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DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO

Veinte anos de investigacidon con Geminivirus en

vegetales en Guanajuato
Marco Antonio Garcia Neria*, Diana Lilia Trejo Saavedra®, Rafael Francisco Rivera Bustamante®

La virologia es una ciencia muy importante, debido a que los virus perjudican los intereses
del hombre, ya sea directamente afectando su salud o indirectamente infectando sus cul-
tivos, su ganado o sus mascotas. Entre las familias de virus que infectan plantas destaca
la familia Geminiviridae, convertida en un serio problema en el mundo. En México la pre-
sencia de estos virus fue reportada a finales de la década de los 70s. Debido a que causan
grandes pérdidas agrondmicas, el grupo de virologia vegetal del Cinvestav Irapuato inicié
su estudio a finales de los 80s con la intencién de poder proponer estrategias de solucion.
Nuestra intencién en este ensayo es, ademas de hacer una recapitulacién de las investiga-
ciones realizadas en los ultimos 20 anos, mostrar como el avance de una ciencia (virologia)
se ve influenciada por los avances en otras ramas como la microbiologia, fisica, bioquimica,

RESUMEN

biologia molecular y mas recientemente la bioinformatica.

Virology is an important science because viral diseases affect direct or indirectly to human-
kind. There are several families of plant viruses infecting important crops. Among those,
the family Geminiviridae has become an important problem since cause serious dama-
ges around the world. In Mexico, the presence of geminiviruses was reported in the late
70’s. Because their importance, the members of the Plant Virology Laboratory at Cinvestav
Irapuato have been interested in generating useful information to propose strategies for
geminivirus control. Here, we summarized 20 years of research in geminivirology in our
laboratory. Another intention was to show how the advances in other research areas such
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Aceptado: 5 de septiembre de 2010 could contribute to our knowledge and understanding of geminivirus.
INTRODUCCION

Existen reportes milenarios de varias culturas antiguas, como la china y la egipcia, en donde se infiere clara-
mente la presencia de los virus en varias actividades humanas. Aunque generalmente considerados daninos,
en el caso de la agricultura y otras actividades relacionadas, las interacciones de virus fitopatégenos con di-
versas plantas se han reportado ocasionalmente algunos beneficios. Por ejemplo, en el siglo XVI los moteados

de los tulipanes altamente cotizados en los mercados de los Paises Bajos, eran probablemente debidos a la

infeccion de un virus. Sin embargo, los virus han llamado la atencion debido a su impacto negativo hacia los
intereses del hombre: pérdidas totales de cosechas o reducciéon de la productividad de cultivos (Matthews,

2002). En este contexto, es facil entender la importancia de la Virologia.

Como sucede frecuentemente en varias actividades humanas, el de-
sarrollo de la Virologia como ciencia ha estado relacionado con el avance
de otras ciencias. En general la acumulaciéon de informaciéon y el avance
cion; resistencia. de las técnicas utilizadas han permitido el desarrollo de trabajos cada vez
mas complejos, multidisciplinarios que permiten entender con mayor de-
talle el ciclo viral y la relacién virus-planta. A su vez, la Virologia ha sido
interactions; virus-resistance. fundamental para el desarrollo de disciplinas de gran relevancia cientifica e
intelectual como la Biologia Molecular y la Biotecnologia.
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La Virologia como disciplina
nacié en 1898 con los estudios de
Beijerinck sobre un virus de plan-
tas: el virus del mosaico del taba-
co (Beijerinck, 1898). Las investi-
gaciones en esos tiempos incluian
las pruebas de infectividad, lo que
ayudo a establecer el caracter dife-
rencial de los virus con respecto a
las bacterias como agentes patogé-
nicos. Un poco mas tarde, en el si-
glo XX se introduce la descripcion
de rango de hospedantes (aquellas
plantas a las que un virus especifi-
co es capaz de infectar) y el estable-
cimiento de la relacién virus-vector
(Matthews, 2002).

En el caso de los geminivi-
rus, las primeras investigaciones
fueron realizadas a principios de
1900, casi 70 ailos antes de que
la taxonomia viral definiera la fa-
milia Geminiviridae. Sin embargo,
recientemente se ha sugerido que
un poema escrito por la emperatriz
japonesa Koken en el afio 752 se
puede considerar como la prime-
ra descripcion de una enfermedad
ocasionada por geminivirus (Saun-
ders et al.,, 2003). En este peque-
no poema, la emperatriz describe
los cambios inesperados de color
(amarillamiento) de una planta de
Eupatorium lundleyanum que ob-
servo en el verano de ese ano. De
manera menos poética, uno de los
primeros casos cientificamente
documentados es el estudio de la
enfermedad provocada por virus
de rizado apical de la remolacha
(BCTV, Beet curly top virus) en di-
ferentes areas del Mediterraneo y
en el oeste de los Estados Unidos.
Para 1910 ya se sabia que la dis-
tribucion de esta enfermedad co-
rrelacionaba con la distribucién de
una chicharrita (Circulifer tenellus)
que es uno de los insectos vectores
de geminivirus (la chicharrita es
el vector del género curtovirus), y
para 1950 ya se habian disenado
estrategias de control de la enfer-
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medad basadas en el manejo del insecto vector. Otro de los primeros
casos investigados fue la enfermedad causada por el virus del estriado
del maiz (MSV, Maize streak virus) que causa importantes dafios al maiz
en Africa (Goodman, 1981).

Sin embargo el agente etiolégico que causaba tales enfermedades
permanecié desconocido hasta 1974 (Bock et al.,, 1974). Gracias a los
avances en los métodos para la purificacién e identificacién de virus se
describi6 la presencia de particulas icosahédricas asociadas con ambas
enfermedades, lo que resulté fundamental para la definicién de BCTV y
MSV. En 1977 se determiné que el genoma de los virus BCTV y MSV
estaba conformado de DNA de cadena sencilla (ssDNA) (Goodman, 1977).
Esto fue algo inesperado puesto que los virus de plantas conocidos hasta
entonces tenian un genoma de RNA. Los geminivirus fueron establecidos
como familia en 1979 y su definicion fue la de poseer un genoma de ssD-
NA, de conformacién circular y encapsidado en particulas icosahédricas
geminadas (Goodman, 1981). Este tipo de particulas vistas al microsco-
pio electrénico fue lo que originé el nombre de geminivirus (figura 1). Por
otro lado, para ese entonces ya se habia determinado que un grupo de
los geminivirus (pertenecientes al género Begomoviridae, o begomovirus)
eran transmitidos por un insecto conocido genéricamente como mosquita
blanca (Bemisia tabaci Genn.) e infectaban plantas dicotiledéneas.

Figura 1. Micrografia electrénica de Geminivirus. Fuente R.G. Milne, Istituto di Virologia, CRN, Torino, Italy.

Identificacion y caracterizacion de geminivirus presentes en México

En México, la primera menciéon de una enfermedad posiblemente cau-
sada por geminivirus se realizé durante el ciclo agricola 1970-1971.
En el estado de Sinaloa se describié una enfermedad en jitomate cuyo
sintoma caracteristico era el enchinamiento de las hojas. Posterior-
mente, se confirmé que el agente causal de esa enfermedad era un
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geminivirus que se denomind, siguiendo la tradiciéon
de los virus de plantas, virus del chino del tomate
(CdATV, Chino del tomate virus) (Brown y Hine, 1984;
Brown y Nelson, 1988).

Paralelamente se empez6 a trabajar con otras en-
fermedades asociadas a la presencia de mosquita
blanca y que causaban los sintomas tipicos de gemi-
nivirus: amarillamientos y deformaciones de las ho-
jas. Entre las hortalizas afectadas destacaba el cultivo
del chile (Capsicum annuum L.). Los métodos tradi-
cionales para identificar virus en plantas incluian, y
siguen incluyendo en muchos casos, el aislamiento
(separandolo de otros patoégenos), la propagacién en
plantas susceptibles, la purificacion y la identificaciéon
por métodos serologicos (anticuerpos), de microscopia
electroénica, etc.

En uno de los primeros trabajos desarrollados por
el grupo de Virologia Vegetal del Cinvestav se sugiri6
que algunas enfermedades como el “enchinamiento”
del tomate en Sinaloa y “planta atigrada” o “rizado
amarillo del chile” en Tamaulipas eran causadas por
geminivirus (Garzon Tiznado et al., 1989). Interesan-
temente, pronto se pudo comprobar que los genomas
de los geminivirus se comportaban de manera similar
a plasmidos bacterianos (Koonin y Ilyina, 1992). Uti-
lizando técnicas basicas de biologia molecular, se con-
sigui6 detectar y clonar varios genomas geminivirales
sin necesidad de utilizar los métodos tradicionales de
virologia vegetal ya mencionados. De esta manera, se
identificaron varias secuencias virales provenientes de
plantas enfermas. Dos de las secuencias correspondian
a los componentes A y B de un geminivirus bipartita
(figura 2). El geminivirus identificado fue denominado
virus huasteco del amarillamiento de las venas del chi-
le (PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus), en alu-
sion a la sintomatologia producida en plantas de chile
y a la region de “Las Huastecas” en donde fue detec-
tado. Ademas, se confirmé que el “rizado amarillo del
chile” era una enfermedad compleja en la que podian
estar involucrados hasta 4 geminivirus diferentes. En-
tre éstos se podia encontrar al PHYVV ya mencionado
y al Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV, Pe-
pper golden mosaic virus), este ultimo también carac-
terizado en el laboratorio (Garzén-Tiznado et al., 1995;
Torres Pacheco et al., 1993; 1996).

Una vez identificados los agentes patogénicos, y
con base en informacién sobre cultivos de chile a lo
largo del pais que presentaban sintomas similares, se
realizaron estudios para la deteccion y la distribucion
de los mencionados geminivirus. Torres-Pacheco y
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colaboradores (1996), reportaron que el virus de ma-
yor distribucién en las principales areas productoras
de hortalizas en México era el PHYVV, mientras que el
PepGMV y el CdATV estaban distribuidos de una ma-
nera mas restringida. Posteriormente, se realizaron
otros estudios en otras areas del pais para confirmar
la importancia de PHYVV y PepGMV en las diferen-
tes regiones agricolas. En la peninsula de Yucatan se
realiz6 un escrutinio para analizar la distribucién de
geminivirus, debido a que se reportaban pérdidas de
hasta el 95% en cultivos de chile (Ascencio-Ibanez et
al., 1999; Diaz-Plaza et al.,, 2002; Diaz-Plaza, 2003).
Los resultados obtenidos en este escrutinio fueron po-
sitivos para PHYVV y PepGMV y ademas, se detectaron
otros geminivirus previamente caracterizados en pai-
ses vecinos: el virus del moteado del tomate (ToMoV,
Tomato mottle virus), el virus del mosaico dorado del
frijol (BGMV, Bean golden mosaic virus) y el virus del
amarillamiento y enrollamiento de la hoja del tomate
(TYLCV, Tomato yellow leaf curl virus). Este ultimo ya
habia sido reportado como causa de devastaciones en
cultivos horticolas en la zona del Mediterraneo (Israel
y Europa) y mas recientemente se habia reportado en
el Caribe, incluyendo Republica Dominicana y Cuba
(Polston 1998; Ramos et al.,, 1996).

Analisis de los aspectos basicos del ciclo viral

Después de que se confirmé la presencia de gemini-
virus en México y de que se caracterizaron los virus
detectados, se iniciaron trabajos de investigacion vi-
rolégica basica usando los virus mencionados como
modelos. Inicialmente, los estudios con caracteristi-
cas mas moleculares tuvieron una orientacion fito-
patologica, posteriormente fueron mas bioquimicos y
bioléogicos. Esta diversidad de analisis favorecié que
la informacion basica relacionada con el ciclo de in-
feccion viral, la replicacion del virus y su expresion
génica, asi como la compleja variedad de mecanismos
de regulacién, se percibiera como una oportunidad
importante para el disefio de estrategias de control de
las enfermedades ocasionadas por los geminivirus, y
no como una mera curiosidad intelectual.

Para una mejor comprension de los trabajos rela-
cionados con los aspectos basicos del ciclo viral que
se describen a continuacion, es necesario describir
brevemente algunas de las caracteristicas generales
de los geminivirus.

Como se ha mencionado previamente, el genoma de
los geminivirus consiste de una o dos moléculas de DNA
de cadena sencilla (ssDNA), covalentemente circularizada
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y con un tamafio que oscila entre 2.5 kb y 3.0 kb. Los geminivirus se re-
plican en el nucleo de las células vegetales infectadas mediante un inter-
mediario de doble cadena (dsDNA) (circulo rodante) (Hanley-Bowdoin, et
al., 1999; Gutiérrez, 2000). El dsDNA viral se ensambla en el nticleo para
formar un minicromosoma, a partir del cual se transcriben los genes vi-
rales. Esta caracteristica los ha hecho muy atractivos como modelos de
estudio de procesos moleculares basicos en plantas, de manera similar a
como fueron utilizados los bacteriéfagos en el nacimiento de la Biologia
Molecular (1950’s - 1960’s) o los importantes modelos de virus animales
en los afos 70s (ejemplo adenovirus, SV40). Los geminivirus codifican
Unicamente para 4 a 6 genes entre los cuales no figura ninguna DNA po-
limerasa; por esa razéon dependen para su replicacion de las enzimas del
hospedante (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Gutiérrez, 2002).

La transcripcion de los genes geminivirales es bidireccional, se produ-
cen transcritos tanto hacia la orientacién derecha (siguiendo las maneci-
llas del reloj) como en el sentido izquierdo o complementario (contra las
manecillas). La transcripcion depende de RNA polimerasas y otros facto-
res transcripcionales del hospedante (Hanley-Bowdoin et al, 1999). En
el componente A se encuentran codificadas las siguientes proteinas: Rep,
indispensable para la replicacion viral; REn, proteina que aumenta la re-
plicacion; TrAp, proteina que transactiva la expresiéon de los genes de CP
y NSP; y CP, la proteina de la capside. En el componente B se encuentran
los genes de la proteina MP, necesaria para el movimiento célula-célula y
la proteina NSP, responsable del transporte del genoma viral de ntcleo a
citoplasma (Hanley-Bowdoin et al., 1999) (figura 2).

MP NSP

Trap

Figura 2. Representacion esquematica del genoma de un geminivirus bipartita. Se muestran los marcos de
lectura para cada componente. En el sentido de las manecillas del reloj (Expresion a la derecha): CP,
proteina de la capside y NSP, proteina de transporte nuclear. En sentido izquierdo o complementario:
Rep, proteina de replicacion; TrAp, proteina transactivadora; REn, potenciadora de la replicacion y
MP, proteina de movimiento.

Uno de los aspectos fundamentales en el ciclo viral es el proceso de
replicacion. Una de las primeras aportaciones del laboratorio ofreciendo
informacién relevante a este proceso fue realizado por Argtiello-Astorga
y colaboradores (1994). En este trabajo se llevé a cabo una analisis,
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tanto teorico filogenético, como es-
tructural de las regiones intergéni-
cas de los geminivirus reportados
hasta ese momento. Se encontro
que existian de pequenas regiones
conservadas indispensables para
la replicacién y cuya secuencia
y orientaciéon es muy importante
para que sean reconocidos por la
proteina Rep para dar inicio a la
replicacion viral. Este reporte fue
considerado como una contribu-
cion importante en la caracteriza-
cién de nuevos geminivirus y su
clasificacion, asi como en el enten-
dimiento del proceso de inicio de
la replicacién en geminivirus.

Otro de los aspectos importan-
tes en el ciclo infectivo es la expre-
sion de los genes virales. De ma-
nera general, el estudio espacial
y temporal de la transcripcién de
genes se ha visto beneficiado con
el descubrimiento y desarrollo de
genes reporteros como GUS y la
proteina verde fluorescente (GFP)
(Jefferson, 1989; Epel et al., 1996).
Por otro lado, con el surgimiento
de las primeras aplicaciones co-
merciales con plantas transgéni-
cas, se dispar6 a nivel internacio-
nal la busqueda y caracterizacion
de nuevos elementos genéticos
como promotores, potenciadores
o terminadores de la expresion
génica, etc. Esta busqueda tenia
bases, tanto en la preocupacion
de aspectos de propiedad intelec-
tual, como en el disefio de plantas
con expresion mas refinada a nivel
temporal y de especificidad de teji-
dos. Asi, los geminivirus en general
emergieron como una interesante
fuente de elementos genéticos con
aplicaciones biotecnologicas. Los
virus caracterizados a nivel local,
no fueron la excepciéon. En traba-
jos realizados por el grupo de ge-
minivirus mediante el uso de ge-
nes reporteros y otras técnicas, se
observo que los genes virales y sus
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productos, establecen interacciones entre si; por ejem-
plo, el gen TrAP es capaz de inducir la transcripciéon
del gen CP (Ruiz-Medrano et al., 1999). Ademas, se
determindé que la transcripcién de los genes virales en
este caso del PHYVV, ocurre de forma ordenada y tem-
poral. Asi, el gen CP no puede expresarse sin que antes
se haya expresado el gen TrAp. Igualmente, los genes
involucrados en la replicaciéon del virus (Rep, TrAP y
REn) son expresados de manera temprana, mientras
que los genes involucrados en la encapsidacion y el
movimiento del virus se expresan un poco mas tarde
(Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante, 2007). Estos
resultados son importantes porque permiten proponer
modelos de regulaciéon de la expresion de los genes vi-
rales que pueden ayudar a entender las interacciones
que los geminivirus establecen con el hospedero para
poder llevar a cabo su ciclo infectivo. Adicionalmente,
desde el punto de vista biotecnolégico, ofrecia la alter-
nativa de promotores virales inducibles por la presen-
cia del mismo virus, caracteristica muy deseada para
ciertos desarrollos biotecnolégicos.

Analisis de la interaccion virus-planta

Para estudiar la interaccion virus-planta, se desarro-
116 y estandarizé la metodologia de biobalistica que
permite realizar la infeccién uniforme de un gran nu-
mero de plantas en condiciones controladas (Garzén-
Tiznado et al., 1993; Carrillo-Tripp et al., 2007). Esta
herramienta, la biobalistica o “pistola de genes”, su
desarrollo inicial y su mejoramiento a lo largo de las
dos ultimas décadas fue fundamental para el desa-
rrollo del trabajo del laboratorio, ya que todos los ex-
perimentos con inoculaciones de geminivirus fueron
realizados con esta metodologia.

Los virus alteran la fisiologia normal del hospedero
cambiando la expresion de algunos genes de manera
temporal y/o espacial (Cooper, 2001). Estos cambios
ocurren por la activacion de mecanismos de defensa en
contra del patégeno invasor (Whitham et al., 2003).
Para la identificacién de genes relacionados a una in-
feccién viral se han utilizado diversas estrategias; una
de ellas, establecida por primera vez para geminivi-
rus, es el uso de “trampas génicas”. Esta metodologia
permite identificar los genes que modifican su patrén
de expresion bajo diferentes condiciones de desarrollo
o de estrés y utiliza genes reporteros y el sistema de
transposones Ac/Ds provenientes de maiz (Sundare-
san et al., 1995). Utilizando una coleccién de lineas
de Arabidopsis thaliana que contenian trampas gé-
nicas, se lograron identificar 8 genes cuya expresion
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fue alterada por la infeccién con el geminivirus del
enrollamiento de la hoja de la col (CaLCuV, Cabba-
ge leaf curl virus). Uno de estos genes conocido como
“Crumpled leaf (CRL)” resulté muy interesante, puesto
que las plantas transgénicas que no expresan el gen
CRL no presentan sintomas al ser infectadas con CaL-
CuV. Definir el papel que juega la proteina CRL en las
infecciones virales podria contribuir con estrategias
novedosas para controlar estas enfermedades (Trejo-
Saavedra et al., 2009).

Uno de los mecanismos de defensa contra virus
mas conservados evolutivamente es el silenciamien-
to génico mediado por RNA, curiosamente descubier-
to en un estudio de interaccién virus-planta (Lindbo
y Dougherty, 2005). El silenciamiento génico post-
transcripcional (PTGS) se activa cuando la célula de-
tecta intermediaros de RNA de doble cadena (dsRNA).
Este proceso se caracteriza por la generacion de RNAs
pequenos, llamados siRNAs, provenientes de la degra-
dacién de RNAs mensajeros. En el caso de los gemi-
nivirus, éstos no emplean intermediarios de dsRNA
durante su replicacién por lo que no esta muy claro la
forma de como inducen el sistema de silenciamiento
(Chellappan et al., 2004).

Existe un fenémeno conocido como “Recuperacion”
o “Remision de sintomas” que se ha descrito para in-
fecciones virales (Covey et al., 1997; Chellappan et al.,
2004). Este fenéomeno se caracteriza por la desapari-
cion de los sintomas conforme se desarrolla una plan-
ta infectada con la concurrente disminucion en la con-
centracion del virus en los tejidos nuevos de la planta
infectada. En nuestro grupo, se han realizado varios
trabajos (Carrillo-Tripp et al., 2007 y Rodriguez-Ne-
grete et al.,, 2009), en los que se observo que el sistema
PTGS esta activo en el proceso de recuperacion de sin-
tomas. También se detecté que habia produccién de
siRNAs no aleatorios provenientes de los transcritos
del geminivirus PepGMV en las plantas infectadas y
que el proceso de recuperacion estaba relacionado con
altos niveles de metilacion del DNA viral. Ademas, la
cantidad de DNA viral en el tejido recuperado (R) de
plantas de chile infectadas con PepGMYV, era significa-
tivamente menor al encontrado en tejido sintomatico
(S) (figura 3). Esto significa que la planta trata, por
todos los medios a su alcance, de controlar la repli-
cacion y expresion del genoma viral para impedir su
propagacion. Desafortunadamente para ella, los virus
también han encontrado formas de darle vuelta a la
mayoria de las lineas de defensa del hospedante. La
batalla continua ...
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Figura 3. Sintomatologia tipica de las infecciones geminivirales en plantas de
chile (Capsicum annuum L.) variedad Sonora Anaheim. A, planta de
chile infectada con el geminivirus PepGMV. B, planta de chile sana. C,
Planta de chile mostrando la recuperacion de sintomas. Fuente Rente-
ria-Canett, 2004.

Mas recientemente se han desarrollado metodolo-
gias de secuenciacién masiva que permiten la obten-
cion de gran cantidad de datos. Para poder aprove-
char al maximo esta tecnologia de secuenciaciéon ha
sido necesario desarrollar herramientas bioinformati-
cas y bases de datos que permiten organizar y anali-
zar toda la informacion generada (Ronaghi, 2001; Pet-
terson et al., 2009). Por medio de la metodologia de
pirosecuenciaciéon 454 se realiz6é un analisis de la ex-
presion diferencial de genes para estudiar en detalle
el sistema de remision de sintomas (Géngora-Castillo
et al., en proceso de publicacion). De esta manera,
se lograron identificar varios genes que se expresan
de manera diferente en los tejidos con sintomas (S) y
en proceso de remisiéon o recuperacion (R). Dentro de
esta lista hay algunos genes relacionados a patogé-
nesis y otros novedosos que no han sido reportados
en ningan otro trabajo. En la actualidad se esta rea-
lizando la caracterizacién de los genes identificados.
Adicionalmente, en un trabajo de colaboracién con la
Facultad de Matematicas de la Universidad de Gua-
najuato, ya se ha generado una base de datos amiga-
ble en la que se han almacenado todas las secuencias
obtenidas en este trabajo y que en breve estara en
linea para su consulta.
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Por otro lado, otra linea de investigacion de nuestro
grupo es la caracterizacion de plantas con resistencia
natural a geminivirus. Recientemente se caracterizo
una colecta de chile habanero que fue reportada como
resistente a la infeccién mixta de PepGMV y PHYYV
(en proceso de publicacién). Realizando un analisis
de segregaciéon de genes, se observé que la resistencia
dependia de dos genes y que estaba asociada a una
menor replicacion del virus en las células infectadas,
asi como a un deficiente movimiento del virus PepG-
MV. También se observo que en las plantas resisten-
tes infectadas con PepGMV se presenta una respuesta
mas intensa y mas rapida que se caracteriza por un
aumento de la concentracion de acido salicilico y de
especies reactivas de oxigeno. Estas caracteristicas
son comunmente asociadas a la respuesta sistémica
adquirida (SAR), uno de los mecanismos de defensa
mas conservados. Se propone que la resistencia a ge-
minivirus observada en estas plantas depende de la
induccion de SAR por un mecanismo no determinado
aun (Garcia-Neria et al., en proceso de publicacion).

Estudio de las interacciones entre diferentes geminivirus

Si bien en condiciones de laboratorio generalmente se
estudia de manera controlada la interaccién de una
sola especie de virus con una sola especie de planta,
en su estado natural las plantas pueden ser infecta-
das al mismo tiempo por mas de un virus (infecciones
mixtas como el caso mencionado de la enfermedad
“rizado amarillo”) o por varios patégenos de manera
simultanea. La mayoria de las estrategias para la de-
teccion de virus se habian enfocado en el aislamiento
de virus individuales, debido a que en muchas regio-
nes del mundo las enfermedades son causadas por
un solo virus. En México las infecciones mixtas son
muy comunes, por lo que uno de los objetivos per-
manentes del laboratorio ha sido optimizar técnicas
de detecciéon de geminivirus en infecciones mixtas en
México y tratar de entender los aspectos basicos de
estas interacciones.

Un aspecto importante de las infecciones mixtas es
que frecuentemente se modifica la sintomatologia. En
un estudio realizado por Méndez-Lozano (2003) se ob-
servé que una de las infecciones mixtas mas comun-
mente encontradas en nuestros campos agricolas na-
cionales es la combinacién de PHYVV y PepGMV. Esta
infeccién mixta es importante, puesto que los sintomas
que se producen son mas severos, fenémeno que se co-
noce como sinergismo. Debido a su importancia se han

Vol. 20 Numero Especial 3, Diciembre 2010 89



At

Universidad de Guanajuato

Universitaria |

DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION Y AL POSGRADO

realizado estudios mas detallados para entender los
aspectos basicos de este sinergismo entre PHYVV y
PepGMV (Méndez-Lozano et al.,, 2003). Renteria-Ca-
nett, (2004) por su parte, obtuvo mutantes de PHYVV
para analizar con mas detalles cuales genes virales
estan involucrados o son responsables del sinergis-
mo. Concluyé que las proteinas Rep, TrAp y CP son
necesarias para que se lleve a cabo el sinergismo a
nivel de sintomas.

Uso de geminivirus como herramienta para silenciamiento de genes

Una de los mayores retos en la genética es el estu-
dio de la funcién de los genes. En los ultimos afios,
este estudio se ha abordado usando plantas transgé-
nicas para sobre-expresar o apagar el gen en estudio.
Sin embargo, en aquellas especies en las cuales no
se cuenta con un sistema de transformacion genéti-
ca (siendo el chile uno de ellos), dichas herramientas
no estaban disponibles, complicando asi el estudio.
Recientemente se ha desarrollado una estrategia que
aprovecha la capacidad de los virus de inducir el silen-
ciamiento de genes mediado por RNA; a esta estrategia
se le conoce como silenciamiento de genes inducido
por virus (VIGS, del inglés Virus-induced gene silen-
cing). VIGS ha sido una herramienta muy importante
para estudiar la funcién de un gen, ya que se puede
abatir la expresion de un gen especifico y observar el
fenotipo resultante. Los vectores basados en gemini-
virus representan una ventaja con respecto a los vec-
tores basados en virus de RNA, debido a que tienen
un genoma pequeno de DNA, son de facil modificacion
con herramientas de biologia molecular y pueden ser
facilmente inoculados. Los geminivectores son espe-
cialmente importantes para el analisis de genes en
cultivos que son recalcitrantes para la obtenciéon de
mutantes por métodos convencionales como los culti-
vo de chile y yuca (Carrillo-Tripp et al., 2005).

CONCLUSIONES

Las investigaciones realizadas hasta el momento en
el Laboratorio de Virologia Vegetal del Cinvestav Ira-
puato han estado encaminadas a entender diferentes
aspectos del ciclo viral, las interacciones de los virus
con su hospedero y las interacciones entre virus en
infecciones mixtas. Aunque la linea de investigaciéon
a lo largo de los anos ha sido consistente, los diferen-
tes puntos de vista o enfoques metodologicos han sido
gratamente influenciados por los estudiantes partici-
pantes y sus antecedentes e intereses de investigacion.
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Ha sido realmente placentero y educativo tener un lu-
gar donde ingenieros agrénomos convivan y discutan
experiencias con bioquimicos, biélogos, quimicos, bio-
tecnodlogos y mas recientemente con matematicos.

Entre los avances importantes generados en el La-
boratorio de Virologia Vegetal, desde el punto de vista
de desarrollos biotecnolégicos, podemos destacar: la
generacion de plantas transgénicas de tabaco y jitoma-
te con resistencia a geminivirus (figura 4), el analisis
y caracterizacion de los promotores virales con fines
biotecnologicos, el desarrollo de geminivectores VIGS
para estudiar la funcion de genes en varias especies de
solanaceas incluyendo el chile, la estandarizacién de
metodologias para la deteccion e identificacion de ge-
nomas virales, asi como el establecimiento de métodos
eficientes de infeccién en condiciones controladas.

Figura 4. Comparacion de plantas resistentes a geminivirus contra plantas no
resistentes. A la izquierda se muestra una planta de tabaco con los sin-
tomas tipicos de la infeccion del virus PHYVV, y a la derecha se muestra
una planta resistente de tabaco que no muestra sintomas al ser infecta-
da con el virus PHYVV (Diaz-Plaza, 2003).
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A pesar de que a habido un gran avance en el co-
nocimiento en torno a estos patogenos, es necesario
seguir investigando mas a detalle la interaccion plan-
ta-virus y la biologia del propio virus para poder en-
tender los mecanismos que utiliza para infectar a las
plantas. Nuestra intenciéon es comprender céomo las
plantas responden a las infecciones geminivirales, y
de esta manera, continuar aportando conocimientos
que puedan ser importantes en el diseno de estrate-
gias para poder controlar las enfermedades produci-
das por estos interesantes patégenos.
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