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Resumen

En el laboratorio de sintesis quimica de productos naturales de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP) se ha desarrollado una familia de compuestos promotores de
crecimiento vegetal que tienen una estructura similar a la de los Brasinoesteroides (BRS),
estos compuestos inducen efectos en el desarrollo, crecimiento y resistencia a estrés en
plantas superiores. En este trabajo se estudiaron los efectos de dos compuestos
promotores de crecimiento nombrados: aBSS4 y aBSS18, durante la infeccion por el Virus
del Jaspeado del Tabaco (TEV) en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), ademas se
evalud la expresion de genes implicados en la respuesta de las plantas durante el proceso

de infeccion viral.

Las plantas a las que se les aplicaron los compuestos mostraron sintomas con un menor
grado de severidad en las hojas jovenes, y una menor acumulacion de transcritos virales,
con excepcion de las plantas que recibieron el tratamiento con el compuesto aBSS4
posterior a la inoculacién. Adicionalmente, se realiz6 la evaluaciéon de los niveles de
expresion de genes asociados a la infeccién viral, y se observaron cambios significativos al

comparar entre plantas infectadas no tratadas y las plantas que recibieron el tratamiento.

Aungue se desconoce el mecanismo que inducen los compuestos promotres de crecimiento
vegetal durante la infeccidn viral, los resultados obtenidos sugieren que ambos compuestos

podrian actuar como preventivos de la infeccion viral.
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Introduccion

Los virus se han presentado a lo largo de la historia como agentes capaces de provocar
infecciones en animales, plantas, y por consecuencia, pérdidas en cultivos de importancia
econdémica (Pérez, 2004). Su estudio fue relevante hasta que las explicaciones a las
enfermedades observadas durante el siglo XIX no pudieron ser argumentadas como
consecuencias de la infeccion por bacterias u hongos. A finales del siglo XIX, se realizaron
los primeros experimentos, donde se considerd la presencia de microorganismos mas
pequefios que una bacteria con la capacidad de provocar enfermedades (Zaitlin, M. 1998),
pero fue hasta 1935 cuando se descubrié y observo por primera vez al Virus del Mosaico
de Tabaco (TMV por Tobacco Mosaic Virus) (Lodish, et al., 2000).

A partir del siglo XX el desarrollo tecnolégico permitio explorar un campo que para ese
entonces comenzaba a surgir, la virologia (Hull, 2009). Las investigaciones dieron amplios
conocimientos sobre el comportamiento, taxonomia y estructura molecular de los virus.
Actualmente, a pesar de los amplios descubrimientos hechos en el area de la virologia, se
siguen encontrando nuevos especimenes que son clasificados por el Comité Internacional
de Taxonomia Viral (ICTV por International Committee on Taxonomy of Viruses) (ICTV,
2013), ademas de mecanismos fascinantes que permiten entender la relacién que guardan
con otros organismo, por ejemplo, se ha sugerido que virus que infectan a hongos
entomopatdégenos estan vinculados con el control neuronal que el hongo ejerce sobre
algunos insectos (Elya et al., 2017), o virus que pueden replicar su propio genoma a partir
de RNA sin la necesidad de pasar por intermediario de DNA, a través de una enzima RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp por RNA dependent RNA polymerase) (Li et al.,
1997).

En la actualidad es de gran importancia el estudio de los virus causantes de enfermedades,
los mecanismos que desarrollan, métodos de deteccién, diagnéstico y el desarrollo de
terapias para contrarrestar las infecciones (Valle, B. B, et al., 2018; Gaglia, M. M. y Munger,
K. 2018; Bailey, J.R., et al., 2018), no menos relevante ha sido el estudio de los virus que
infectan plantas y que son causantes de pérdidas en los cultivos (Ruiz, L., et al., 2018;
Pallas, V., et al., 2018). Uno de los virus que tiene presencia en México es el Virus del
Jaspeado del Tabaco (TEV por Tobacco Etch Virus), este es capaz de infectar mas de 120
especies de plantas pertenecientes a 19 familias taxondmicas de dicotiledoneas, dado que
algunas especies son de gran valor como fuente de alimento, o materia prima, el TEV es

un patégeno causante de pérdidas importantes. Los dafios causados por TEV en cultivos
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de importancia en el pais no han sido estudiados de manera minuciosa, sin embargo, en
1976 se registro en Venezuela la reduccion en el rendimiento del tomate de hasta un 25%,

ademas de afectar a diferentes especies de pimientos (Debrot, 1976).

La preocupacion por la presencia del TEV en cultivos de importancia econémica ha
despertado el interés para desarrollar mecanismos de control y disminucién en la
propagacion de las infecciones. La mayoria de las estrategias que se han planteado son
preventivas y en algunos casos promueven la destruccion total de las plantas infectadas,
algunas otras se basan en el uso de plantas en las que se ha encontrado resistencia
recesiva o0 bien plantas transgénicas resistentes a infecciones virales (Crespo, 2010). Se
ha vinculado que la aplicacion de algunos compuestos puede tener efectos positivos
durante la presencia de diferentes tipos de patégenos (Siegien y Bogatek, 2006). Ejemplo
de dichos compuestos son las fitohormonas, compuestos que de manera natural las plantas
producen y tienen efectos en el desarrollo y crecimiento, ademas de que pueden estimular

la respuesta durante diferentes tipos de estrés abibtico y biético.

Una de las familias de compuestos relevantes y que se ha asociado entre otras cosas a la
induccion de resistencia a estrés bidtico y abibtico son los brasinoesteroides (BRS); los
cuales fueron descubiertos relativamente hace poco tiempo (Grove, M. D., et al., 1979). Los
efectos que producen en plantas son: crecimiento y respuesta gravitropica de la raiz (Wei,
2016), elongacion y division celular (Gudesblat y Russinova, 2011), metabolismo de
radicales de oxigeno, respuesta a estrés abibtico y bidtico (Bajguz y Hayat 2009). Su
estructura esteroidal los hace ser diferentes a otras fitohormonas como las auxinas, las
giberelinas, el etileno, el 4cido abcisico o las citosininas, ademas, la concentracion a través

de la cual inducen efectos en las plantas es mucho menor (Gonzales-Garcia et al., 2011).

En el laboratorio de sintesis y modificacion de productos naturales de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) se han desarrollado moléculas promotoras del
crecimiento vegetal que tienen una estructura esteroidal similar a los BRs. Los compuestos
promotores de crecimiento vegetal (CPCV) sintetizados han mostrado tener efectos
positivos en plantas sometidas a estrés abiotico (Zeferino-Diaz et al., 2015) aunque no se
ha esclarecido el mecanismo a través del cual actian. En este trabajo se estudiaron los
efectos de dos CPCV denominados aBSS18 y aBSS4 en plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum), que fueron sometidas a la infeccion con un aislamiento del TEV (TEV-TAMPS).
Se analiz6 el desarrollo de sintomas, la carga viral y la expresién de genes relacionados a
la respuesta enddgena de la planta contra TEV.
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Antecedentes

1. Historia de los virus fitopatdgenos.

La primera referencia a la presencia de virus en plantas fue mencionada en el poema escrito
por la emperatriz Koken de Japon, en el afio 752 A.C. Ella describié el cambio de coloracion
verde a tonos amarillos relucientes de la planta Eupatorium perfoliatum. Esta fue la primera
descripcion de Virus de la Vena amarilla de Eupatorium (EpYVV por Potato Yellow Vein
Virus) (Agrios, 2005b).

Durante la edad media, las grandes epidemias de viruela promovieron el desarrollo de las
investigaciones de patdgenos para desarrollar tratamientos que contrarrestaran las
enfermedades. A finales del siglo XIX, Luis Pasteur habia descubierto que las infecciones
podian contagiarse de un tejido enfermo a otro tejido sano por medio de bacterias (Smith,
2012).

Los conocimientos de la microbiologia durante el siglo XIX permitieron conocer algunos de
los microrganismos causantes de enfermedades. Diversos experimentos se enfocaron al
cultivo y aislamiento por medio de filtros muy finos capaces de retener dichos
microorganismos. Fue en 1892 cuando el ruso Dimitri lvanovski demostrdé que el agente
causal de la enfermedad del mosaico del tabaco era capaz de pasar a través de los filtros
a prueba de bacterias y no podia ser observado bajo el microscopio, ni cultivado en medios
artificiales. Estos resultados hicieron al cientifico especular que el mosaico del tabaco era
causado por una toxina producida por un microorganismo. En 1898, el holandés Martinus
Beijerinck demostré que el agente del mosaico del tabaco era capaz de multiplicarse en las
plantas infectadas ademas de pasar a través de filtros de porcelana, hecho que descartaba
la posibilidad de que se tratara de una toxina. A esto lo denominé como Contagium vivum
fluidum (Zaitlin, 1998). En aquel entonces, el concepto de macromolécula no existia todavia,
y las sustancias eran divididas basicamente en dos grupos; las sustancias suspendidas en

los fluidos circundantes, como las bacterias y los glébulos rojos, y las sustancias disueltas
o solubles, moléculas de bajo peso molecular (Want y Dijkstra, 2006), fue hasta 1935

cuando Wendell Stanley purificd y cristalizé parcialmente TMV, fue la primera vez que se

pudo visualizar la estructura de un virus (Lodish, et al., 2000)

La palabra “virus” tiene su origen en el latin y significa toxina o veneno, su definicion actual

es “un conjunto de una o mas moléculas de acido nucleico, normalmente encerradas en
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una capa protectora o capas de proteina o lipoproteina, y es capaz de organizar su

replicacion dentro de células hospederas (Hull, 2009).

Actualmente su definicidén sigue en discusién, se manifiestan como parasitos microscopicos
obligados. Pueden infectar y multiplicarse dentro de las células (hospederos) de seres

humanos, animales, plantas u otros organismos y generalmente causan enfermedades.

1.1 Clasificacion de los virus.

La primera iniciativa para la clasificacion de los virus fue desarrollada por Johnson en 1927
(Johnson, 1997). Su nomenclatura se baso en el rango ecoldgico y criterios biologicos,
incluyendo la patogenicidad para el caso de virus en animales y los sintomas generados
por virus en plantas. Por ejemplo, los virus de la fiebre amarilla, de la Hepatitis Ay B, y los
gue compartian sintomatologia se agrupaban en los virus de la hepatitis (Claude M., 1999).
Con el desarrollo sustancial de la virologia en la década de 1930 la clasificacion de los virus
reflejé avances, sin embargo, dicha clasificacion resultaba ambigua debido a la falta de
criterios solidos y al descubrimiento de nuevos virus, por ello, durante el Congreso
Internacional de Microbiologia realizado en MoscU, Rusia en 1966, se decidié crear el
Comité Internacional de Nomenclatura de Virus, conformado por 43 vir6logos. Afios mas
tarde se modificé el nombre por Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por
sus siglas en inglés: International Committee on Taxonomy of Viruses), actualmente
considerado como la Unica organizacion oficial para todos los asuntos relacionados con la
taxonomia y nomenclatura de virus (Claude M., 1999). En los afios 70’s el vir6logo y premio
nobel David Baltimore desarroll6 un sistema de clasificacion para virus que se baso en la
naturaleza del genoma presente en los viriones, argumentando que “todos los virus deben
sintetizar los mMRNA a partir de sus genomas para producir las proteinas necesarias para
su replicacion®, aungque los mecanismos precisos por los cuales se logra esto difieren para
cada familia de virus (Baltimore, 1971). Con base en lo anterior, los genomas virales se
pueden clasificar en siete grupos diferentes, acorde a la naturaleza de su genoma vy las
estrategias basicas para su replicacion. Cuando se concibio originalmente el esquema de
Baltimore abarcaba seis clases de genomas virales, posteriormente se descubri6 el genoma
circular de cadena doble y parcialmente se descubrié el de cadena sencilla de la familia

hepadnavirus y se incorpord en un nuevo esquema (Yu et al., 2013).
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Actualmente la clasificaciéon de Baltimore y del ICTV, son aceptadas. La clasificacion
propuesta por el comité se ha logrado mediante el andlisis de la estructura del genoma viral
y otros 60 criterios. En la actualidad, junto con el desarrollo de técnicas de secuenciacion y
andlisis filogenéticos se han podido clasificar érdenes, familias, subfamilias, géneros y

especies.

En el caso particular de los virus de plantas, las aproximadamente 4,400 especies
conocidas hasta el afio 2017 se han agrupado en 9 ordenes, 134 familias y 735 géneros,
(ICTV-b, 2017), augnue existen niveles taxonémicos que no han podido ser incluidos en

alguna categoria taxonémica.

1.2 Caracteristicas generales de los virus.

Los virus tienen diferentes formas, desde icosaédricas o esféricas hasta varillas,
filamentosas rigidas o flexibles; dentro de la capside se encuentra el genéma viral que
puede ser de DNA o RNA con sentido positivo 0 negativo y ser de cadena sencilla o doble.
El &cido nucleico esta rodeado por una capa llamada capside que consiste en uno 0 mas
tipos de proteinas llamadas capsomeros, los cuales ejercen una funcién protectora, de
anclaje y propagacion. Existen virus que ademéas de capsides presentan capsulas que
contienen lipidos, proteinas y carbohidratos que ayudan a estabilizar la particula viral, el

movimiento viral y el proceso de infeccion en la célula hospedadora (Acheson, 2007).

Los mecanismos que se desarrollan difieren en la especie viral y en el hospedero, sin
embargo, la replicacion viral puede describirse en el contexto de tres propiedades

fundamentales:

1. Todos los genomas virales estan empaquetados en particulas que median la transmision

entre hospederos.

2. El genoma contiene la informacion para iniciar y completar un ciclo infectivo en una célula
susceptible y permisiva.  El ciclo infectivo incluye adsorcién y entrada, decodificacion de
la informacion del genoma, replicacidon del genoma, ensamblado y liberacién de la progenie

viral.

3. La infeccion viral de un hospedero se establece de manera tal que asegura la

propagacion en la poblacion (Fermin y Tennant, 2018).
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A pesar de que la diversidad de virus es muy grande, algunos mecanismos y caracteristicas
se conservan entre algunas especies, lo que permite su multiplicacion y ensamblaje, sin
embargo, existen particularidades en el desarrollo del proceso de infeccion viral que

depende de cada especie (Reese et al., 2011).

1.3 Género Potyvirus.

Dentro de las 134 familias de virus conocidas (ICTV-b, 2013), se encuentra la familia
Potyviridae, esta agrupa los géneros: Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus,
Bymovirus, Brambyvirus, Poacevirus y el mas representativo, Potyvirus, esté género viral
agrupa aproximadamente 200 especies virales descritas que infectan plantas (Hull, 2009;
Agrios, 2005a, ICTV-b).

Los miembros del género Potyvirus, tienen un genoma monopartita o bipartita de RNA de
sentido positivo monocatenario y las particulas virales son flexibles y filamentosas. Los
genomas tienen una proteina viral, unida covalentemente en el extremo 5' (VPg por Viral
Protein genome-linked), y el extremo 3' esta poliadenilado similar a un RNA mensajero
celular. Los genomas de estos virus codifican una poliproteina que es autoprocesada
posterior a la traduccion en un conjunto de proteinas multifuncionales. La estructura

gendmica generalmente se conserva en todo el generd (Tabla 1) (Adams et al., 2005).

Si bien hay excepciones sefaladas en las descripciones de los géneros relevantes, la
poliproteina de la mayoria de los virus monopartitias de la familia Potyviridae es
autoprocesada en diez productos, esta es una caracteristica altamente conservada a nivel

de secuencia y organizacion genomica (Kekarainen et al., 2002).
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Tabla 1. Descripcion general del género Potyvirus.

Caracteristicas

Descripcion

Virion

Genoma

Replicacidn

Traduccion

Rango de hospederos

Taxonomia

Particulas flexibles no envueltas, alrededor de 720-850 nm de largo y con
un diametro entre 12-15 nm ademas esta compuesto de 5 % de acidos
nucleicos y 95% de proteinas.

Principalmente una cadena lineal de RNA (monopartita), de sentido
positivo.

Con un tamario aproximado de 10 000 pb.

Extremo 3’ lleva una secuencia poli (A) y el extremo 5’ una proteina ligada a
genoma (VPg) para su traduccion.

La replicacion se lleva a cabo en el citoplasma. Iniciando en vesiculas
originarias del reticulo endoplasmico inducidas por 6K2.

Directamente de la cadena de RNA, traducido en una poliproteina que
posteriormente sufre el rompimiento de las uniones peptidicas mediante
proteinasas virales.

Alrededor de 30 familias de plantas. Insectos vector pueden ser una fuente
de transmision.

8 géneros, existen 200 especies conocidas de |la familia Potyviridae.

Nota: Obtenido y modificado de International Committee on Taxonomy of Viruses (2017).
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1.4 El Virus del Jaspeado del Tabaco (TEV).
Una de las especies virales mas representativas del género Potyvirus es el virus del
jaspeado del tabaco. Su estructura es una particula filamentosa flexible que mide

aproximadamente 730 nm de longitud (Figura 1).

=]

Figura 1. Micrografia del Virus del Jaspeado del Tabaco visto al microscopio electrénico de transmision.

Imagen tomada de: http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=258yfigno=07, 2018.

Tiene una estructura génica de cadena simple de RNA de sentido positivo unida
covalentemente a la proteina VPg de aproximadamente 24 kDa a través de un residuo de
tirosina; posee una region 5 no codificadora de aproximadamente 144 nucleétidos donde
se ha encontrado una secuencia altamente estructurada que forma dos dominios
compuestos por los pseudonudos PK1, PK2 y PK3 que permite la traduccion cap
independiente del RNA viral. EI genoma viral tiene un Unico marco de lectura abierto de
9161 nucledtidos y un extremo 3" no traducible de aproximadamente 190 bases que termina
en una cola de Poli(A), la céapside viral estd formada por aproximadamente 2000
monomeros de la proteina de la capside de 30 kDa. El genoma de TEV codifica una
poliproteina de 3000 aminoacidos (340 kDa), que posteriormente es sometida a un
autoprocesamiento proteolitico por tres proteinasas codificadas por el virus para formar las
proteinas maduras, dando origen a diez proteinas virales multifuncionales, ademas, posee
un marco de lectura alterno (+2) que se ha denominado como PIPO (por Pretty Interesting
Potyviridae ORF) (Esquema 1), cuyo producto se ha implicado en el movimiento viral
(Carrington y Freed, 1990; Zeenko y Gallie, 2005; Susaimuthu, et al., 2008; Dolja, et al.,
1994; Kelloniemi et al., 2008; Chung, M., et al., 2008; Urcuqui-Inchima et al., 2001).
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Similar a otros virus de RNA, el genoma de TEV se replica mediante la produccién de un
RNA de doble cadena (Valverde, R.A., et al., 1990), asociandose a estructuras formadas
por membranas intracelulares donde se encuentran algunas proteinas virales no
estructurales tal como la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp por RNA-dependent
RNA polymerase), proteinas virales accesorias y factores celulares, estos elementos son

conocidos como complejo de replicacion viral (Cotton, S., et al., 2009).

Tobacco etch virus, TEV (9,496 nts)

PIPO
Al (+2fs) Cl Nla NIb
[ 11 1 1
o [l ov WV v

o v
@J 35k | 52k | sok || 71k []21ik] 27k | ssk | 30k LA(n) 3OH
6K1 Helicase 6K2
P1-Pro HC-Pro P3 ATPase VPg Protease Replicase CP

? Membrane
anchor

. . Funcién
Proteina viral

Se asocia con las subunidades ribosémicas del huésped 60S durante la infeccién, estimula la

Plpro traduccion de proteinas virales en células infectadas (Martinez, 2014
HC-Pro Suprime el silenciamiento génico de la planta hospedera y auxilia en la transmisién del vector (Ruiz-
Ferrer, 2015; Raccah, 2001)
P3 Involucrado en la replicaciondel virus, rango de hospederosy desarrollo de sintomas (Cui, et
al.2010)
6K1 Induce vesiculas de replicacion de virus (Cui, et al.2010)
al Actividad de ATPasa y helicasade RNA. Se acumula en cuerpos de inclusionen el citoplasmade
células vegetales infectadas. (Deng, Wu & Wang, 2015)
6K2 Proteina transmembranal; ancla el complejo de replicacion al reticulo endoplasmatico (ER). (Wei. et
al. 2013)
Unido al extremo 5 'del genoma viral. Esencial para la replicaciony traduccion de virus,
VPg interactuando con una o varias isoformas del factor de iniciacién de traduccién elF4E. Esta
involucrado en la supresion del silenciamiento de ARN. (Contreras-paredes, et al. 2013)
Nla-bro Responsable de la escision de la mayoria de los sitios en la poliproteina, tipicamente en Gin /Glu-
P (Ser/ Gly / Ala). (Adams, et al. 2005)
NIb Codifica para una ARN polimerasa dependiente de ARN. (Li, et al. 1997)
cp Proteina de la cubierta viral, ademas realiza funciones en el movimiento del virus, amplificacion del

genomay la transmision al vector. (Dolia, et al. 1994)

Se expresa como proteina P3N-PIPO mediante un mecanismo de deslizamiento de la polimerasa.
PIPO Aun se desconoce todas sus funciones pero su presencia es esencial para el movimiento célula-
célula del virus (Olspert et al., 2015).

Esquema 1. Estructura del genoma del Virus del Jaspeado del Tabaco, se describen las funciones de las
proteinas virales. Tomado y modificado de International Committee on Taxonomy of Viruses (2017).
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1.4.1 Sintomatologia.

Las hojas de plantas infectadas por TEV pueden mostrar moteado suave, arrugas,
malformacion y reduccion de tamafo. Las infecciones en plantulas provocan entrenudos
acortados y atrofiados; los frutos presentan moteado y tamafo reducido. El tomate, el
tabaco y otras solanaceas ademas de plantas de otras familias taxonémicas como la
pimienta, son las principales plantas hospederas de TEV (Esquema 2). Los sintomas
pueden confundirse con otros virus como el Virus de la Papa Y (PVY por Potato Y Virus),
el Virus del Mosaico del Tomate (ToMV por Tomato Mosaic Virus) e incluso con el TMV
(Cerkauskas, 2005).

Nicotiana tabacum

Solanum lycopersicum

Capsicum

UGAS5266047

Esquema 2. Ejemplos de plantas de interés econdmico afectadas por TEV. Se muestra
el desarrollo de jaspeado y deformacion foliar.
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1.4.2 Transmision de TEV.
Los virus del género Potyvirus son transmitidos de manera no persistente por mas de 25
especies de afidos pertenecientes a la familia de insectos homopteros que se alimentan de

materias vegetales y pueden desarrollar plagas perjudiciales (Hull, 2009).

La transmision de TEV desde el afido a la planta ocurre en menos de 10 segundos, y estos
pueden mantenerse viruliferos por 1 a 4 horas. Se han registrado alrededor de 10 especies
capaces de transmitir TEV, incluyendo Macrosiphun euphorbiae, Aphis fabae y Myzus
persicae, siendo este ultimo el vector mas frecuente y mas comun en regiones templadas
y tropicales (Figura 2). La transmision por semilla de TEV no se ha reportado (Pernezny, et
al., 2003; Cerkauskas, 2005; Roberts et al., 2004; Koike et al., 2006). Dado que los pulgones
son los vectores que tienen una presencia altamente representtiva en cultivos, son una via
importante para la diseminacion de TEV (Dader et al., 2017). Cuando el estilete del vector
penetra el tejido vegetal infectado, el virus es rapidamente adquirido por el insecto (Blanc,
1997), se presume que la proteina auxiliar con actividad de proteasa codificada por virus
(HC-Pro) actia como puente molecular, mediando la retencion reversible de viriones a sitios
de union en las partes bucales de los &fidos (Ferndndez-Calvino et al., 2010). Una pequefia
cantidad de particulas virales son suficientes para permitir una transmision eficiente.
Adicionalmente, TEV también se transmite mecanicamente y mediante injertos, pero no

mediante semillas (Cerkauskas, 2005; Lai et al., 2011).

Debido a los mecanismos de infeccion mecanica y biolégica, TEV es responsable de
pérdidas econdmicas en cultivos de interés agricola. Actualmente las investigaciones se
han enfocado en establecer estrategias de deteccidén, control y erradicacion de las

infecciones virales en plantas infectadas (Wilfert Eckel y Lampert, 1993; Chen et al., 2014).

Planta de sana Myzus persicae Planta infectada
con TEV

Figura 2. Ciclo de transmision de TEV por Myzus persicae. Los &fidos se alimentan de tejido
epidérmico de las plantas (1). Cuando se alimentan de una planta infectada (2), particulas virales
se adhieren al aparato bucal del insecto. TEV persiste de manera no prolongada en el tejido bucal,
cuando el &fido se alimenta de una planta no infectada el virus puede propagarse mediante la saliva
del &fido e infectar células vegetales adyacentes, dando inicio al proceso de infeccién viral
(Fernandez-Calvino et al., 2010).



2. Respuesta de las plantas frente a infecciones virales.

Durante los procesos infecciosos asociados a patdgenos en plantas, las maquinarias
moleculares como la respuesta de hipersensibilidad (HR) y necrética se activan,
proporcionando a las plantas resistencia contra diversos patégenos como hongos, bacterias
virus y posiblemente otros agentes infeccsiosos (Gémez, et al., 2011).

Se ha observado que, durante las infecciones virales, la HR es iniciada por la proteina
Avr/R, sus interacciones provocan cambios en las cantidades de hormonas como el acido
salicilico (SA), el acido jasménico (JA) y el etileno (ET), asi como la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), estos cambios ocurren en tejidos infectados y
adyacentes (Culver y Padmanabhan, 2007; Carret et al., 2010; Pallas, V. y Garcia, 2011,
Mandadi y Scholthof, 2012). La HR afecta la homeostasis de Ca?", modifica la
permeabilidad y potencial de la membrana celular, ademas de activar varias proteasas tipo
caspasa, tales como las enzimas de procesamiento vacuolar que actdan principalmente
como efectores de muerte celular o necrosis, también se ha descubierto la implicacién en
la activacion de varias cascadas de sefializacion para inducir la expresion de mudltiples
genes, como aquellos que codifican a quinasas activadas por mitdgenos, otros relacionados
con la defensa de las plantas, tales como glucanasas y quitinasas, vinculados con proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR) (Mur, et al., 2007; Lawton, et al., 1996). Los virus
utilizan energia y proteinas de la célula hospedera. Durante cada etapa del ciclo viral se
generan distintas interacciones entre la planta hospedera y el virus, si la planta desconoce
la particula viral como un agente patogénico, se establece una interaccion compatible entre
la planta hospedera y el virus, siendo estas interacciones favorables para el virus. Por el
contrario, si la planta reconoce la particula viral como agente patogénico, se establece una
interaccion incompatible, desfavorable para el virus. En estas condiciones, la planta
desencadena respuestas de defensa que pueden limitar la replicacion y/o el movimiento del

virus (Hammond-Kosack y Jones, 2000).

26



2.1 Control actual de los virus en plantas.

Debido al amplio nimero de hospederos que tienen los virus, ademas de la presencia de
vectores de transmision, ha dificultado el correcto diagnostico por la similitud de sintomas
generados por virus y otros organismos fitopatdgenos. En la actualidad la falta de
compuestos antivirales accesibles comercialmente, ha complicado el manejo de las
enfermedades. Para poder realizar un adecuado manejo de enfermedades virales, el primer
paso requerido es la identificacion correcta del virus. Esto permitira desarrollar estrategias
de manejo, que dependeran de la forma por la cual un virus ingresa al cultivo, el mecanismo
de transmision viral entre plantas y el mecanismo de sobrevivencia en ausencia del cultivo
(Haddidi et al., 1998)

La busqueda de fenotipos vegetales resistentes a virus ha permitido: ademas del uso de
estrategias de control de vectores, la disminucion en la perdida de cultivos (Gomez y
Hernandez, 2013).

En México, la norma NOM-081-FITO-2001, sobre el Manejo y eliminacion de focos de
infestacion de plagas, establece los criterios que regulan el control y manejo de plantas
infectadas con virus, en ella se mencionan las especificaciones para el manejo de cultivos
afectados, ademas de las practicas adecuadas para la destruccion de material vegetal
infectado y métodos de control cuarentenario (SAGARPA, 2002).

Otros métodos para el manejo de virus en plantas han sido desarrollados y han generado

resultados exitosos; algunas de las estrategias generadas son:

Termoterapia: EI manejo de temperatura, ha mostrado ser eficiente para la degradacion
de virus y la supervivencia de la planta, ya que el umbral de sensibilidad térmica de algunos
virus es menor que el de las células de la planta y el dafio causado a los tejidos por el estrés
térmico puede ser reversible, pero el dafio al patégeno viral no (Spiegel et al., 1993; Nukari
et al., 2009).

Quimioterapia: Esta se basa en la aplicacion de compuestos exdgenos para disminuir la
replicacion o promover alguna respuesta enddégena de las plantas (Panattoni y Triolo, 2013;
Sidwell et al., 1972).

La inhibicion de la replicacion del TMV en tabaco se ha logrado aplicando compuestos como
el bitriazolilo, tyloforina B y porbitriazolilo (Xia et al., 2006), derivados de cianoacrilato (Chen
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et al., 2008) y derivados de la tiadiazoleacetamida (Zhao et al., 2006). La aplicacion foliar

de cianuro estimula la respuesta de Nicotiana benthamiana contra el TMV (Liu et al., 2015).

Cultivo de tejidos: Se basa en el aislamiento de pequefias partes de plantas (puntas,
meristemos y embriones somaticos) y su cultivo en medios artificiales en condiciones
adecuadas para que las partes de las plantas puedan crecer y desarrollarse libres de
patégenos como los virus (Hollings, 1965; Panattoni y Triolo, 2013). El tamafio del explante
a utilizar como la punta del brote (5.0-10.0 mm) o la porcién meristematica (0.2-0.7 mm) es
un punto critico para el logro de la erradicacion del virus. Se debe considerar que cuanto
mas pequefia sea la porcion de tejido, la concentracion del virus puede ser mas baja, debido
ala poca irrigacion por haces vasculares, no obstante, el tamafio de la cUpula meristematica
determina la capacidad del explante para sobrevivir en un medio nutritivo especifico y el
tiempo requerido para establecer una nueva planta. Si el meristemo es pequefo, se

necesitaran varios meses para obtener las plantulas nuevas (Faccioli, 2001).

Plantas transgénicas: El desarrollo de lineas de plantas transgénicas ha mostrado obtener
resultados prometedores contra virus. Las investigaciones sobre la resistencia derivada de
patogenos (PDR, por sus siglas en inglés) mediada por RNA de interferencia (RNAI) ha
permitido el desarrollo de fenotipos transgénicos que permiten y estimulan la respuesta de
las plantas contra las infecciones virales (Prins et al, 2008; Kreuze y Valkonen, 2017).
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3. Fitohormonas como biomoléculas implicadas en el sistema de respuesta frente a
patogenos.

Las fitohormonas son un grupo de moléculas organicas que se encuentran en cantidades
pequefias en las células vegetales y estan implicadas en la sefalizacion de diferentes
procesos fisiologicos (Davies, 2014). Estas moléculas estimulan respuestas en diversas
etapas de desarrollo de la planta, como son la division celular, la diferenciacion, la
senescencia de las hojas y la apertura o cierre de los estomas, ademas de las respuestas
a patogenos (hongos, bacterias, virus, nemaéatodos, insectos, entre otros). Los efectos y
concentraciones endbgenas de las fitohormonas dependen de la especie vegetal, el estado
de desarrollo de la planta, las interacciones y cantidades de otras hormonas y los factores

ambientales (Gray, 2004). Algunas hormonas pueden regularse entre si (Zhang, 2009).

Existen investigaciones que se han enfocado en analizar el efecto que tienen diferentes
familias de hormonas durante las infecciones fitopatdogenas, empleandose como moléculas
para favorecer la respuesta contra estrés biético (Zeevaart, 1988; Lee y Luan, 2012,
Browse, 2009). La aplicacién de fitohormonas ha sido usada para promover respuestas en
las plantas contra infecciones virales. Por ejemplo, la aplicacion exdgena de JA en
Arabidopsis thaliana, irrumpe la infeccion por geminivirus (Lozano-Duran, et al., 2011), en
otros casos la aplicacion de acido abscisico (ABA) y metil jasmonato, limita el movimiento
del Virus de la Necrosis del Tabaco (TNV por Tobacco Necrotic Virus) y de TMV (Lozano-
Duran et al., 2011; Fraser y Whenham, 1989; Iriti y Faoro, 2008; Oka et al., 2013). Usando
la planta modelo Arabidopsis thaliana, se observé que la cantidad de brasinoesteroides
(BRs) correlaciona con la tolerancia al Virus del Mosaico del Pepino (CMV por Cucumber
Mosaic Virus), ademas de incrementar respuestas contra el estrés oxidativo y evitar dafio
en el fotosistema durante la infeccion viral (Zhang, D.-W., et al., 2014).

3.1 Clasificacion de las fitohormonas

Actualmente se conocen 6 familias de fitohormonas que juegan papeles importantes en el
desarrollo y crecimiento de la planta (Tabla 2) ademas de otras moléculas que debido a su
efecto también son consideradas como fitohormonas. El interés hacia estas moléculas se
debe a que su aplicacion ha sido asociada al aumento de la produccién de diversos cultivos,

asi como la propagacion de especimenes vegetales (Su et al., 2017).
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Tabla 2. Funciones y caracteristicas generales de las fitohormonas.

as

Auxinas

Giberelinas

Citoquininas

Acido
abscisico

Etileno

A3

Zeatina

Acido abscisico

Etileno

Dependiente de Triptofano: (i)
ruta indol-3-acetamida (IAM); (ii)
via acido indol-3-piravico (IPA);
(iii) via triptamina (TAM); y (iv)
via indol-3-acetaldoxima
(IAOX). [1]

No dependiente de triptofano.

Via temprana de no
hidroxilacion

Via temprana 3-hidroxilacion
Via temprana 13-hidroxilacion

Via de cis-zeatina (biosintesis
de cis-citoquininas)

Via 7-N-glucésido

Via 9-N-glucésido

Via : 2-C metil-D-eritritol-4-
fosfato.

Via dependiente acido
mevalonico

Via ciclode Yang: Conversion
del aminoacido metioninaen S-
adenosil-L-metionina

30

Diferenciacion, division y
elongacion celular

Desarrollo de raiz, gravitropismo y
respuesta fototrépica

Floracién . Maduracién y
senescenciade frutos.

Retardan la caida de hojas, flores y
frutos jovenes.

Dominancia apical.

Alargamiento de tallo estimulando
la division y elongacion celular
Interrupcion de la latencia de
semillas

Indiccion de masculinidad en flores
dioicas

Desarrollo de frutos
partenocarpicos (sin semillas)
Retraso de la senescencia de
hojas y frutos citricos.

Promueve division celular,
formacion de callos en presencia
de auxinas

Actuan en general junto con
auxinas

Retrasa senescencia

Inhibe la dominancia apical

Dormiancia de semillas.

Apertura y cierre estomatico.
Morfogénesis embrional.

Sintesis de proteinas y lipidos .
Tolerancia a estrés abidtico: regula
la expresion de genes sensiblesa
estrés y a la sintesis de proteinas
LEA , ademas de enzimas
antioxidantes y osmoprotectoras.

Maduracion de frutos
Senescenciay abscisionde hojas,
frutos y flores

-Supresion de crecimiento de
vyemas

Dormancia de semillas

Mano &
Keiichiru, 2012
VWoodward &
Bartel, 2005

Sponsel &
Hedden, 2004

Frébor et al.
2011

Hirai et al. 2000
Davies, 2010

Igbal, et al_,
2017




Tabla 2 (Continuacion...)

Acido salicilico

Acido jasmonico

Estringolactonas

Brasinoesteroides

Epibrasinolida

Via de sintesis de los
salicilatos

Via de sintesis de |los
jasmonatos: a partir de
alpha-linolenato.

Via Jjasmonil-aminoacido
conjugados

Via dependiente de beta-
caroteno mediada por
caroteno isomerasa.

Ruta de la sintesis de los
esteroides: oxidacidn
tempranay tardia del C6 y
oxidacién temprana del C22.

Sefalizacidén e Induccién de la
produccién de proteinas
relacionadas con la patogénesis
Mejora la longevidad de las flores,
inhibe la biosintesis de etileno vy la
germinacionde las semillas,
bloquea la respuesta de la herida 'y
revierte los efectos de ABA

Determinacionde sexo, elongacion
de raiz y maduracion de frutas.
Respuesta de plantas frente a
estrés biodtico y abidtico.

Estimulanla ramificaciény
crecimientode hongos
micorrizicos.
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3.2 Brasinoesteroides; hormonas esteroidales.

Los BRs son una familia de fitohormonas con una estructura esterol-polihidroxilados (Figura
3), estos compuestos fueron aislados en 1979 a partir de polen de Brassica napus (Grove
etal., 1979), planta de la cual deriva el nombre. Fue hasta inicios de 1990 cuando el estudio
de los efectos del silenciamiento de genes implicados en la biosintesis y percepcion de BRs
se intensificd, observandose efectos como el desarrollo de hipocotilos cortos, deformacion
en semillas y plantas maduras, retraso en la floracion, produccion de peciolos cortos y
reduccion en la fertilidad de los gametos masculinos (Li et al., 1996; Szekeres et al., 1996;
Liay Chory, 1997).

La primera ruta biosintética que se habia establecido para la produccion de BRs se basaba
en dos vias paralelas: la via de oxidacion temprana del carbono 6 (C6) y la via de oxidacion
tardia del C6 de la estructura esteroidal (Fujioka et al., 1998). Mas tarde, con base en el
hallazgo de la enzima hidroxilasa “DWF4” se dilucido la via de hidroxilacion temprana del
carbono 22 (C22) la cual es independiente de la molécula precursora de las rutas de C6
(Choe et al, 1998,2001).

Figura 3. Estructura de la brasindlida, aislada de Brassica napus (Grove et al., 1979).
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3.2.1. Efectos fisiologicos de los brasinoesteroides.
Los BRs han sido hallados en varias especies de plantas, ademas, se han aislado en algas
de agua dulce y algas pardas (Bajguz, 2009), lo que indica que son una familia de hormonas

ampliamente extendida.

Esta familia de hormonas regula una amplia gama de procesos en el desarrollo de las
plantas, asi como la respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico y bidtico (Bajguz y Hayat,
2009; Li et al., 1996; Zhang, 2009) (Figura 4).

Se ha demostrado que moléculas analogas sintetizadas en laboratorio producen aumentos
sustanciales en el rendimiento de grano, dependiendo del estado de crecimiento (Pefia,
2012).

Respuesta a
estrés abioticoy
biético
(Bajguz, 2009)

Crecimientoy
respuesta
gravitrépica de raiz

(Wei, 2016)

Elongaciony
division celular

(Gudesblat, 2011)

Metabolismo de
radicales de oxigeno

(Bajguz, 2009)

Fotomorfogénesis
(Wang et.al, 2012)

Diferenciacion
vasculary
estomatica

(Gudesblat,
2012)

Figura 4. Efectos fisiolégicos de Brasinoesteroides.
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Se ha descubierto que los BRs pueden actuar en sinergismo o antagonismo sobre otras
hormonas en la regulacién de procesos de desarrollo en las plantas. Por ejemplo, se sabe
gue el ABA es necesario para establecer la latencia de la semilla durante la maduracion del
embrion e inhibir la germinacion de la semilla (Finkelstein et al., 2008), mientras que los
BRs promueven la germinacion de la semilla, posiblemente mediante un proceso de
antagonismo que estimula el aumento del potencial de crecimiento del embrion (Steber y
McCourt, 2001; Leubner-Metzger, 2001).

Se ha sugerido que los BRs actian sinérgicamente con las auxinas para promover el
alargamiento de las células. Plantas mutantes en la via de sintesis de auxinas o BRs han
mostrado defectos de desarrollo, incluido el fenotipo enano (Teale et al., 2008; Halliday,
2004). Por otra parte, se ha demostrado que el componente de sefalizacién de los BRs
puede interactuar directamente con un componente de sefializacion de las auxinas (Vert et
al., 2008).

Algunos estudios fisiol6gicos han sefialado que los BRs y las giberelinas (GA) aumentan el
crecimiento de las plantas de manera aditiva, lo que sugiere que las dos hormonas pueden
actuar de manera independiente a nivel celular sobre un mismo mecanismo (Gregory,
1982).

Otros efectos que se han observado tras la aplicacion de BRs es la regulacion de la
biosintesis de etileno a través de la ruta ACC sintasa (Hansen y Chae, 2009) asi como del
jasmononato (Figura 5) (Mulssig et al.,, 2000; Zhang, 2009). La biogénesis de etileno
inducida por BRs resulta en la expresion de genes codificantes para PR, mismos que estan
implicados en la respuesta de la planta frente a patdgenos como hongos, virus y bacterias
(Belkhadir ,2012: Kombrink et al., 1997; Neuhaus, 1999; Ebrahim y Singh, 2011).
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Figura 5. Interacciones de los BRs con algunas fitohormonas.
Tomado y modificado de Zhang, 2009.
Algunos compuestos analogos a brasinoesteroides han sido una alternativa para inducir en
las plantas un mayor crecimiento, inducir mecanismos para incrementar la produccion de
biomasa o la resistencia a condiciones de estrés (Ramakrishna, y Rao, 2014; Jin et al.,
2015).

3.3 Compuestos promotores del crecimiento vegetal y su relevancia como fitohormonas.

En el laboratorio de sintesis y modificaciéon de productos naturales de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la BUAP se han desarrollado compuestos promotores del crecimiento
vegetal derivados de 22-Oxocholestanos producidos a partir de cadenas laterales
esteroidales de diosgenina y hecogenina, con actividad similar e incluso superior a la de los
BRs. Los resultados de su aplicacion en cultivos como el arroz han mostrado que
promueven el desarrollo (Zeferino-Diaz et al., 2015), también se ha observado aumento en
la biomasa deplantas de frijol ademas de inducir resistencia a estrés hidrico (Andrade, 2013,
Pefia, 2012), mientras que en plantas de variedades nativas de maiz, fue notorio un
aumento en la acumulacién de biomasa e induccion de respuestas de resistencia a estrés
abiético (Moreno, 2009; Zurita, 2011), no obstante, no se ha probado su efecto en plantas
infectadas con algun patégeno.
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Justificacion

Hasta el momento se conocen 120 especies de plantas que pertenecientes a 19 familias
vegetales que son hospederas de TEV, algunas de estas plantas poseen una gran
importancia econdmica y alimenticia, tal como el tomate (Solanum esculentum), varias
especies del género Capsicum (pimiento, chile), tomatillo (Physalis ixocarpa), ajo (Allium

sativum) y tabaco (Nicotiana spp.) (Velasquez-Valleet al., 2010; Garzon, 2012).

El TEV se ha reportado en México desde 1971 en parcelas de chile en los estados de
Guanajuato, Tamaulipas y Sinaloa (Pérez, 2004); otros reportes ubican a este virus en
parcelas de los estados de Yucatan, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi (Pérez,
2004; Chew, 2007) y en la Region Lagunera que va de Coahuila a Durango (Kuhn, 1989).
No existe informacion sobre las pérdidas provocadas por este virus en la Republica
Mexicana, sin embargo, en el estado de Georgia en EEUU el promedio de incidencia de
este patdgeno durante un periodo de cinco afios fue de 90% hasta 100% mientras que las

pérdidas en ese mismo periodo variaron entre 15% y 50% (Saunders, 2003).

En México no se han realizado investigaciones sobre compuestos que prevengan o alivien
las infecciones virales en plantas, aunque si se usan algunos analogos de BRs para mejorar
la calidad de los cultivos. En este trabajo se plante6 probar el efecto de la aplicacién de los
CPCV generados en la BUAP en plantas infectadas con un aislado de TEV (TEV-TAMPS).
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Hipotesis

Los CPCV aBSS4 y aBSS18 promueven en plantas de tabaco un sistema de defensa contra
el Virus del Jaspeado del Tabaco mediante la induccion de genes involucrados en la

resistencia a patégenos.

Objetivos
General
e Evaluar el efecto de los promotores de crecimiento vegetal aBSS4 y aBSS18 sobre
plantas de tabaco (Nicotiana tabaccum) infectadas con el Virus del Jaspeado del
Tabaco (TEV-TAMPS).

Especificos:
e Examinar la propagacién de la infeccién por TEV en las plantas de tabaco tratadas
con los CPCV.
e Cuantificar mediante qPCR la cantidad de TEV en las plantas de tabaco tratadas con
los CPCV.

e Analizar los niveles de expresion de genes relacionados con la respuesta a
patégenos en las plantas de tabaco.

e Comparar los resultados obtenidos de los tratamientos aplicando los compuestos
aBBSS4 y aBBSS18.
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Materiales y métodos

1. Siembray germinacion.

En este trabajo se utilizaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) como modelo biolégico;
las semillas de tabaco fueron provistas por la Dra. Tzvetanka Dimitrova Dinkova del
departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de plantas de la Faculta de Quimica de
la UNAM. Las semillas fueron sembradas en una mezcla de sustrato peat moss (Premier,
peat moss turbe), agrolita y vermiculita en una proporcion 3:1:1. Para su germinacion y
crecimiento se mantuvieron durante 20 dias en una camara de germinacion (Witeg,
ThermStable GC-100, Alemania) en condiciones de crecimiento estandar: temperatura
constante de 23 °C, 50 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas

de obscuridad.

Una vez que las plantulas presentaron hojas verdaderas, se transplantaron individualmente
en macetas de 12.5 cm? con sustrato (peat moss:agrolita:vermiculita 3:1:1) y fueron

mantenidas en la camara de germinacion bajo condiciones de crecimiento estandar.

2. Aplicacion de los compuestos promotores de crecimiento vegetal aBSS4 y aBBSS18.
Los compuestos utilizados en esta investigacion fueron proporcionados por el Doctor Jesus
Sandoval Ramirez del laboratorio de Sintesis y Modificacion de Productos Naturales de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP.

Posteriormente a los 20 dias. Las plantas de tabaco fueron sometidas a 6 tratamientos
utilizando los compuestos denominados: aBSS4 y aBSS18, con los que se realizaron
tratamientos previos a la inoculacion de TEV-TAMPS (P04 y P18), y tratamientos
posteriores a la inoculacién con TEV-TAMPS (X04 y X18) también se establecieron dos

tratamientos control, uno sin inéculo viral y otro con inéculo viral.

Los CPCV fueron preprados en una solucion a 0.1 mg/L, considerando que experimentos
anteriores han indicado que dicha concentracién induce los mayores efectos en las plantas,

asi como en los microorganismos asociados a la rizosfera (Jiménez-Burton M.A., 2018).

Las soluciones de los CPCV aBSS4 y aBSS18 se aplicaron directamente al tejido foliar
mediante un aspersor cada dos dias durante 10 dias para el caso del pretratamiento, y cada

dos dias durante 10 dias para los tratamientos posteriores a la inoculacion de TEV-TAMPS.
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La inoculacion se realizé un dia después del dltimo aspejado para los tratamientos, y el dia

posterior despues de la inoculacién para los postratamientos.

3. Inoculacién de plantas de tabaco con TEV.

Plantas adultas de tabaco fueron infectadas con un macerado de tejido vegetal infectado
con el aislamiento TEV-TAMPS (numero de acceso nchi: JX512813.1), provisto por la Dra.
Tzvetanka Dimitrova Dinkova del departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de
plantas de la Faculta de Quimica de la UNAM. Utilizando un estilete, se realizaron heridas
mecanicas directamente a hojas verdaderas aplicando el macerado a dos plantas por cada

tratamiento (replica experimental).

4. Analisis molecular.

4.1 Extraccion de RNA a partir de plantas de tabaco
El RNA total se obtuvo a partir de 0.1 gramos de hojas jévenes (sistémicas) utilizando el kit
TRIZOL Reagent (Invitrogen, Thermo Scientific, California USA) siguiendo el protocolo

descrito por el fabricante, el RNA se almacené a -20 °C hasta su uso.

La integridad, calidad y cantidad del RNA total fue verificada mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1% y la medicion por espectrofotometria de las absorbancias a 260 y
280 nm (anexo 1).
4.2 Sintesis de DNA complementario (cDNA) mediante reacciones de transcripcion

reversa (RT).

Las reacciones de RT se realizaron con el kit M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Thermo Scientific, California USA) en un volumen final de 20 pl, usando 1 pug de RNA total,
1 pl de oligodT 10 mM, 4 uL de solucién de reaccién RT 5X, 1 ul de dNTPs 10 mM, y 0.3 ul
de enzima M-MMLV reverse transcriptase, completando el volumen a 20 pyL con agua
estéril. Las reacciones fueron incubadas en un termociclador BIORAD-T100 a 42 °C durante

60 minutos.
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4.3 Disefio de oligonucledtidos de transcritos relacionados con la respuesta viral.
Con lafinalidad de analizar la presencia y acumulacion viral, asi como la expresion de genes
relacionados con respuestas de defensa a infecciones virales en tabaco.
Para obtener cDNA correspondiene al genoma de TEV. Los oligonucle6tidos corresponden
de la region CP a la region no traducible 3’ (Esquema 1). Los mRNA diana seleccionados
fueron: NtelEF1a: factor eucaridtico de elongacion de traduccion, en investigaciones
previas, se ha expuesto la relacién en procesos de anclaje para traduccion y replicacion
viral (Li et al.,, 2013). NtERF-5: Ethylene Response Factor 5, factor de transcriopcion,
involucrado en cascadas de sefalizacion para la activacion de genes durante estrés bidtico
y abidtico (Fischer y Droge-Laser, 2004). NtCHI-lll: quitinasa reportado como gen
expresado bajo infecciones fungicas y virales, inducido por la familia de factores de
transcripcion ERF (Samac, 1990). EIl mRNA para la subunidad ribosomal 18S se utilizo
como control de carga y calidad de sintesis de cDNA.
Se disefnaron oligonucledtidos especificos correspondientes al mMRNA o cDNA de genes
seleccionados a partir de literatura consultada, considerando su relacién en la respuesta
frente a estrés bidtico y abiotico (Fischer y Droge-Laser, 2004) y su expresion durante
infecciones fdngicas y virales (Samac, 1990). Las secuencias fueron extraidas de la base
de datos NCBI (National Center of Biotechnology Information), los oligonucledtidos se
disefiaron empleando el software de acceso libre Primer Blast, Oligo Analyzer y Geneious
4.8.5. (Tabla 3).
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Tabla 10. Oligonucledtidos disefiados para amplificar cDNA de genes diana relacionados con la respuesta
viral en plantas de Nicotiana tabacum (Nt) y de la regién CP a 3’ de del genoma de TEV.

tamafio Tamarfo
Genes Secuencia producto Tm  Referencia
(pb) b
(pb)
Fw GTCGTCTTCCGTCGTTGACC 20 Fischery
NtERF5 264 61 Droge_
Rv CACATGCTTTCCTTCGCCAC 20 Laser, 2004
Samac et
NECHI Fw GGACTTCCAGCAGCCAAGAC 20 196 60 al. 1990
Rv GGGCGCCTTGTTCATTCAGA 20
Fw CACATCAACATTGTGGTCATTGG 23 .
Thivierge et
NteEF1a 60
Rv GCAGTAGTACTTGGTGGTCTC 21 243 al., 2008
TEV Fw ACGGCACACAGCACATGA 18 047 603
Rv CTCGCACTACATAGGAGAATTAGAC 25
Fw GTTGGCCTTCGGGATCGGAGTA 22
Nt18S 60
Rv  TCGAGCCCCCAACTTTCGTTCT 22 159

4.4 Reaccion en cadena de la polimeresa (PCR) punto final.
A partir del RNA total procedente de las plantas, se generaron los cDNA y se sometieron a
PCR punto final para estandarizar las condiciones de amplificacion utilizando
oligonucledtidos especificos (Tabla 3. Los productos de las PCR fueron resueltos mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Con la finalidad de corroborar la eficiencia de la
reaccion de RT-PCR (Vease punto 4.2), se amplificé un fragmento de 159 pares de bases
del cDNA 18S ribosomal.

Las reacciones de PCR punto final se realizaron con el kit Dream Taq DNA Polymerase
(Thermo Scientific, California USA) utilizando los siguientes componentes: 1 uL de solucion
de reaccidén, 0.2 uL de dNTPs 0.2 uM, 0.2 uL de oligonucleétidos Fw y Rva 10 mM, 7.7 pL
de H20, 0.2 yuL de Dream Taq DNA Polymerase y 0.5 uL de cDNA. Todas las reacciones
se hicieron por duplicado. Las condiciones éptimas para las reacciones de amplificacion de
los cDNAs diana fueron previamente estandarizadas mediante protocolos de PCR de
gradiente tomando como referencia la Tm® provista por el fabricante Sigma-Aldrich® (Tabla
3).
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4.5 Andlisis cuantitativo de la presencia de TEV y expresion de mRNAs.
Las reacciones de gPCR se realizaron con el kit EXPRESS SYBR GreenER, qPCR
SuperMix Universal (Invitrogen, Thermo Scientific, California, USA) usando 6 pL de SYBR-
GREEN,1 pl de cDNA, 0.4 pl de oligonucleétidos Fw y Rv 10 mM, 0.24 uL de ROX 10 mM,
y 4.36 pl de agua estéril, las reacciones fueron preparadas en una campana de flujo laminar
y posteriormente se corrieron en un termociclador 7500 DNA analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, U.S.A.) ubicado en el Centro de Deteccion Biomolecular de la BUAP. Los
niveles de expresion relativa fueron calculados después de la normalizacion con el gen de
referencia 18S usando el método 2-24Ct y fue representado como veces de cambio con
respecto a la condicion control. Las mediciones de qPCR tiempo real se realizaron 3 veces

por cada para de oligonucledtidos disefiados.
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Resultados

1. Efecto de los compuestos aBSS4 y aBSS18 durante la infeccién por TEV en N.
tabacum.

Se ha reportado previamente el efecto de los CPCV en el desarrollo de las plantas asi como
el efecto en los microorganismos asociados a la rizosfera de plantas de maiz (Jiménez-
Burton, M. A. 2018; Pefia 2012; Moreno, 2009; Zurita, 2011), en éste trabajo se ha evalu6
el efecto de los compuestos aBSS4 y aBSS18 en la infeccién con TEV-TAMPS, realizando
un tratamiento previo o posterior a la inoculacién, en ambos casos, los compuestos
promotores crecimiento vegetal, indujeron la atenuacion de los sintomas asociados a TEV-
TAMPS en comparacion del control viral (CV) (Figura 6), en el caso de las plantas tratadas
previamente con el compuesto aBSS18, no desarrollaron sintomas en las hojas sistémicas
mostrando un aspecto similar a las plantas que no fueron inoculadas con TEV (Figura 6,
X18).

Las plantas que recibieron los tratamientos posteriores a la inoculacion desarrollaron
sintomas con menor severidad que las plantas CV, aunque los sintomas son mas visibles

en las plantas que recibieron el pretratamiento.

Figura 6. Efecto de los CPCV aBSS4 0 aBSS18 en plantas de Nicotiana tabacum inoculadas con
TEV. P18) pretratamiento con el aBSS18; X18) postratamiento con el aBSS18; P04)
pretratamiento con el aBSS4; X04) pos tratamiento con el aBSS4; CV) control con inoculacion
viral y sin aplicacién de los CPCV; CE: control experimental sin inoculacién y sin aplicacion de los
CPCV.
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2. Efecto de los CPCV aBSS4 y aBSS18 en la carga viral.

Dado que se observaron diferencias en el desarrollo de sintomas en las plantas de tabaco
bajo los diferentes tratamientos, nos interes6 saber si estas diferencias estaban
realacionadas con variaciones en la carga viral, para responder a esta interrogante se
cuantifico la carga viral en las plantas infectadas previamente o posterior al tratamiento con
CPCV (Figura 7B).

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacién con los oligonucleétidos que se
generaron, se procedié a realizar experimentos de PCR en tiempo real, para obtener la
cuantificacion relativa de la carga viral en las plantas. Este experimento mostroé que en las
plantas de tabaco que recibieron el pretratamiento con los CPCV hubo una menor
acumulacion de TEV-TAMPS con respecto al CV, habiendo una disminucion de més del
60% en las plantas con el pretratamiento con aBSS4 y casi un 100% en las plantas con el
pretratamiento con el compuesto aBSS18. Cuando el tratamiento con los CPCV fue
aplicado después de la inoculacion viral, se observd una acumulacion mayor de TEV-
TAMPS en plantas tratadas con el compuesto aBSS4 con respecto al CV, pero hubo una
represion de 0.8 veces de cambio de TEV-TAMPS en las plantas tratadas con el compuesto
aBSS18 con respecto al CV, sugiriendo que este compuesto podria inducir algun sistema

de respuesta ante la infeccion viral (Figura 7A) aun después de la infeccion.

Las plantas del grupo denominado control experimental (CE) no fueron inoculadas con TEV-

TAMPS, por lo que no se observé acumulacion de RNA viral.
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TEV M C- CE CV P04 P18 X04 X18

Veces de cambio

CE

C) CE cV
Figura 7. Acumulacion de RNA viral y sintomas de la infeccién por TEV-TAMPS en hojas jovenes de plantas de
tabaco tratadas con CPCV. (A) Cuantificacion por q°PCR de TEV-TAMPS; (B) Deteccion de TEV-TAMPS por RT-
PCR; C) Apariencia de las hojas jovenes de tabaco inoculadas con TEV-TAMPS. CE: control experimental; CV:

control viral; P04: pretratamiento aBSS; P18: pretratamiento aBSS18; X04: postratamiento aBSS4; X18:
postratamiento aBSS18.

3. Cuantificacién de los niveles de expresion de genes asociados a la infeccion y viral.

Se ha observado que los CPCV generados en la BUAP tienen un efecto potenciador del
desarrollo de las plantas incluso mayor a otras fitohormonas (Pefia, 2012), otro trabajo
realizado en nuestro grupo de investigacion demostré que compuestos CPCV inducen
cambios en la expresion de genes. Basandonos en estos antecedentes, nos enfocamos a
analizar la expresion de genes asociados a la infeccion por patdgenos en plantas infectadas
con TEV-TAMPS antes o después del tratamiento con los compuestos aBSS4 y aBSS18.
En plantas, se ha demostrado desde hace mas de dos décadas que algunos componentes
celulares como los factores de elongacion y de inicio de la traduccion, estan asociados a la
replicacion de virus de RNA en modelos animales, vegetales y bacterianos. En Arabidopsis
thaliana y en Nicotiana benthamiana Eel factor de elongacion eucariético 1-alfa (eEF1a)
interacciona con la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) y la proteina VPg del virus
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del mosaico del nabo (TuMV) en Arabidopsis thaliana y en Nicotiana benthamiana, ademas
el del aumento del nivel de eEF1a se ha correlacionado con la infeccion por TuMV en las
plantas mencionadas (Thivierge et al., 2008; Cotton, S., et al., 2009). De igual forma, se ha
sefalado que diversos factores transcripcionales (FT) que regulan diversos procesos del
desarrollo de las plantas estan implicados en la respuesta a patdgenos, entre estos se han
encontrado a los factores de respuesta a etileno (ERF por ethylene response factor),
ampliamente distribuidos en especies del reino vegetal (Riechmann y Meyerowitz, 1998).
Algunos factores, como NtERF1 y NtERF4, se han caracterizado, y tienen afinidad a cajas
GCC encontradas en varios promotores de genes PR (Ohme-Takagi y Shinshi 1995, Ohta
et al., 2000), particularmente el ERF-5 se he relacionado en la respuesta de plantas frente
infeciones virales (Son, G. H., et al.,, 2011; Huang et al., 2016). Una de las proteinas
presentes durante la infeccion por patégenos y cuya expresion es inducida por factores
transcripcionales ERF son las quitinasas, se ha reportado que la expresion de estas es
estimulada durante la infeccion por virus (Mur et al., 2007), al igual que durante fenémenos
de estrés abiodtico (Son, 2011). En los siguientes parrafos se expondra los resultados

obtenidos con los mRNA diana mencionados previamente.

Los niveles de expresion de NteEF1a fueron cuantificados en las plantas de tabaco con los
diferentes tratamientos. NteEF1a incrementa su expresiéon en plantas infectadas con TEV-
TAMPS (plantas CV); en comparacion con el CE que tiene una expresion basal, pero se
observa una represion de la expresiéon de NteEF1a de 0.6 veces de cambio en el
pretratamiento y 0.4 veces en el postratamiento con el compuesto aBSS4 con respecto al
CV. En los tratamientos con el compuesto aBSS18, los niveles de expresion de NteEF1a
en el pretratamiento se suprimen a un mayor grado, aproximadamente 0.95 veces de
cambio, de igual forma el postratamiento tiene una supresion de 0.9 veces de cambio,
sugiriendo que el compuesto tiene un efecto mayor de supresion de la expresion del factor

de elongacion con respecto a CV (Figura 8A).

Los niveles de expresion de NtERF-5 fueron analizados en las plantas de tabaco tratadas
con los CPCV e inoculados con TEV. Se observé que los niveles de expresion de NtERF-5
mantenian un patron similar al de NteEF1a, incrementandose mas de 20 veces en el CV
con respecto al CE, pero en las plantas con el pre y postratamiento con el compuesto
aBSS18, los niveles de NtERF-5 se mantuvieron cercanos a los de las plantas CE, mientras
gue en las plantas con el pretratamiento con el compuesto aBSS4, la expresion de NtERF-

5 se reprimio a 0.7 veces de cambio con respecto al CV y en las plantas con el
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postratamiento a 0.5 con respecto al CV (Figura 8B). De nueva cuenta, el compuesto

aBSS18 suprime a un mayor grado la expresion de los genes diana.

La expresion de la quitinasa NtCHI-III fue cuantificada en este trabajo, se observo que
NtCHI-III al igual que NteEF1a y NtERF-5, sufre una represion en su expresion en las
plantas tratadas con los CPCV con respecto al CV. En el pretratamiento con el compuesto
aBSS18 se observo una supresion mayor en la expresion de NtCHI-1ll, aproximadamente
0.99 veces de cambio con respecto al CV, aunque la supresiéon fue menor en las plantas
con el postratamiento, aproximadamente 0.9 veces de cambio. Por otra parte, se observé
una represion de 0.9 veces de cambio en la expresidon de NtCHI-Ill en las plantas
pretratadas con el compuesto aBSS4 con respecto a la condicion CV y 0.8 veces de cambio

en las plantas con el postratamieto (Figura 8C).
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Figura 8. Acumulacion de transcritos de genes asociados a la infeccion viral. gPCR tiempo real A) Nt-eEF1a:
factor eucariético de elongacién de traduccién 7a. B) NtERF-5: ethylene response factor 5, (C) NtCHI-III:
quitinasa Tratamientos: CV: control viral, CE: control experimental, P04: pretratamiento aBSS4, P18:
pretratamiento aBSS18, X04: postratamiento aBSS4, X18: postratamiento aBSS18.
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Discusion de resultados.

En la BUAP se generé una familia de CPCV de base esteroidal, su aplicacion en plantas ha
inducido cambios en el desarrollo (Zeferino-Diaz et al., 2015), en la acumulacién de
biomasa (Pefia, 2012), en la germinacion y la floracion (Rojas, 2012), ademas de tener
efecto en los microorganismos asociados a la rizésfera de plantas de maiz que recibieron
tratamiento con los compuestos durante la imbibicion de la semilla (Jimenez-Burton, M.A.
2018). Aunado a ésto, algunos datos generados en nuestro laboratorio sugieren que los
CPCV podrian inducir respuestas en las plantas que les permiten resistir el estrés abiotico
y bidtico (Fulanito de tal., 20XX), basandonos en estos antecedentes el presente trabajo se
enfoco a evaluar el efecto de los CPCV aBSS4 y aBSS18 durante el estrés bidtico causado

por la infeccion por el virus TEV.

1. Desarrollo de la infeccion por TEV y el efecto de los CPCV.

El TEV es un virus que infecta un gran nimero de plantas, como tomate, pimiento, tabaco
y otras solanaceas que son sus principales hospederos. Sus sintomas van desde moteado
suave, arrugas, malformacion y reduccion de tamafo, mientras que en plantulas provocan
entrenudos acortados y atrofiados y en los frutos provocan moteado y tamafio reducido
(Cerkauskas, 2005; Shepherd y Purcifull, 1971). Durante el desarrollo de este trabajo, se
probé el efecto de los CPCV aBSS4 y aBSS18 en la infeccion por TEV-TAMPS
observandose diferencias en el desarrollo de los sintomas en las plantas bajo los
tratamientos con los CPCV. En las plantas de tabaco, TEV-TAMPS provoco malformacion
y amarillamiento del tejido foliar. Sin embargo, las plantas tratadas con el CPCV aBSS18
antes o después de hacer la inoculacién con TEV mostraron menor severidad de las

lesiones con respecto al control viral (Figura 7C).

Dado que se observé diferencia en el desarrollo de sintomas asociados a TEV en las
plantas de tabaco con los diferentes tratamientos, se realiz6 la cuantificacion de la carga

viral.
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2. Efecto de los CPCV en los niveles de mensajero viral.

Las fitohormonas son cada vez mas reconocidas por tener un papel esencial en las
interacciones planta-patdgeno. Se sabe que las fitohormonas SA, JA y ET estan
involucrados en las respuestas de defensa para mitigar el estrés biotico en las plantas.
(Robert-Seilaniantz, 2011; Zhu et al., 2014). Las vias de sefializacion de estas hormonas
influyen mutuamente a través de una red compleja de interacciones sinérgicas y
antagonicas (Kooornnef, 2008). En muchos casos, el ET actia como un modulador de las
respuestas de la planta a SA o JA. Las nuevas evidencias sugieren que algunas otras
hormonas vegetales, como el ABA, el GA, las citoquininas, las auxinas y los BRs, también
desempefian papeles criticos en las interacciones planta-patdégeno (Robert-Seilaniantz,
2011; Pieterse et al., 2009).

Nuestros resultados muestran que las plantas de tabaco a las que se aplicé el CPCV
aBSS18, previa o posteriormente a la inoculacién con TEV-TAMPS, se acumulé una menor
cantidad de RNA viral, en el caso de las plantas pretratadas con el mismo compuesto la
cantidad de RNA viral es comparable a la condicion CE. En las plantas pretratadas con el
compuesto aBSS4 también se observo una disminucion de la acumulacion de TEV-TAMPS,
sin embargo, en las plantas que recibieron el tratamiento posterior a la inoculacion con TEV-
TAMPS, se acumul6é una mayor carga de RNA viral, aproximadamente 0.7 veces mayor
qgue en el CV (Figura 7A). Estos resultados sugieren que el compuesto aBSS18 es mas
efectivo que aBSS4 para el control de la infeccién por TEV en plantas de tabaco y podria
ser usado en la prevencion o disminucién de la infeccién viral, aunque es necesario probar
su efecto en otras especies y/o variedades de plantas infectadas por TEV, asi como por
otras especies virales. Trabajos donde se ha evaluado el efecto de la homobrasindlida
durante la infeccién por el CMV indican que dicho compuesto podria inducir una respuesta
a nivel nuclear que permite activar mecanismos de resistencia contra virus (Zhu, et al.,
2015), es posible que otros compuestos analogos a los brasinoesteroides como los
compuestos aBSS4 y aBSS18 activen las mismasrespuestas en la defensa contra virus, no

obstante, se desconoce la respuesta molecular estimulada por los CPCV.
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3. Estimulo molecular inducido por los CPCV durante la infeccién por TEV-TAMPS

En este trabajo, se observé que los compuestos denominados aBSS4 y aBSS18 estimulan
diferentes niveles de proteccion contra la infeccion por TEV en Nicotiana tabacum, estos
resultados sugierenque los CPCV podrian actuar sobre la expresion de genes relacionados

con los mecanismos de replicacion viral y/o de defensa ante infecciones virales en plantas.

La supresion de eEF1a en los tratamientos, podria estar implicando una disminucion en la
eficiencia de replicacion viral, en otras especies virales, se ha relacionado el aumento de
esté factor durante la infeccion, principalmente en vesiculas complejas de replicacion
(Thivierge et al., 2008). Esto podria indicar que la replicacion y/o traduccién de TEV podrian
estar afectadas debido a la ausencia o baja presencia de eEF1a, impactando
negativamente la carga viral, siendo el compuesto aBSS18 mas efectivo para controlar la

infeccion viral.

La aplicaciébn de compuestos ha permitido realizar tratamientos de quimioterapia contra
infecciones virales (Panattoni y Triolo, 2013), por ejemplo, la aplicacién de cianuro (CN). En
Arabidopsis thaliana, el CN induce la reduccion en la acumulacion de la carga viral de
algunos virus, como el Virus de Aclaramiento de las Nervaduras del Nabo (TVCV) y
promueve la necrosis de las células durante la respuesta hipersensible de la planta evitando
la movilizacion via sistémica del TuMV (Shi et al., 2012; Wong et al., 2002). Se ha visto que
las plantas pueden liberar CN como subproducto durante la biosintesis de etileno (Siegien
y Bogatek, 2006; Siefert, 1995). En tomate, la aplicacion poscosecha de homobrasinolida;
un compuesto analogo a los BRs, aumenta la expresién del gen para la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintasa, involucrado en la biogénesis del etileno, como
resultado de la produccién de esta fitohormona se produce CN (Shi et al., 2006; Woeste et
al., 1999; Zhu et al., 2015; Siefert, 1995; Bajgz, 2009; Kombrink et al., 1997; Neuhaus,
1999). Es posible que el compuesto aBSS18, actua de manera similar a la homobrasinolida,
induciento la biogénesis de etilieno y produciedo CN. En experimentos donde se ha
evaluado los niveles de cianuro en procesos infeccion por patdégenos en plantas, se ha
observado que puede inducir a la muerte celular debido al nivel de toxicidad del compuesto,
evitando asi la movilizacion de algunos patdgenos (Siegien y Bogatek, 2006). Es posible
gue los CPCV esimulen la liberacion de CN lo que ocasionaria la muerte celular en las hojas
verdaderas de las plantas tratadas e infectadas.
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El ET, es una fitohormona expresada durante la respuesta a estrés bidtico y abiodtico en
plantas, estd implicado en la expresion de genes PR (Geraats, 2007). El aumento de
produccion de ET, se refleja en el incremento de la expresion de activadores
transcripcionales que son activados por etileno (Heyman et al., 2013). Los factores de
transcripcion ERF estan implicados en la sefializacion de la respuesta a estrés bidtico y
abidtico (Kizis et al., 2001; Ohme-Takagi et al., 2000). La sobreexpresion de los genes ERF
da como resultado una mayor tolerancia al ataque de patdgenos (Berrocal-Lobo, 2002; Gu,
2002; He, 2001, Park et al., 2001).

En tabaco, uno de los factores de trascripcion para la expresion de proteinas PR es ERF-5
(Fischer y Droge-Laser, 2004). Durante el andlisis de la expresion de genes implicados en
la infeccidn viral, se observo un aumento de la expresion de ERF-5 (Fig 8 B), en las plantas
de tabaco infectadas con TEV-TAMPS y donde se aplicaron los compuestos aBSS4 y
aBSS18 como pre y postratamiento, se observa una represion de ERF-5 sugiriendo que el
control de la infeccidn podria ser auxiliado de mecanismos inducidos por dicho factor de
transcripcion. Los factores pertenecientes a la familia ERF, estimulan la expresion de de
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR), entre ellas glucanas, quitinasas, peroxidasas
entre otras (Kombrink et al., 1997). Nuestros resultados sugieren que ERF-5 sufre una
represion en comparacion con el CV, probalemente por la disminucién en la carga viral que
se encontré en las muestras. Lo baja presencia de carga viral en los tejidos que fueron
tratadas con los CPCV, podria estar relacionado con el bajo estimulo para la expresion de
ERF-5.

Como se menciono en el parrafo anterior, las quitinasas, son proteinas pertenecientes al
grupo de las PR (Kombrink et al., 1997; Neuhaus, 1999). Los datos obtenidos muestran que
durante la infeccién por TEV existe un aumento considerable en la expresion del gen CHI-
Il (Quitinasa tipo IIl) en tejido con los sintomas de la enfermedad, en plantas de plantas de
Capsicum chinense infectadas con el virus del moteado level de los pimientos, se encontrd
que diferentes quitinasas, entre ellas CHI-Ill sufre un aumento en su nivel de expresion
(Elvira et al., 2008).La aplicacion de los CPCV regula a expresion de CHI-IIl en plantas
inoculadas con TEV-TAMPS. La represion de los mRNA de quitinasas, podria estar
relacionado; de igual forma como ocurre con ERF-5, a la baja carga viral que esta presente
en las plantas tratadas. Sin embargo, en el CV, la planta es estimulada para expresar
proteinas relacionadas a la patogénesis debido al estrés generado por la presencia del

virus. El pretratamiento aBSS18, mostr6 una menor acumulacién de transcrito viral en las
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hojas jovenes (Figura 7A). La ausencia o nula presencia de particulas virales generado por
los CPCV, podria estar relacionado con la represion de los mRNA diana, principalmente en
los tratamientos P18 y X18, los cuales mostraron una menor expresion en comparacion con
los tratamientos P04 y X04, que presentan una mayor acumulacion de carga viral, pero aun
asi, menor que en el CV. El compuesto aBSS18 tiene un efecto positivo (Figura 8) en
plantas infectadas por TEV, tal como se observo en el fenotipo del pre tratamiento 18 (P18)
(Figura 7C). La medicion de la expresion de genes asociados a respuestas contra
enfermedades permite investigar la funcion de los CPCV en el proceso de infeccion viral,
sin embargo, la abundancia de los transcritos no es una confirmacion de la funcion propia

de los genes, pues la expresion genética también es regulada a nivel de la sintesis proteica.

Se requiere estudios minuciosos sobre la interaccién de los CPCV con los receptores
celulares y las cascadas de sefalizacion que estuvieran afectando directa o indirectamente
a los genes implicados a los BRs; los cuales comparten una estructura similar. Debido al
alto costo de ese tipo de metodologia, no pudo ser desarrollado, pero permitiria comprender

mejor a nivel molecular los efectos en la expresion y regulacion de genes.

Un andlisis transcriptomico permitiria analizar la expresién de otros genes durante la
respuesta viral por parte de la planta. Permitiendo desarrollar mutantes en modelos
biolégicos de aquellos genes que se hayan observado con cambios significativos para
comprender la interaccion de los CPCV. De igual forma se podria estudiar otras especies
virales de la misma familia e investigar si los efectos son similares a los observados en esta

investigacion.
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Conclusiones

La aplicacion de los CPCYV tiene efectos diferenciales durante la infeccion de TEV-TAMPS

en plantas de tabaco.
Se puede concluir que:

1) Ambos compuestos tienen un efecto protector contra la infeccién por TEV, pero el
compuesto aBSS18 muestré una mayor efectividad.

2) Los tres genes analizados estan implicados en la respuesta a la infeccion por TEV
en Nicotiana tabacum.

3) Los CPCV parecen regular diferentes mecanismos como la sintesis de proteinas
virales y la sefializacion mediada por fitohormonas como Etileno.

4) Probablemente los CPCV sustituyan la participacion el etileno, debido a que en
ausencia de CPCV aumenta la expresion de ERF-5 y en presencia de CPCV, ERF-
5 se reprime, lo que sugeriria que al tener presentes los andlogos de
brasinoesteroides, la planta no requiere etileno para contender con la infeccion.

5) Existe una disminucién de la acumulacion viral en tejido joven (hojas sistémicas).

Es posible que los resultados estén vinculados a interacciones con otras hormonas, como
el ET, sin embargo, se requiere investigar con mayor énfasis los mecanismos moleculares
a través de los cuales actian los CPCV, posiblemente por medio de un andlisis global de
la expresion genética, ademas es necesario validar los resultados en diferentes modelos
bioldgicos, asi como otras especies virales. También es necesario realizar estudios sobre
la interaccion de los CPCV con los receptores celulares y las cascadas de sefalizacion que

se estimulan.

Debido al potencial que tienen estos CPCV, la aplicacién del compuesto aBSS18 podria
tener un impacto econémico promoviendo el desarrllo de las plantas y la prevencién de
enfermedades de origen viral, sin embargo, se requieren realizar mas estudios con otros

modelos bioldgicos y virales.
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ANEXOS

1. Cuantificacion del RNA total obtenido de las plantas de Nicotiana tabacum.

Longitud de onda

Muestra 260/280 260/230 Concentracion pg/ul
Control experimental 1.561 0.346 0.475
Control viral 1.902 0.998 1.298
Pre tratamiento 4 1.805 0.841 0.631
Pre tratamiento 18 1.718 0.521 0.371
Pos tratamiento 4 1.886 0.996 1.069
Pos tratamiento 18 1.859 0.817 0.546
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