGGAACGCGG
GTTCTATTATGGTGTGGTTTAGAAAGCCGCTCACTAAACACGTAGTTTGAGCCCTCGGGG
GTTCTATTATGGTGTGGTTTAGAAAGCCGCTCACTAAACACGTAGTTTGAGCCCTCGGGG
GGGGGACATAATACTCTCGAGTTTAAATTTGCTTGCAAAAGTAACGCGAAAGCGTGCCCG
GGGGGACATAATACTCTAGAGTTTAAATTTGCTTGCAAAAGTAACGCGAAAGCGTGCCCC

GGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCAC
GGTCGGCATGG = = = = = == = == = = m @ m — o ff oo

Figura 32 Alineamiento de pares ClustalW de resultados de secuenciacion de la
Clonal con el cebador CB187.
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3.3.2. Clona 2.

La secuenciacion de la Clona 2 con el cebador directo CB21 (Clona2_CB21), dio como
resultado una secuencia de 1,133 nt de longitud, la cual se alined con la secuencia de la clona
infectiva pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224), con una cobertura que parte desde el nucleétido 3,664
hasta el nucleétido 4,796, con un porcentaje de identidad de 99.80 %. La Figura 33 muestra el

lineamiento de pares para ambas secuencias.

Para secuenciacion de la Clona 2 con el cebador reverso CB97 (Clona2_CB97), en la
posicién de 915 nt de PMeV-Mx, resulté una secuencia de 1,221 nt de longitud. La Figura 34
muestra el alineamiento de secuencias por pares de la Clona2_CB97 contra la secuencia de la
clona infectiva pDIVA::PMeV-MXx.

El porcentaje de identidad (ID) entre ambas secuencias es de 100 %, la secuencia de la
Clona2_CB97 se alinea con parte de la secuencia del promotor CaMV 35S de pDIVA::PMeV-
Mx desde el nucleétido 3,400, y cubre 866 nt de la secuencia del ORF1 de PMeV-Mx,
terminando en el nucleétido 4,620 de pDIVA::PMeV-Mx.
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----TATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACC
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTT

CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAAC
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAAC
TTCCCGTGGGACGTCTCACCTCCCATGCCGGTTTTAATTTGTTGAAGCTGGCAAGCAAG
TTCCCGTGGGACGTCTCACCTCCCATGCCGGTTTTAATTTGTTGAAGCTGGCAAGCAAG
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAG
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAG
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAG
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAG
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGTTGAGAAACATAGGTCACATGCAAAT
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGTTGAGAAACATAGGTCACATGCAAAT
CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCG
CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCG

AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGTTGGGCGAATCTAGCCAAGCT
AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGTTGGGCGAATCTAGCCAAGCT

TTAGGGTTCAGGTTCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCC
TTAGGGTTCAGGTTCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCC

GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGT TAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCT
GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGTTAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCT
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCC
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCC
ACCCTGCTGGTGGGTTAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCC
ACCCTGCTGGTGGGTTAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCC
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAG
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGG
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGG
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGC
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGC

CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCT
CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCT

GACTGGACGCATCCCTTGCTGTCTGCGTAGCGGTGAAACTCTGGCTTACGCCAACCATT
GACTGGACGCATCCCTTGCTGTCTGCGTAGCGGTGAAACTCTGGCTTACGCCAACCAT

AGGACGAGGCAATCTCCCTGTTTCGTCCTTTTCTGGTTGGCCCGTAAGTACGTTTCCAG
AGGACGAGGCAATCTCCCTGTTTCGTCCTTTTCTGGTTGGCCCGTAAGTACGTTTCCAG

TGTGTCCCGTAGTTTCGCGGTTCCAGCGGGCGCACCTATAAAGAAACTGGCTGGGG - - -
TGTGTCCCGTAGTTTCGCGGTTCCAGCGGGCGCACCTATAAAGAAACTGCGTGGGGTTC

Figura 33 Alineamiento de pares ClustalW de resultados de secuenciacion de la
Clona 2 con el cebador CB21.
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CGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTT
--------------------------------------- CCAAAGGGCTATTGAGACTTT
TCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTT
TCAACAAAGGGTAAATTCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTT
CATCAAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGG
AAAGGCTATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCAC
GAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATG
GAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATG
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
TGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTC
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAACA
CTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGATTAGAAATGATGAACATTTCGAACA
TTCCCGTGGGACGTCTCACCTCCCATGCCGGTTTTAATTTGTTGAAGCTGGCAAGCAAGC
CATCAAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGG
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAGT
TTGGAAAGCAAAATCCTCCTTCCAAGTTTGCGGGTGGGCGAAGGCCAAATCCTGGTGAGT
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAGT
CTGGCACCTCACACGGTGGGCCTTCTTCATCATCTCGACCTTCCCGAAGGCGAGGTAAGT
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGT TGAGAAACATAGGTCACATGCAAATG
TTGCCCTTAGGAGGCCAGCTGGAGTTCAGTGGGT TGAGAAACATAGGTCACATGCAAATG
CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCGG
CGGCCCGTCGATCTTCTCCTGCAGAACAAAGGCAGGAATCCTATACGGACTCTGGTCCGG
AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGT TGGGCGAATCTAGCCAAGCTG
AAGCTCTGTCATCTCAATCGCAAGAAAGAGTGATAGAGTTGGGCGAATCTAGCCAAGCTG
TTAGGGTTCAGGT TCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCCA
TTAGGGTTCAGGT TCCGAGCCAAGATGGTGATAGACCTACGGCGGTTCAGGCGCAAGCCA
GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGT TAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCTG
GTTCCGCTGTGGAGATTGAACCTATCAAGGT TAGGAGCTTGGTTGGGGAAAGGATGGCTG
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCCG
AGGAAGCCACTCGAATCGCTTTCCGCAGCTTAGGCTGGGAGAGTAGATTGCCCTGGCCCG
ACCCTGCTGGTGGGTTAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCCG
ACCCTGCTGGTGGGTTAGAGCGGGTACTAGAGCAAACCCGTACCATGATGGCTATTCCCG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
GGTTAGGGGAGGAACTTGCTGAGGGATTCCTTGGTGAGCCCACCTCTGACATTCGAGAGG
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGGA
AGGTGGTGAATGGCTATCAGCGCGAAGTGGGGTGGGAGCGGCTCCACTGGCGGTTTGGGA
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGCG
AAATCTGGTCTCCATCTACGAAGATGGCCAGTCGTCTGCGCGGGCATTTTGGCCTACGCG

CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCTG
CCCCTAGCAGCGCTAATGCGTTGTTGGGAGAACACTGGCTGTTGGAGCAGTATGGTGCTG

Figura 34 Alineamiento de pares ClustalW de resultados de secuenciacion de la
Clona 2 con el cebador CB97.
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Los resultados de la secuenciacion demuestran que la insercién del genoma completo
en pDIVA es correcta en ambas colonias. No se encontraron mutaciones en las secuencias,
salvo por un par de cambios hacia el final de secuencias, lo cual es normal en la secuenciacion
Sanger. Para determinar si existen mutaciones en el resto de la clona infectiva es necesario
secuenciar el genoma completo de PMeV-Mx, empleando cebadores en ambos sentidos y

comparar esas secuencias.

3.4. Transfecciéon directa a A. tumefaciens

Como alternativa ante los problemas de toxicidad encontrados al transformar el en E.
coli, se probd la transformacion directa del producto del ensamblaje de Gibson de la cepa
LBA4404 de A. tumefaciens, tal como lo reportan Tuo y Col. en 2017, obteniéndose una
colonia resistente a Kanamicina, a la cual se le denominé Colonia 3. Se verificé la presencia del
inserto mediante PCR en colonia con los juegos de cebadores, CB172/CB173 y CB21/CB187
respectivamente, y produjeron amplicones de 4.3 Kb y 4.5 Kb en ambas colonias, indicando
gue contienen el genoma de PMeV-Mx en pDIVA. Se utilizé al vector pDIVA vacio como
control, el cual produjo un amplicén de 200 pb con los cebadores CB21/CB187 (Carril 1). Los
amplicones esperados en la Figura 35, confirman una transformacién de A. tumefaciens con la

clona infectiva.

200 pb

Figura 35 Verificaciéon de la colonia 3,
de A. tumefaciens por PCR. 1.
Marcador de 1 Kb Plus. 2 y 3.
Productos de PCR obtenidos con los
cebadores CB21/187., 3. CB172/173.
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Sin embargo, cuando se repiti6 el PCR de la colonia 3 con los cebadores arriba
mencionados, dias después haber cultivado la colonia estridndola en medio sélido LB fresco
con Km, no fue posible volver a tener ninglin producto de amplificacion. Esto sugiere que las
bacterias de A. tumefaciens se curaron, es decir, perdieron el pldsmido, posiblemente como
resultado de la toxicidad.

Por lo anterior se realizé un glicerol al 30 %, con 700 uL de cultivo y 300 uL de glicerol

de la cepa amplificada inicialmente, y se almacend a -80 °C, para analizarla posteriormente.

3.5. ANALISIS IN SILICO DEL IncRNA DE PMeV-Mx
Para estudiar al IncRNA de PMeV-Mx se realizaron andlisis in silico, tanto de prediccion

de estructura secundaria como alineamientos multiples de secuencias. La primera para
identificar regiones que pudiesen tener un papel importante en la replicacion del virus, o bien en
la regulacion de la expresion de sus genes o un posible papel en los mecanismos de defensa
de la planta. Los alineamientos multiples, para identificar regiones conservadas con otros virus
relacionados filogenéticamente al PMeV-Mx, que puedan tener una funcion. Posteriormente, se
utilizaron los resultados aqui obtenidos para el disefio de mutantes en el INcCRNA.

3.5.1. Analisis de la estructura secundaria del IncRNA de PMeV-Mx
Los analisis de la estructura secundaria con la aplicacion RNA Folding Form V2.3

(UNAFold web server) arrojaron informacion sobre la formacion de estructuras secundarias con
una alta probabilidad de plegamiento entre los nucleétidos 600 y 800 del IncRNA de PMeV-Mx.
Una vez identificada esta region, se realizaron mutaciones in silico con substitucién de 13 nt.
Los analisis demostraron que una substitucion de 13 nt es suficiente para provocar un cambio
en la probabilidad de plegamiento, la cual disminuye en las estructuras de tallo y asa

identificadas en esta region (Figura 38).
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Figura 36 Esquema de la estructura secundaria del IncRNA de PMeV-Mx. Anotacion
de estructura p-num. Plegamiento del IncRNA a 28 °C. AG = -752 kcal / mol. El circulo
punteado encierra la region con estructuras secundarias con mayor probabilidad de
plegamiento (colores célidos).

Figura 37 Gréfico circular. Anotacion de gréafico p-num. Las lineas punteadas marcan
las regiones secundarias con mayor probabilidad de plegamiento (colores célidos).
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Dada la prediccion de las estructuras secundarias del INcRNA de PMeV-Mx, se
identificd una region potencial para obtener una mutante, tomando ventaja del desarrollo de la
clona infectiva obtenida en este trabajo, dirigida a una de cuatro estructuras de tallo y asa que

forman parte del mdaltiple loop seleccionado (Figuras 38 y 39).
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Figura 38 Estructura secundaria del IncRNA de PMeV-Mx. El recuadro muestra la
regién seleccionada para la mutacién por substitucién.

Se substituy6 la secuencia de 13 nt 5° TTTCCAGCCAATT 3’ por la secuencia de 13 nt
5 ATAGGATTGCUCG 3, en la posicion 836 a 848 del IncRNA, que corresponde a la posicion
3,282 del genoma completo de PMeV-Mxy y la posicion 7,036 de la clona infectiva de
pDIVA:PMeV-Mx (pCBL224). Posteriormente se verificd el efecto de la sustitucion en la
estructura secundaria, tal como se muestra en la Figura 39, podemos observar un cambio de
color de rojo a amarillo/verde en tres de cuatro tallos y asas, lo que significa una probabilidad

menor de hibridacion.
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Figura 39 Mutacion de la estructura secundaria del IncRNA de PMeV-Mx, por
sustitucion de 13 nt.

En la Figura 40 podemos observar de manera mas clara el efecto de la sustitucion

(mutacion in silico) sobre la estructura secundaria de PMeV-Mx, donde se observa una

disminucion en la hibridacion de las bases que presentaban alta probabilidad de plegamiento,

dicho disminucion se ve reflejada con un cambio en el color de rojo (A) a amarillo (B).

Figura 40 Gréfico circular de la estructura secundaria del IncRNA de PMeV-Mx.
Mutacion in silico por substitucion de 13 nt. A) Grafico circular de estructura sin
mutacion. B) Gréfico circular de estructura mutada. Las lineas punteadas indican la
region de interés.
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3.5.2. Analisis de la secuencia primaria del IncRNA de PMeV-Mx
Se realizé un alineamiento multiple de secuencias con las regiones correspondientes al

IncRNA de los virus: Virus de la meleira de la papaya 2 (PMeV2) Acc. KT9211781., Virus Q del
Babaco (BabVQ) Acc. MT113181., Virus asociado a la vena amarilla de los citricos (CYVaV)
Acc. JX101610.1. y Virus de la fresa A (StrVA) Acc. MK211275.1. (Tabla 7), los cuales son los
mas cercanos a PMeV-Mx. De manera interesante se encontr6 una gran divergencia en las
secuencias de estos virus, lo cual es un reflejo de la falta de presién de seleccién por la
ausencia de una region codificante. Sin embargo, el alineamiento permitié identificar una region
conservada de polipurinas de 15 nt (GGGGGGGGACATAAT) en la posicion 1,830 del IncRNA
de PMeV-Mx y posicion 4,284 del genoma completo de PMeV-Mx, que se encuentra

conservada para los virus analizados, con excepcién de CYVaV (Figura 41).

Tabla 7 Virus cercanos a PMeV-Mx analizados.

No. Acc GenBank Abreviatura Nombre del virus
KT9211781 PMeV2 Virus de la mele2|ra de la papaya
MT113181 BabVQ Virus Q del babaco
JX101610.1 CYvaVv Virus asociado a la vena

amarilla de los citricos
MK211275.1 StrvVA Virus de la fresa A

BaBVQ 1763 GGTGGTGTGGTGCACC ClejeieieiciciecieFNol-UWw-WRET CC T 1798
PMeV2 1982 AATTTTATGAGTGCTAT Shmmw-SReiciciohmmueteiGCTAC 2017
PMeV-Mx 1047 CTGACGG - - - - TGAGAT[sjeieieieielele WV QW VREACCC 1078
StrvA 1821 CGTAGTTTGAGCCCTCG[ejeicieieieiecie P NoF QW VU ACTC 1856
CYVQV s e e e e e e e e e e e e e e e e e e f e e e e e e e e e e e

Figura 41 Alineamiento multiple de los IncRNA de virus similares a Umbravirus
cercanos a PMeV-Mx. BabVvQ: MT113181.,, PMeV2: KT9211781., StrVA:
MK211275.1., CYVaV: JX101610.1., y PMeV-Mx: datos no publicados.
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3.5.3. Analisis del extremo 3’ OH de PMeV-Mx
El analisis in silico de la secuencia primaria y de la estructura secundaria

cercana al extremo 3'OH del IncRNA de PMeV-Mx mostré que la secuencia conservada
de 15 nt rica en purinas 5 GGGGGGGGACATAAT 3°, es parte de una estructura en
forma de horquilla, que segun el analisis de prediccidon de estructura secundaria (Figura
42), se conservd para BabVvQ, PMeV2 y StrVA (Tabla 7). Esta horquilla recibe el
nombre de horquilla (H5), conservada en virus del género Carmovirus (Pogany et al.,
2003) pertenecientes a la familia Tombusviridae, cuya funcion en Carmovirus podria
ser importante para un paso de maduracion de la replicasa. Se seleccion0 esta region
para generar una segunda mutante del IncRNA de PMeV-Mx, a la cual se denomina
“‘Mutante 2” basada en la substitucion de 15 nucledtidos conservados en la horquilla H5
de PMeV-Mx.

A -_—
—_—C —_—C
—_— —_—C
—_—C -_
—_— -_—
G=—1C C=—0G
C=—0G C=—0G
U =—A C=—0G
GCCC=—GUWU UGCA=—UUGAAAG
PMeV-Mx BabvQ
—_—
A
—_—C
—_—C
—_—A
—_—
— —CA
— —C
u —
u —_—C
UA G U =—A
U=—A A=
GAGUGC—GG GGUGA Ge=CAAUAG
PMeV?2 StrVA

Figura 42 Estructuras secundarias predichas de la secuencia que abarca la regién
conservada rica en purinas del IncRNA de PMeV-Mx vy virus similares a Umbravirus.
PMeV-Mx: datos no publicados, BabQ: MT113181., PMeV2: KT9211781., y StrVA:
MK211275.1. Los nucledtidos en azul indican las secuencias conservadas.
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Una vez identificada la horquilla H5 conservada en el extremo final del IncCRNA de
PMeV-Mx, se realizaron comparaciones de estructura secundaria y de residuos conservados
con otros virus filogenéticamente relacionados con “RNAs” similares Umbravirus (uUIRNAAs) de
clase 1, 2 y 3, BabvQ, CyVvaV, StrVA y Tomato bushy stunt virus (TBSV) del género
Tombusvirus. Encontrdndose que las horquillas H5 se encuentran conservadas también en
estos virus, ademas de un dominio de union ARN-ARN denominado W1 y para PMeV-Mx, una
horquilla gPr similar a la de los Tombusvirus.
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Figura 43 Comparacion de las caracteristicas terminales 3 ' OH entre PMeV-Mx,
UIRNAAs: Clase 1 BabVvVQ (MT113181), Clase 2. CYVaV (JX101610.1), Clase 3.
StrVA (MK211275.1) y TBSV (M21958). Secuencias similares (Rojo). Pseudonudo
H5 (Azul). Interaccion RNA-RNA (Azul).

3.6. DISENO DE LAS MUTANTES DEL IncRNA

Los analisis de estructura secundaria y regiones conservadas del IncRNA de PMeV-Mx
permitieron identificar regiones para el disefio de las mutantes 1 y 2. Estas mutantes se
disefiaron, tomando ventaja de la técnica de ensamble de Gibson, ya que es posible introducir
mutaciones en los cebadores. En la figura 44 se muestra un esquema de la estrategia utilizada
para el ensamble las mutantes disenadas, denominadas de ahora en adelante “Mutante 1 y
Mutante 2”, mediante el método de Gibson. La Mutante 1 consta de la amplificacién de dos
fragmentos con los cebadores CB172 y CB175 (Fragmento 1-M1 y Fragmento 2-M1) con un
tamafio esperado de 3,312 pb y 1,078 pb, respectivamente. Los fragmentos 1 y 2, se
ensamblaron con el vector pDIVA linealizado de 4.3 Kb con los cebadores CB188 y CB189. El
ensamble de los tres fragmentos amplificados (F1M1, F2M1 y pDIVA) tiene una longitud de 8.6
Kb.

La Mutante 2, corresponde al extremo terminal 3OH del PMeV-Mx por lo que el disefio de
ensamble consta de una amplificacion completa de la clona infectiva (pCBL224) con los
cebadores CB176 y CB177, esperando un tamafio de 8.6 Kb. Los cebadores antes

mencionados incluyen la sustitucion de 15 nt para generar la Mutante 2.
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A) Mutante 1

CB174
GB_1?_2+ PMeV-Mx & HDVagrz
Promotor CB175 CB173
35 5 Camv

Ensamble de fragmentos
amplificados (GA)

HDVagrz
Promotor
sscamy | ogmento 1.(3,312 pb) Fragmento 2. (1, 079 pb)
PMeV-Mx M1
HDVﬂEm
P ot
sé‘nsmc;:‘v pDIVA::PMeV-Mx M1
8.6 Kb
B) Mutante 2
CB176
PMeV-Mx —}‘ HIJ‘h‘a;_;rI
Promotor
35 S CaMV CB177
Ensamble de fragmentos amplificados (GA)
HDVﬂgrz
Promotor
35 5 Camvv
pDIVA::PMeV-Mx M2
8.6 Kb HDVagrz
Promotor
35 5 CaMmy

Figura 44 Esquema para el ensamble de las mutantes del IncRNA de PMeV-Mx. A)
Mutante 1. B) Mutante 2. Lineas azules. Promotor CaMV 35S y Ribozima (HDrz).,
Lineas naranjas. Secuencia completa de PMeV-Mx., Lineas amarillas. Fragmentos
Mutante 1., Lineas moradas. Fragmentos Mutante 2., Tridngulos rojos. Posicion
aproximada de las mutantes., Flechas. Ubicacién y direccién de los cebadores.
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3.6.1. Diseiio de cebadores paralas mutantes del IncRNA

La Tabla 8 contiene los cebadores disefiados para la construccion de las mutantes por

sustitucion del IncRNA de PMeV-Mx, y sus caracteristicas.

Tabla 8 Cebadores para las mutantes IncRNA de PMeV-Mx.

Cebadores para el ensamble de las mutantes de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)

D No S e Tamafo T| Tam| Tm| %
ecuencia total m | afo s| GC
Mutante 1 estructura secundaria
5'ctctcgagcaatcctat CCAACCAGACATGGAACC 71 43.4
CB174 | AAAGAAACTACTTG3’ 47 nt °C 15 nt °é 52
3.
5'ggataggattgcucgaGAGGGCTAGATTCGGCTC 79 43.4
CB175 |GACTATGG3’ 28 nt °C 15 nt °é 50
Mutante 2 secuencia conservada
5’gtgagcggaagtagtgaCGAGGGCTCAAACTACG 1 461
CB176 | TGTTTAGTGAGY 43 nt °C 15 nt o(': 50
4. 5'gtcactacttccGCTCACTCTCGAGTTTAAATTTG 79 461
CB 177 | CTTGCAAAAGTAACGCG3’ 51 nt °C 15 nt o(': 39

Nota. En negritas, secuencias de sobrelapamiento de CB174-F1M1 con CB175-F2M1, y CB176-F1M2

con CB177-F2M2 para la sintesis de mutantes 1y 2.
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3.7. Construccion de la Mutante 1

En la Figura 45 se observa la amplificacion y purificacion del fragmento 1 con los
cebadores CB172/CB175 y fragmento 2 con los cebadores CB173/CB174 que componen la
Mutante 1, respectivamente. El tamafio de los amplicones es de 3.3 Kb, y 1.0 Kb para los
fragmentos 1y 2, respectivamente.
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1.8
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05

Figura 45 Amplicones para
generar la Mutante 1. 1.
Marcador de 1 Kb de NEBs., 2y
3. Fragmentos 1 y 2, obtenidos
con cebadores CB172/CB175 y

CB173/CB174.

Una vez amplificados y purificados los fragmentos 1 y 2 de la Mutante 1, estos fueron
ensamblados con el vector pDIVA previamente amplificado con cebadores CB189 y CB188. En
la Figura 46 se observa el resultado del ensamblaje in vitro de los fragmentos mediante el
Método de ensamble de Gibson, descrito con anterioridad. Las bandas observadas de 3.3 Kb, 1
Kb corresponden al fragmento 1 y 2 de la mutante, la banda de 4.3 Kb corresponde al
ensamble de los fragmentos 1y 2, pero también puede corresponder al vector pDIVA con un
tamanio de 4.3 Kb, finalmente la banda de 8.6 Kb corresponde a la mutante de la clona infectiva

ensamblada con el vector pDIVA.
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18
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Figura 46 Ensamble de
Gibson de la Mutante 1. 1.
Marcador de Kb de NEBs.
2. Producto del ensamble
M1.

Posteriormente, al igual que con la clona infectiva, se purificé la reaccion del ensamble
de Gibson para la mutante 1 y se transformaron células competentes de E. coli JIM109 single
use. Unicamente se obtuvo una colonia de la cual se extrajo DNA plasmidico para su
verificacion.
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3.7.1. Verificacion de la construccion de la Mutante 1
En la Figura 47 se observa el resultado de la digestion con la enzima Sal | que libera

dos bandas de 3 Kb y 5.6 Kb y con la enzima Xba | que linealiza la Mutante 1, generando una
banda de 8.6 Kb. Al igual que con la clona infectiva, también se observa DNA gendmico, de

tamario superior a 10 Kb.

10.0
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0

8.6 Kb
5.6 Kb

— 3.0 Kb

2.0

1.5

1.0

0.5

Figura 47 Ensayo de digestion de la Mutante 1. 1 y
4. Marcador de 1 Kb de NEBs., 2 y 3. Digestién con
Sal | y Xba | respectivamente.

En la Figura 48 se puede observar la amplificacion esperada de 4.5 Kb en un gel de
agarosa al 0.8 %, que se realiz6 con los cebadores CB21 y CB187 para la verificacién correcta
del ensamblaje. Al plasmido resultante con la mutante 1 del IncRNA de PMeV-mx en se le
denominé pCBL239.
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Figura 48 Verificacion por
PCR de la Mutante 1.

3.8. MATERIAL VEGETAL
En paralelo a la construccion de las clonas infectivas de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224),

se germinaron 30 plantas hospedantes (C. papaya) y no hospedantes (N. benthamiana) de
PMeV-MX, segun los protocolos antes mencionados en la seccién de metodologia (Seccién
2.4) (Figura 49). Se seleccionaron las semillas viables y se germinaron en almacigos,
posteriormente se trasplantaron a macetas de manera individual (Figura 50 y 51). La edad
establecida para la agroinfiltracion de las plantas es cinco semanas (Sparkes et al., 2006), por
tal razon, la obtencién de material vegetal se realizé consecutivamente durante un periodo
aproximado de seis meses, con la finalidad de contar con material vegetal disponible para
agroinfiltracion, una vez obtenidas las clonas infectivas (Clonas 1 y 2, obtenidas de E. coli y
clona 3 proveniente de la transfeccion directa a A. tumefaciens) y Mutante 1 del IncRNA de
PMeV-Mx obtenidas.
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Figura 49 Tratamiento pregerminativo de semillas de A) N. benthamiana. ) C.
papaya.

Figura 51 Plantas de C. papaya de cinco semanas de edad.
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3.9. ESTABLECIMIENTO DE LA AGROINFILTRACION

Para establecer el protocolo de agroinfiltraciébn en el laboratorio, se utilizaron tres
plantas de N. benthamiana y C. papaya, respectivamente, de cinco semanas de edad (Figura
52) que se agroinfiltraron con la cepa LBA4404 transformada con el vector pPCAMBIA2200:GFP.
Como control se agroinfiltraron tres plantas de N. benthamiana y C. papaya, respectivamente,
con la cepa LBA4404 sin transformar. Transcurridos los 3 dias postinfiltracion, los fragmentos
de hojas agroinfiltradas se observaron en el estereomicroscopio Stemi DV4, donde se observo
la fluorescencia dada por la etiqueta de GFP en tejido vegetal agroinfiltrado con el vector
pCAMBIA2200::GFP (Figura 54 y 55 B). La agroinfiltracion con el vector pCAMBIA2200::GFP
resulté exitosa para hojas de N. benthamiana y C. papaya, mismo que sera til para los futuros
ensayos de agroinfiltracion de las clonas infectivas (Clona 1 y 2), Colonia 3 de la transfeccion
directa a A. tumefaciens y Mutante 1 obtenidas de pDIVA::PMeV-Mx. Sin embargo, en el caso
del tejido de las hojas de C. papaya y debido a que su cuticula es mas gruesa, respecto a la de
N. benthamiana, fue mas dificil la agroinfiltracion, y la expresion fue menor (Figura 55 B)). Por
tanto, se decidid utilizar el método de agroinyeccion para los futuros ensayos con las infectivas
de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224) y mutantes.

Figura 52 Material vegetal. A) C. papaya., B) N. benthamiana a las cinco semanas
de edad.
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Figura 53 A) Agroinfiltracion de plantas., B) Tejido de hoja agroinfiltrado de N.
benthamiana.

Figura 54 Tejido hojas de N. benthamiana de cinco semanas de edad,
agroinfiltracion A) Infiltracion con A. tumefaciens LBA4404 sin transformar, B)
Infiltracién con A. tumefaciens LBA4404 que albergaba pCAMBIA2200:GFP (3
dpi). Estereomicroscopio Stemi DV4, 1.25X.
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Figura 55 Tejido hojas de C. papaya de cinco semanas de edad, agroinfiltracion A)
Infiltracion con A. tumefaciens LBA4404 sin transformar., B) Infiltraciébn con A.
tumefaciens LBA4404 que albergabapCAMBIA2200:GFP (3 dpi). Estereomicroscopio
Stemi DV4 1.25X.

Como resumen de los resultados presentados en este trabajo, se desarrollaron las clonas
infectivas (Clona 1 y 2), la Colonia 3 de la transfeccion directa a A. tumefaciens y la Mutante 1
obtenidas de pDIVA::PMeV-Mx. Y se establecio el protocolo de agroinfiltraciéon con el vector
pCAMBIA2200::GFP. Por cuestiones de tiempo asociadas la pandemia de COVID-19 que
abarcé el periodo de realizacion de la tesis, ya no fue posible realizar los ensayos de
inoculacion con las clonas infectivas y con la mutante en plantas para poder rechazar o aceptar
las hipétesis, sin embargo, se lograron construir las herramientas moleculares necesarias para
hacerlo. Sera necesario inocular plantas de papaya y hacer un seguimiento por RTg-PCR de la
carga viral en hojas inoculadas y sistémicas para determinar si el virus puede replicarse y
moverse, en ausencia de un virus ayudador. La mutante generada en la posicion 836 nt del
IncRNA que corresponde a la posicion 3,282 del genoma completo de PMeV-Mx, esté dirigida a
una estructura secundaria con alta probabilidad, y se determinara si un cambio en la estructura
secundaria del INcRNA de PMeV-Mx podria causar un efecto respecto a la expresion de PMeV-

MXx in vivo.
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CAPITULO IV.

DISCUSION
Los resultados presentados en esta tesis proporcionan informacién acerca del desarrollo

de la clona infectiva de PMeV-Mx (pCBL224) que permiti6 mediante genética inversa, un
acercamiento a la caracterizacion de la secuencia del RNA largo no codificante y que en un
futuro cercano contribuira al esclarecimiento de la etiologia de la meleira de la papaya en

México.

La clonacion del genoma completo de PMeV-Mx en el vector binario de expresion
pDIVA por el método de ensamble de Gibson (GA) mostré ser (til para la construccién de
clonas infectivas de PMeV-Mx, ya que pudimos corroborar una alta eficiencia en el ensamble
del inserto y vector en geles de agarosa, tal como lo reportaron Blawid & Nagata en el 2015,
ademas de que esta estrategia ha sido utilizada exitosamente por Bijora et al., 2017; Laufer et
al., 2018; Wang et al., 2021; Liu et al., 2022, para el desarrollo de clonas infectivas para el

estudio de virus de RNA de plantas.

Se verificd el éxito del ensamblado in vitro, pero la transformacion en cepas
guimicamente competentes de E. coli XL blue y DH5a no fue eficiente, al no obtener DNA
plasmidico de las células transformadas y cultivadas a 37 °C. Esto ha sido reportado con
anterioridad por Blawid & Nagata (2015) en la construccién de una clona infectiva del Virus del
mosaico de ampollas del tomate (ToBMV, por sus siglas en inglés), donde utilizaron las cepas
DH5a y DH10B para su propagacion. Ninguno de los plasmidos extraidos de células DH5a
transformadas y cultivadas a 28 °C o 37 °C tenia el tamafio de plasmido esperado. Pero, las
colonias de células DH10B transformadas y cultivadas a 28 °C contenian plasmidos con el
tamafio esperado, sin embargo, el porcentaje se redujo cuando las colonias se cultivaron a
37°C. Existe evidencia de que las cepas de E. coli adecuadas para clonar DNA inestable mas
la reduccidn de las temperaturas de incubacion de E. coli (p. €j., de 37 °C a 25-30 °C) ralentiza
las tasas de crecimiento bacteriano y mejora el mantenimiento y la propagacién de
construcciones problematicas (Pasin et al., 2019), lo que respalda los resultados obtenidos por
Blawid & Nagata (2015). En nuestro caso la clonacion en cepas de E coli convencionales y la

incubacién a 37 °C pudo contribuir a una baja eficiencia de clonacion.

La inestabilidad de las cepas de E. coli en la clonacién de virus de plantas, se ha
relacionado con la toxicidad de los productos de expresion viral no deseados en hospederos

bacterianos (Pasin et al., 2019). Especificamente con la expresion de promotores cripticos
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(Klenov & Hudak, 2021). Respecto la toxicidad de la secuencia viral de PMeV-Mx en cepas
convencionales de E. coli, al ser el primer reporte de una clona infectiva de PMeV-Mx ésta no
podia anticiparse. Puesto que se han reportado virus de RNA de plantas donde la secuencia
viral ha sido estable para cepas de E coli DH5a como en el caso del Virus de la necrosis interna
de la baya de la vid (GINV) (Fan et al 2020), el Virus de la clorosis de la remolacha (Wetzel, et
al 2018) y Virus del surco del tallo de la manzana (ASGV) Li et al., 2020.

De los diferentes enfoques para abordar los problemas de toxicidad de las secuencias
virales en E. coli (Sun et al., 2017; Tran et al., 2019; Duff-Farrier et al., 2019; Guo et al., 2020;
Klenov & Hudak, 2021), en este estudio se recurrio a las estrategias mas accesibles respecto al
tiempo disponible para el desarrollo del proyecto. La dilucion de la reaccién del ensamble para
introducir menor cantidad de copias del plasmido en las células (NEB, Manual de instruccién,
Gibson Assembly® Master Mix), la transformacién en la cepa de alta eficiencia de
transformacion E. coli IM109 (>108 cfu/ug) (Satyanarayana et al., 2003), y la incubacion a 28
°C (Pasin et al., 2019), permitieron la obtencién de dos colonias positivas (Clonas 1 y 2), que

fueron verificadas por PCR, ensayos de digestién con enzimas de restriccion, y secuenciacion.

A pesar de la obtencion de las clonas infectivas de manera exitosa, se encontraron
variaciones en cuanto su crecimiento en medio liquido LB, la clona 1 crecié de mas lentamente
respecto a la clona 2. Una respuesta a este fendmeno es la evidencia sobre la toxicidad para el
crecimiento de E. coli, la cual puede variar en cada evento de transformacién, en los cuales
pueden surgir mutaciones puntuales y deleciones, que afectan en mayor o menor medida el
crecimiento de las cepas y su potencial infeccioso (Klenov & Hudak, 2021). Tal como lo
reportan Tran y Col (2019) en la construccién un clon infeccioso del Virus del moteado del
pimiento (PepMoV) donde la manipulacién de este clon inestable en la cepa bacteriana DH10B
condujo a la formaciéon espontanea de un clon recombinado con alta estabilidad en las
bacterias, pero con una infectividad reducida debido a una insercibn no deseada de una

secuencia de E. coli en la region codificante de la proteasa Nla del virus.

Lo anterior, pudo haber dificultado la extraccion de DNA de plasmido de buena calidad y
en concentracion suficiente para la secuenciacion, ya que se recuperaba DNA genomico, lo

gue sugiere que las paredes celulares no estaban integras.

Los resultados de secuenciacion de los extremos del genoma viral unido al vector
indican que ambas clonas infectivas (1 y 2) se ensamblaron completas y respaldan los ensayos

de PCR y de digestion con enzimas de restriccion, respecto al éxito del ensamblaje Gibson del
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genoma de PMev-Mx en el vector pDIVA. Las variaciones de nucleétidos encontradas al inicio y
al final de la reaccion pueden explicarse por el limite de la técnica de secuenciaciéon Sanger,
gue es de 800 a 1000 nt. Por lo anterior, es importante la obtencibn de mas de una clona
infectiva del virus, y resulta indispensable la secuenciacion completa de las dos clonas
infectivas obtenidas, para determinar si la diferencia en el crecimiento estd relacionada con
variaciones importantes en la secuencia, y de ser asi, poder redefinir las estrategias contra la

toxicidad de la secuencia viral de PMeV-Mx.

Otra estrategia utilizada para la obtencion de la clona infectiva, antes de lograr obtener
colonias de E. coli, fue la transformacion directa del producto del ensamble, a la cepa de A.
tumefaciens LBA4404, la cual resultd ser estable para la transformacion de la clona infectiva
pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224). Tal como lo reporta Tuo y Col en el 2017, donde lograron
ensamblar con éxito la clona infectiva del Virus de la mancha anular de la papaya (PRSV) vy el
virus del mosaico de distorsién de la hoja de la papaya (PLDMV) utilizando este método,
mientras que los intentos que utilizaban el sistema de clonacién “clasico" de E. coli fallaron
repetidamente (Tuo et al., 2017). Una limitante de este trabajo es que a pesar de que se logro
obtener una clona de A. tumefaciens resistente a Km que resulté positiva por PCR en colonia,
no fue posible extraer DNA plasmidico. El bajo rendimiento de dicha extraccion afect6 la
verificacion confiable de la presencia de la clona infectiva y de la clona mutante del IncRNA por
PCR. Ademas, el DNA obtenido directamente de la cepa de A. tumefaciens también vuelve
problematicos los ensayos de digestion con enzimas de restriccion y su respectiva
secuenciacion. Una alternativa a esta limitante, es la obtencion de DNA de A. tumefaciens y su
transformacion a E. coli. Sin embargo, debido a los problemas de toxicidad reportados por este
estudio esto no fue posible. Debido a esta problematica y por razones de tiempo, ya no fue

posible hacer los ensayos de infectividad con las plantas de C. papaya y de N. benthamiana.

Pese a la complejidad que significé el desarrollo la clona infectiva de PMeV-Mx, dada la
toxicidad de su secuencia viral en E. coli. Una vez desarrollada, la clona infectiva de PMeV-Mx
puede facilitar el estudio de las propiedades biolégicas y la caracterizacién de la funcién de sus
componentes virales (transcritos, proteinas y elementos no codificantes). En nuestro caso, la

caracterizacion del RNA largo no codificante mediante mutagénesis sitio dirigida.

Los andlisis in silico para la caracterizacion de la secuencia primaria y estructura
secundaria del IncRNA del virus, y su comparacion con virus filogenéticamente relacionados,

permitieron la eleccion de criterios para el disefio de dos mutantes.
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Diferentes estudios han informado que las estructuras secundarias de los INCRNA estan
altamente conservadas y podrian estar potencialmente relacionadas con sus funciones
biolégicas (Li et al., 2016). La mutante 1 (pCBL239) se desarrollé por mutagénesis sitio dirigida
por ensamble de Gibson por substitucién de 13 nucleétidos en la posicién 836 nt del IncCRNA
gue corresponde a la posicion 3,282 del genoma completo de PMeV-Mx. Esta regién forma un
multiple loop de cuatro estructuras de tallo y asa. En este contexto, un cambio en la estructura
secundaria del IncRNA de PMeV-Mx podria causar un efecto respecto a la expresion de PMeV-

Mx in vivo.

El disefio de la mutante 2, se baso inicialmente en el analisis in silico de la secuencia
nucleotidica de PMeV-Mx, el cual mostr6 una region conservada (GGGGGGGGACATAAT) que

se encuentra cerca del extremo 3’OH del IncRNA.

Una busqueda bibliografica nos permitié identificar que parte de esta region forma parte
de una horquilla denominada H5, estructuralmente conservada y criticamente importante en
miembros del género Carmovirus que contiene el motivo 5GGGC (Simon, 2015). H5 forma una
interaccion RNA-RNA con bases en el extremo terminal 3 GCCC-OH, que forman parte de una
secuencia consenso terminal que se conserva en Umbravirus, Tombusvirus y que también esta
presente en virus similares a Umbravirus de papaya o RNAs similares a Umbravirus (UIRNAAS)
de Clase 1 como el Virus Q de babaco (BabVQ) (Cornejo-Franco et al., 2021), y ulRNAAs de
Clase 2 como el Virus asociado a la vena amarilla de los citricos (CYVaV) (Kwon et al., 2021).
PMeV-Mx presenta una horquilla putativa H5 que contiene la secuencia consenso 5 GGGG
similar al Virus de la fresa A (StrVA) (Koloniuk et al., 2022), un virus que se encuentra agrupado
dentro de los ulRNAAs de Clase 3 (J. Liu et al., 2021).

La H5 putativa de PMeV-Mx presenta residuos adyacentes adicionales (UA) que se
conservan en todos los Umbravirus y en virus de la Clase 1, 2 y 3 (J. Liu et al., 2021). PMeV-
Mx conserva una secuencia terminal 3' CCCC-OH similar a StrVA (Koloniuk et al., 2022). Y se
espera que, asi como en StrVA, la horquilla H5 forme una interaccion RNA-RNA con bases en
su extremo terminal 3° OH (J. Liu et al., 2021; Kwon et al., 2021).

Se conoce que el rol de la interaccion entre los residuos terminales 3' OH y un gran
bucle asimétrico (RSE) ubicado corriente arriba del extremo 3’ OH del Virus de la necrosis del
pepino (CNV) es un elemento silenciador de la replicacion, que también se encuentra

involucrado en el ensamblaje de la replicasa (Panaviene et al., 2005).
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El emparejamiento de la horquilla H5 y la secuencia consenso terminal es denominado
W1, el cual se sabe esta presente en todos los miembros de la familia Tombusviridae
(McCormack et al., 2008; Kwon et al., 2021). Pogany et al.,, (2003), proponen que en
Carmovirus, H5 podria ser importante para un paso de maduracion de la replicasa, y en el Virus

del arrugamiento del nabo (TCV) y se propone, funcione como una chaperona de la RdRP.

La Mutante 2 se basa en la substitucion de 15 nucleétidos conservados en la horquilla
H5 de PMeV-Mx. Sin embargo, el desarrollo de la Mutante 2 no se pudo concluir por problemas
en la amplificaciébn de los fragmentos por PCR, y se propone un cambio de estrategia de
ensamblaje para esta mutante, ya que su desarrollo servird para explorar la importancia de esta

estructura identificada, en la replicacién viral y su expresion en plantas.

El andlisis in silico complementariamente arrojé informacién sobre la ausencia de una
horquilla Pr y Pr putativas, caracteristicas de Umbravirus, Carmovirus, y ulRNAAs de clase 1, 2
y 3, segun lo reportado por Liu et al, (2021). En su lugar presenta pseudotallos
estructuralmente similares a TBSV (Virus del achaparramiento tupido del tomate) del género
Tombusvirus, y a algunos tIRNAA como el RNA asociado al Virus de la hoja roja de la
zanahoria (CRLVRNAA) (J. Liu et al., 2021b). Corriente arriba de la secuencia consenso
terminal 3 OH, PMeV-Mx presenta una horquilla estructuralmente similar a la horquilla gPr de
los Tombusvirus, la cual es un promotor de iniciacion de cadena negativa de 3’ OH terminal
(Panaviene et al., 2005). Los analisis in silico de las estructuras secundarias del IncRNA arrojan
luz sobre la existencia de mas estructuras secundarias y residuos conservados, que pueden
ser blanco para el disefio de mutantes que, siguiendo este flujo de trabajo, podrian ayudar a

enriquecer la caracterizacion del IncRNA de PMeV-Mx.

Finalmente, PMeV-Mx forma parte del creciente descubrimiento de nuevos virus
similares a Umbravirus o RNAs asociados similares a Umbravirus (UIRNAAs) de la familia
Tombusviridae, que se han agrupado en funcién de la identidad de sus RARPs y del analisis de
las estructuras secundarias de su secuencia (J. Liu et al., 2021b). Al ser un grupo reciente, los
estudios de los ulRNAAs se han centrado en la secuenciaciéon y la caracterizacién de sus
genomas (Cornejo-Franco et al., 2021; Koloniuk et al., 2022; Kwon et al., 2021b; J. Liu et al.,
2021).

Un ejemplo de la caracterizacioén de virus nuevos, es el caso del virus asociado a las
venas amarillas de los citricos (CYVaV) (Kwon et al., 2021b) un ulaRNAs de clase 2, que se ha

caracterizado a nivel de la organizacion de su genoma, de su secuencia en el extremo 3'y 5’ y
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por su relacion filogenética con otros virus. Pero ademas, se han desarrollado clonas infectivas
para este virus que proporcionan evidencia de que es un nuevo virus capaz de inducir sintomas
de la enfermedad de las venas amarillas de los citricos (CYVD), independientemente de otros
virus o viroides de los citricos conocidos (Kwon et al., 2021b). Este es un antecedente de lo que

podria estar pasando con los nuevos virus similares a Umbravirus encontrados en papaya.

Uno de los temas mas importantes en el campo de la virologia vegetal es el estudio de
los agentes virales que causan enfermedades que afectan a cultivos econémicamente
importantes. PMeV-Mx es un virus nuevo similar a Umbravirus, asociado a la meleira de la
papaya en México (Zamudio-Moreno et al., 2015), cuyo genoma y componentes genéticos se

encuentra poco caracterizados y para el cual no se han demostrado los postulados de Koch.

La enfermedad de la meleira de la papaya, se ha confirmado en Brasil (Nakagawa et al.
1987), México (Perez-Brito, 2012b), y Australia (Phatania et al., 2019), para cada caso se han
reportado virus similares a Umbravirus asociados a la enfermedad, tales como PMeV-Mx en
México (Zamudio-Moreno et al., 2015), PMeV2 en Brasil (Sa Antunes et al., 2016), y PMeV2-Au
en Australia (Campbell, 2019). Sin embargo, ain no se ha demostrado el papel de estos en la
enfermedad. Hasta el momento no existen reportes del desarrollo de clonas infectivas que

permitan demostrar los postulados de Koch con ninguno de estos virus.

En Brasil solo se detect6 a PMeV en plantas asintomaticas, mientras que todas las
plantas sintomaticas contienen ambos, PMeV y al PMeV2 (Sa-Antunes et al., 2016), lo que
sugiere que Unicamente el virus similar a Umbravirus (PMeV2) es el responsable de la
sintomatologia. Sin embargo, no se ha probado si PMeV2 es suficiente para causar sintomas

de la enfermedad en ausencia de PMeV.

En México, PMeV-Mx es el Unico virus asociado a la meleira de la papaya (Zamudio-
Moreno et al. 2015). Se ha encontrado al PMeV-Mx en plantas sintomaticas y asintomaticas
gue mas tarde desarrollan la enfermedad (Zamudio-Moreno et al 2015; Perez-Brito et al.,
2012), pero no se ha podido identificar al PMeV ni por RT-PCR ni por secuenciacién masiva
(L6pez-Ochoa, comunicacion personal). La construccion y agroinoculacion de clonas infectivas
se ha utilizado exitosamente para satisfacer los postulados de Koch para muchos virus de
plantas (Fan et al., 2020; Navas-Hermosilla et al., 2021). La construccion de una clona infectiva
de PMeV-Mx podria contribuir en un futuro cercano al esclarecimiento de la relacion entre

PMeV-Mx y la etiologia de la enfermedad en México.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS.
CONCLUSIONES.

e Se obtuvieron dos clonas infectivas de pDIVA::PMeV-Mx por el método de Ensamble de
Gibson, transformadas en la cepa de E. coli IM109 y su posterior transfeccion a la cepa
de A. tumefaciens LBA4404.

e Se obtuvo una clona infectiva de pDIVA::PMeV-Mx mediante la transformacion directa a
la cepa de A. tumefaciens LBA4404.

e Se identificaron estructuras secundarias conservadas en el extremo terminal 3'Oh de
PMeV-Mx, putativamente involucradas en la replicacion viral.

e Se logré la construccidon de una mutante en la estructura secundaria del IncRNA de
PMeV-Mx mediante ensamble de Gibson.

e Se estableci6 el protocolo de Agroinfiltracibon en el laboratorio con el vector
pCAMBIA2200::GFP.
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PERSPECTIVAS

Segun los resultados y conclusiones de este trabajo, se plantean las siguientes
perspectivas para futuras investigaciones sobre la caracterizacion del RNA largo no codificante

de PMeV-Mx mediante el desarrollo de una clona infectiva:

o Evaluar el efecto de la expresion de las clonas infectivas y la Mutante 1 obtenidas, en
plantas hospederas y no hospederas mediante agroinfiltracion.

¢ Confirmar mediante secuenciacion Sanger, la integridad de las clona infectivas
construidas.

o Determinar si el PMeV-Mx es suficiente para replicarse y moverse en plantas de papaya
en ausencia de un virus ayudador, a diferencia de lo que se ha plantado que ocurre
para el complejo PMeV/PMeV-2 en Brasil.

e Confirmar mediante el sondeo de la estructura secundaria del IncRNA (SHAPE) las
predicciones obtenidas in silico.

e Concretar el desarrollo de la Mutante 2 del IncRNA para evaluar el efecto de la mutacién
sobre la horquilla H5 identificada y putativamente involucrada en la replicacion viral.

e Realizar un escrutinio mas profundo sobre la estructura secundaria del IncRNA de

PMeV-Mx, mediante analisis de predicciones in silico.
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ANEXO

Cebadores para ensamble de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)

ID No. Secuencia Tamafio | Tm

. CB189 5GGGTCGGCATGGCATCTCCAZ 20nt | 60

Pdiva  I"CB188 | 5CCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCS 25nt | °C

CB172 S’tcatttcatttggagaggATTAGAAATGATGAACATTTC 49 nt 70

PMeV-MX "eB173 | 5atgccatgecgacccGGGGCACGCTTTCGCGTTACT | 37nt | °C

Cebadores para la verificacion de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)

CB21 5’'GTTCCAACCACGTCTTCAAAGCY 22nt | 68

L CB187 | 5GTGCGTCCTCCTTCGGATGS’ 19nt |°C

CB172 | 5'tcatttcatttggagaggATTAGAAATGATGAACATTTC | 40nt | 70

3 CB173 | 5atgccatgccgacccGGGGCACGCTTTCGCGTTACT | 37nt | °C
Cebadores para el ensamble de las mutantes de pDIVA::PMeV-Mx (pCBL224)

’ AACCAGACATGGAACCAA °

o | ORI | Aot anie CCRACCRORCRTGOMECAR [ 7 [ 7L

’ A TAGATT TCGA °

CB175 g$2$2g%§ttgcucga6 GGGCTAG CGGCTCG 28 nt 7(2:

5'gtgagcggaagtagtgaCGAGGGCTCAAACTACGTG 71°

' CB 177 5’'gtcactacttccGCTCACTCTCGAGTTTAAATTTGCT 51 nt 72°

TGCAAAAGTAACGCG3’ C

Nota. Secuencias de sobrelapamiento (Negritas).
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