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Bisaroet al. 1990, Fauquet y Fargette 1990, Lazarowitz 1992, Mayo y Martelli 1993, 
Fonteset al. 1994b, Laufset al. 1995). 

Los virus son asignados a un género de acuerdo a su similitud en la secuencia, 
insectos vectores que los transmiten y plantas hospedadoras. Como se indicó antes, los 
pequeños genomas de los geminivirus no codifican su propia ADN polimerasa y las 
polimerasas de reparación del huésped podrían no ser los suficientemente eficientes 
para propagar el ADN viral, por eso, los geminivirus son capaces de inducir la entrada 
en fase S en células diferenciadas que se encuentran en G0. 

 En el genoma de  los geminivirus, los marcos abiertos de lectura (ORFs) están 
orientados bidireccionalmente y una región intergénica (IR) contiene promotores en 
ambas direcciones y el origen de replicación. Las señales de terminación se localizan de 
forma opuesta a la región intergénica.  

Los genes responsables de la regulación de la replicación y la transcripción  se 
encuentran codificados en la cadena que se encapsida o cadena del virión y los 
relacionados con el movimiento, en la cadena complementaria. 

Algunos geminivirus tienen todos los genes necesarios para una infección 
completa en un componente. Estos virus se denominan monopartitos (son todos los 
miembros de los géneros Mastre-, Curto y Topocuvirus y algunos de los Begomovirus). 

 

 

1.1.2 El género Begomovirus 

El genoma de begomovirus puede ser monopartito o bipartito. Los genomas 
bipartitos con dos componentes, llamados ADN A y ADN B, aparecen sólo en el 
género Begomovirus. Con el incremento  del conocimiento acerca de la función de los 
genes, se acuñan nombres como Rep (proteína asociada a la replicación), TrAP 
(proteína activadora de la transcripción), REn (enhancer de replicación), CP (proteína 
de cubierta), PCP (proteína de pre-cubierta), MP (proteína de movimiento), y NSP 
(proteína lanzadera nuclear). Estos nombres describen las funciones iniciales 
identificadas, aunque se sabe que los productos de estos genes cumplen múltiples 
funciones. 

La organización del genoma de geminivirus refleja una regulación temporal por 
la expresión de genes tempranos y genes tardíos (Shimada-Beltran y Rivera-
Bustamante 2007). 

Una vez que el virus es inoculado en la planta por el insecto vector, se deshace 
de la proteína de cubierta y alcanza el núcleo celular, donde sintetiza la cadena 
complementaria a partir de la cadena viral que entra a la célula vegetal. Esta síntesis se 
realiza completamente con la maquinaria de replicación del hospedador  y usando un 
primer de secuencia corta, que es complementaria a los nucleótidos que se encuentran 
en la región en común (Xiong 1998).  
Esto le permitirá al virus expresar los genes que se localizan en la cadena 
complementaria, y multiplicarse por el mecanismo del círculo rodante.  
 

Los genomas de los begomovirus bipartitos constan de dos moléculas de ADN 
circulares (ADN A y B) de aproximadamente el mismo tamaño que presentan genes 
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La enfermedad del rizado amarillo del tomate fue descrita por primera vez en 
Israel en 1939, encontrándose actualmente distribuida por las zonas cálidas y 
templadas de todo el mundo. La enfermedad está causada por un complejo de virus 
que pertenecen al género Begomovirus. Las plantas de tomate infectadas por Tomato 
yellow leafcurl virus (TYLCVs) presentan enanismo, con los filos de la hoja rizados en 
ambos sentidos y las hojas jóvenes son ligeramente cloróticas. En las plantas con una 
infección reciente, los frutos puede que no se produzcan y si se producen son enanos y 
carentes de valor comercial (Díaz-Pendón et al. 2010) 
 

 

Los genes del begomovirus monopartitos, Tomato yellow leafcurl virus, TYLCV  
son el objeto de nuestro estudio. De los 6 ORFs, dos de ellos están en la cadena del 
virión y el resto en la cadena complementaria. Las proteínas para las que codifican son 
las siguientes:  

‐ V1 o CP: es la proteína de la cápside y es necesaria para la infección sistemática 
y la transmisión a través del insecto vector (Wartig et al., 1997) 

‐ V2: es una proteína relacionada con el movimiento del virus y sólo se encuentra 
en geminivirus monopartitos (Wartig et al., 1997). Se ha visto que tiene una 
función como supresor del silenciamiento postranscripcional (PTGS), 
interfiriendo en la amplificación del proceso de silenciamiento (Zrachya et al., 
2007) 

‐ C1 o Rep: proteína esencial para la replicación (Elmer et al., 1988). Posee 
actividades catalíticas de corte y ligación que son necesarias para la replicación 
de las moléculas virales a través del mecanismo de círculo rodante. Es capaz de 
reclutar a la maquinaria celular necesaria para la progresión de la fase S 
mediante su interacción con la proteína retinoblastoma (Rb), la cual es un 
regulador maestro de ciclo celular.  Además, Rep actúa como un 
autorregulador transcripcional mediante su unión a su propio promotor (Laufs 
et al., 1995; Clérot et al., 2006; WeiShen et al., 2006).  

‐ C2 o TrAP: es un factor de transcripción de los genes tardíos (Wartig et al., 
1997) y se ha visto que tiene actividad supresora del silenciamiento 
postranscripcional (PTGS) por múltiples mecanismos (Voinnet et al., 1999; Van 
et al., 2002; Trinks D et al., 2005; Bisaro D.M.et al., 2006; Yang X et al., 2007). 
Esta proteína inhibe además el silenciamiento transcripcional (TGS) a partir de 
la interacción con kinasas relacionadas con la metilación del ADN y activando 
la expresión de algunos genes celulares que lo regulan negativamente 
(Buchmann et al., 2009) 

‐ C3 o REn: proteína  de estimulación o potenciadora de la replicación (Sunter et 
al., 1990; Laufs et al., 1995). 

‐ C4: es una proteína pequeña que se encuentra dentro de la secuencia de Rep 
pero en una fase de lectura distinta, y es imprescindible para el movimiento 
sistémico del virus (Jupin et al., 1994).  Además se ha visto en otros geminivirus 
que tiene actividad supresora del PTGS (Vanitharani et al., 2004 y 2005) 

 

1.2. Silenciamiento génico 

A lo largo de la evolución, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa 
ante la entrada o movimiento de ácidos nucleicos invasores. Uno de estos 
mecanismos es el silenciamiento mediado por ARN de interferencia o “RNA 

Universidad Internacional de Andalucía, 2013
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Silencing” en el cual los genes homólogos a secuencias de ARN de doble cadena son 
silenciados de una manera específica. Este tipo de defensa es utilizada por las plantas 
en presencia de virus invasores, tanto de ARN como de ADN, para evitar el progreso 
de la infección. 

El silenciamiento génico está presente en todos los organismos eucariotas y 
participa en la defensa contra virus y viroides, protege el genoma de transposones y 
regula la expresión génica (Baulcombe, 2004). Se denomina “quelling” en hongos, 
silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) en plantas e interferencia debida por 
ARN (RNAi) en animales (Baulcombe, 2004). El componente más importante del 
mecanismo de silenciamiento es el pequeño ARN interferente, que le permite al resto 
de la maquinaria (a través del apareamiento de bases) llevar a cabo el silenciamiento de 
genes específicos a varios niveles de la expresión génica. 

Estos pequeños ARNs pueden tener entre 19 y 28 nucleótidos. 
En las plantas existen dos rutas de silenciamiento bien diferenciadas (Baulcombe, 
2004), el silenciamiento génico transcripcional (TGS), que está relacionado con la 
metilación de ADN e histonas y el silenciamiento génico postranscripcional (PTGS), 
que guía la inhibición de la traducción de ARNm endógeno o bien conduce a la 
degradación de ARNm de virus, viroides, transgenes y transposones. 

El PTGS es un mecanismo descrito en plantas y mediante el cual la maquinaria 
celular desencadena la degradación de un ARNm. Se dice que esta degradación es 
“específica de secuencia”, ya que sólo serán degradadas las moléculas de ARNm que 
contengan una secuencia en particular y no otros.  

A pesar de que el fenómeno de silenciamiento génico fue descrito por primera 
vez hace más de 15 años, aún no se conoce con precisión su mecanismo molecular. Sin 
embargo, se ha avanzado mucho en estudios que lo describen parcialmente. 

Utilizando análisis bioquímicos y genéticos se ha podido establecer un modelo 
que describe cómo se produce el PTGS. En este modelo, el silenciamiento puede 
dividirse en una etapa de iniciación y en otra etapa efectora y de mantenimiento.  

La etapa de iniciación comienza con la presencia de un ARN doble cadena 
(ARNdc). Este ARNdc puede ser un intermediario de replicación de un virus, puede 
haber sido introducido artificalmente o puede provenir de un transgén. El ARNdc es 
reconocido y es digerido por la enzima Dicer, que posee dominios de ARNasa tipo III 
(enzimas que degradan moléculas de ARN) para formar moléculas de ARN pequeñas 
de 21-26 nucleótidos de longitud, también llamados “ARN guía”. 

En la etapa efectora,  el ARN guía se une a un complejo con actividad de 
nucleasa (enzimas que degradan ácidos nucleicos) para formar el complejo RISC 
(complejo de silenciamiento inducido por ARN). La actividad helicasa de RISC separa 
las dos hebras del ARN guía y sólo una de ellas permanece unida al complejo. A este 
complejo se le asocian otros complejos enzimáticos, llamados proteínas argonautas 
(proteínas efectoras del silenciamiento génico, son las proteínas que proporcionan la 
funcionalidad al complejo). Una vez que RISC está activado, tiene como blanco la 
degradación de los ARN mensajeros homólogos a dichos ARNs guía.  

En plantas existe además una etapa de amplificación que ocurre mediante la 
producción de copias del ARNdc que originó el silenciamiento, generando más 
moléculas de ARNs guía; o directamente mediante la replicación de los ARN guía.  

Universidad Internacional de Andalucía, 2013
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En estos fenómenos interviene una ARN polimerasa dependiente de ARN 
(RdRP, capaz de sintetizar moléculas de ARN empleando ARN como molde). Por otro 
lado, el silenciamiento desencadenado en un punto particular de la planta genera una 
señal móvil que es capaz de disparar el fenómeno en tejidos alejados del sitio de inicio. 
Si bien todavía no se conoce con exactitud la naturaleza de esta señal, existen pruebas 
contundentes que involucran a los ARNs guía como participantes en este proceso. 

 

 

1.2.1 Los geminivirus y el silenciamiento génico 

Los virus vegetales de ARN así como los de ADN (como los geminivirus), 
pueden ser inductores y/o blancos del sistema de silenciamiento.  

Los virus vegetales de ARN se replican a través de la formación de 
intermediarios de ARN de cadena doble (ARNdc), los cuales son los inductores del 
silenciamiento. A diferencia de los virus de ARN, los geminivirus no emplean 
intermediarios de ARNdc durante su replicación por lo que se postula que los 
geminivirus son capaces de disparar el silenciamiento a partir de ARNdc producidos 
por estructuras secundarias provenientes de los transcritos y transcritos convergentes  

 
Además de ser blanco del sistema de silenciamiento a nivel postranscripcional 

(PTGS), existe evidencia de que los geminivirus también son blanco de procesos 
epigenéticos mediados por las rutas de silenciamiento a nivel transcripcional (TGS) en 
el núcleo de las células hospedadoras. Genes chivatos transgénicos cuya expresión está 
controlada por promotores geminivirales, son transcripcionalmente silenciados 
después de que las plantas transgénicas de tabaco que los contienen sean infectadas 
con el virus homólogo. El silenciamiento del gen chivato está asociado con la 
hipermetilación del ADN de los promotores virales (Seemanpillai et al., 2003). Estos 
resultados sugieren que las señales que inducen el TGS (pequeños ARN virales) son 
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producidas durante la infección y que éstas son capaces de regular negativamente al 
transgen y posiblemente a las moléculas virales episomales.   

Por otra parte, estudios recientes empleando diferentes fondos mutantes de A. 
thaliana deficientes en la ruta de silenciamiento transcripcional, han mostrado que 
plantas deficientes en enzimas claves para la metilación del ADN como las 
metiltranferasas, son hipersusceptibles a la infección por algunos geminivirus 
(Buchmann et al., 2009). Estos resultados remarcan la importancia del TGS como 
mecanismo de defensa contra los geminivirus. 
 
 
 

1.2.2 Supresión del silenciamiento 
 
Actualmente, existen crecientes evidencias de que la mayoría, si no todos, los 

virus de plantas han adoptado estrategias para escapar de esta capacidad defensiva de 
la planta y asegurarse la invasión sistémica. La forma más habitual, aunque no la 
única, de contrarrestar este mecanismo defensivo basado en el silenciamiento de ARN 
es la expresión de factores proteicos de origen viral que actúan suprimiendo el 
silenciamiento génico inducido por virus a diferentes niveles (revisado en Roth et al., 
2004). Como ejemplos de estos supresores virales, se han descrito la proteína 2b del 
Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), la p25 del Virus X de la 
patata (Potato virus X, PVX), la P1-HcPro del Virus del grabado del tabaco (Tobacco etch 
potyvirus, TEV) o la p19 del Virus del enanismo ramificado del tomate (Tomato bushy 
stunt virus, TBSV), entre otros. Estos ejemplos pertenecen a virus no relacionados 
filogenéticamente, lo que hace pensar que la capacidad de supresión del silenciamiento 
génico de ARN es una propiedad generalizada de los virus (revisado por Dunoyer y 
Voinnet, 2005; Qu y Morris, 2005; Brodersen y Voinnet, 2006). 

Concretamente, la P1-HcPro de TEV, que es una proteína determinante de 
patogeneicidad en el sinergismo y movimiento a larga distancia, previene la 
degradación del ARN ya que interfiere con el ARN guía, impidiendo que el enzima 
Dicer lo procese. Sin embargo, no elimina la señal móvil que propaga el silenciamiento 
(Chapman et al., 2004; Dunoyer et al., 2004).  
 

1.2.3 Supresores de silenciamiento geminivirales 
 
Se ha visto que los Curtovirus y Begomovirus codifican proteínas capaces de 

suprimir el silenciamiento. 
Los geminivirus han desarrollado estrategias eficientes para escapar de las respuestas 
de las plantas hospedadoras contra el virus.  

Hasta la fecha se han descrito que tres de las proteínas de los geminivirus, además de 
realizar otras funciones, actúan como supresores del silenciamiento. Estas proteínas 
son C2, V2 y C4 

El gen C2 es el más extensamente estudiado y caracterizado como supresor del 
silenciamiento en distintos geminivirus, el cual es capaz de interferir tanto en la ruta de 
silenciamiento post-transcripcional (PTGS) como en la metilación del ADN dirigida 
por ARN guía (TGS). C2 es un factor de transcripción que se necesita para la expresión 
de genes virales tardíos. Actúa en el núcleo, por un mecanismo que depende de la 
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interacción con el ADN y la activación transcripcional. Se han obtenido evidencias de 
que C2 juega un papel en la modificación del transcriptoma de la planta huésped. C2 
induce la expresión de aproximadamente 30 genes, incluyendo el gen WEL1 
(Wernedexonuclease-like 1). El análisis de WEL1 indica que es capaz de suprimir el 
silenciamiento indirectamente por activación de la expresión de una proteína que 
podría funcionar como regulador endógeno negativo del sistema. El mecanismo por el 
que ocurre esta supresión no está todavía claro (Trinks et al., 2005). Se han obtenido 
pruebas de que existe una supresión del silenciamiento independiente de la 
transcripción. C2 interactúa con la adenosina kinasa (ADK) inactivándola. ADK juega 
un papel principal manteniendo los niveles celulares de la S-adenosil-metionina 
(SAM), la cual es necesaria para el correcto funcionamiento de las metiltransferasar 
celulares (Lecoq et al., 2001; Moffatt el al., 2002; Weretilnyk et al., 2001). Que las plantas 
deficientes en ADK presenten defectos en el silenciamiento implica una función 
indirecta en el ciclo de la metilación en el proceso de silenciamiento (Moffatt et al., 
2002; Wang et al., 2003). Numerosas evidencias sugieren que C2 participa en un 
mecanismo de supresión indirecta relacionado con la inhibición metabólica de la 
transmetilación dirigida a ARN pequeño interferente, que podría interferir en las 
modificaciones epigenéticas del genoma viral.  

Existen evidencias de que la proteína V2 también es otro supresor de 
silenciamiento que actúa a nivel postranscripcional. Ésta evita la unión de ARNdc a 
Dicer en la ruta de silenciamiento después de la producción de ARN guía a través de 
su interacción con la proteína SGS3, la cual tiene un importante papel en el proceso de 
amplificación de las señales de silenciamiento. Posiblemente, V2 también interfiera en 
la ruta de silenciamiento de microARN (Chellappan et al. 2005; Sunter et al.2001) 

Finalmente, se sabe que C4 suprime el silenciamiento citoplasmático y la ruta 
por microARN interfiriendo en una etapa común a ambos. Se ha propuesto que el 
mecanismo de acción es a través de su interacción directa con pequeños ARN 
irrumpiendo así la cascada río abajo de la ruta (Vanitharani et al. 2004) 
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Fig 3: Modos de acción de los supresores de silenciamiento en geminivirus. Inhibición de la 
polimerasa dependiente de ARN mediada por V2 y supresión por metilación del DNA a través 

de la proteína C2. 
 
 
 
1.3 Antecedentes del grupo 

 

Actualmente solo la proteína C2 ha sido descrita como supresor de 
silenciamiento a nivel transcripcional, pero cabe la posibilidad de que alguna otra 
proteína de los geminivirus pudiese actuar a este nivel. Por tal motivo en nuestro 
laboratorio decidimos analizar las distintas proteínas del virus TYLCSV (Tomato yellow 
leaf curl sardinia virus) como posibles supresores del TGS. Como herramienta se empleó 
la línea de A. thaliana denominada L5 (Elmayan et al., 2005). Esta línea fue obtenida por 
transformación de plantas de Arabidopsis thaliana silvestres del ecotipo Columbia (Col-
0) con ADN-T compuesto por el gen marcador β-Glucoronidasa (GUS), el promotor 
35S de Citomegalovirus (CMV) y el gen NptII, que confiere resistencia a kanamicina 
(Elmayan et al., 1998). La línea L5 es homocigótica para el transgén 35S:GUS, y éste se 
encuentra en múltiples copias y además, está metilado, lo cual hace que esté silenciado 
a nivel transcripcional. 
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Mediante análisis genéticos y moleculares de la línea L5, se ha determinado 
que al menos 11 genes relacionados con la ruta de silenciamiento transcripcional son 
responsables del mantenimiento del silenciamiento del gen chivato. La expresión en 
estas plantas L5 de una proteína viral que actúe como supresor de silenciamiento 
transcripcional, debería de producir el alivio del silenciamiento previamente 
establecido.  

Para obtener una expresión uniforme en las plantas L5 (en todas las células) 
de las proteínas virales, el grupo de la Dra. Castillo, decidió generar plantas 
transgénicas que sobreexpresaran de manera individual las seis proteínas de TYLCSV. 

Debido a que varios de los productos de los genes virales producen alta 
toxicidad, se decidió clonar los genes virales bajo el control de un promotor inducible 
por estradiol denominado pER8. En un trabajo muy reciente en fase de publicación, el 
grupo ha mostrado que las proteínas Rep y C4 de TYLCSV son capaces de interferir 
con la maquinaria de silenciamiento transcripcional a través de la represión de la 
expresión de las metiltransferasas de ADN (MET1 y CMT3), lo cual conlleva a una 
hipometilación del genoma de la planta en presencia de ambas proteínas virales 
(Rodrígez-Negrete et al., en revisión en New Phytologist). Por tal motivo el análisis de 
la capacidad para revertir el silenciamiento en las líneas L5 por parte de Rep y C3 sería 
de gran utilidad para corroborar la actividad supresora de estas proteínas. 
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II. OBJETIVOS 

 

1. Caracterización genética de las líneas transgénicas de A. thaliana que expresan 
las proteínas virales Rep y C3 en el fondo L5: comprobación del número de 
inserciones del transgen viral 

 

 

2. Caracterización molecular de las líneas transgénicas de A. thaliana que expresan 
las proteínas virales Rep y C3 en el fondo L5: niveles de expresión de las 
proteínas virales en presencia y ausencia de β- estradiol 

 

 

3. Identificación de la posible actividad supresora del silenciamiento 
transcripcional de las proteínas virales Rep y C3 en las plantas transgénicas 
previamente caracterizadas  
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III. RESULTADOS  

Previamente a este trabajo de fin de máster, el grupo de la Dra. Castillo 
construyó una versión mutante de TYLCSV para el gen que codifica C4. La versión de 
Rep sin C4 se obtuvo sustituyendo la Timina del codón de inicio de C4 por una 
Citosina. Esta mutación elimina el codón de inicio de C4 sustituyéndolo por una 
tirosina. Al mismo tiempo, la mutación  introducida es silenciosa para el marco de 
lectura de Rep, por lo cual la traducción de dicha proteína no se ve afectada.  

 

La versión del marco de lectura abierta de Rep que contiene C4 mutado fue 
obtenida por la técnica de extensión de fragmentos de PCR superpuestos previamente 
descrita (Ho et al., 1989). Dos pares de iniciadores fueron empleados en las dos 
reacciones de PCR inicales: OTYRep1/ RepmC42 y RepmC42/OTYRep4 (Tabla1). Los 
primers RepmC42 y RepmC42 contienen la mutación necesaria para introducir un 
codón de parada en el aminoácido número 9 (TGA-TCA) del marco de lectura de C4 
sin alterar la fase de lectura de Rep. Posteriormente, se emplearon los iniciadores 
RepmC42/OTYRep4 para obtener el producto de fusión deseado. El producto de PCR 
obtenido, fue clonado en el plásmido pBluescriptSKII+ (Invitrogen) en el sitio romo 
EcoRV para obtener la construcción pBSTSRep-C4. 

OTYRep1 CATTGACCCCATGGCTCAGCCTAAG 
OTYRep4 ACAGTCCGCATCCACCCTTCTACG 
RepmC41 CATGCTGATTCAGTTCGAGGG 
RepmC42 CCCTCGAACTGAATCAGCATG 

(Tabla 1) 
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Por otro lado, el marco de lectura abierto de C3 fue amplificado por PCR con los 
iniciadores C3TSFw y C3TSRv. El producto de PCR fue clonado en pBlueScriptSKII+ 
en el sitio romo EcoRV para obtener la construcción pBSTSC3. 

Las construcciones pBSTSRep-C4 y pBSTS C3 fueron  digeridas con SpeI y XhoI. 
Los fragmentos que contienen la versión de Rep con C4 mutado y C3 fueron 
subclonados en el vector PER 8 que contiene un promotor inducible por β- Estradiol 
(Jianru et al., 2000), digerido con las mismas enzimas para producir las construcciones 
PERTSRep-C4 y PERTSC3 respectivamente. Ambas construcciones fueron propagadas 
y almacenadas en E. coli DH5α. Posteriormente, las construcciones fueron introducidas 
en la cepa GV3103 de Agrobacterium tumefaciens mediante electroporación.  

Las cepas de A. tumefaciens obtenidas, fueron empleadas para transformar 
plantas de Arabidopsis thaliana L5, las cuales contienen un transgen GUS bajo el control 
del promotor 35S silenciado epigenéticamente (Elmayan et al., 2005) mediante la 
técnica de inmersión floral (Clough and Bent, 1998).  De estas plantas, se obtuvieron 
semillas T1, y estas semillas se hicieron germinar. Se utilizaron para este trabajo 
semillas T2 (semillas de las plantas T1). 

Posteriormente, estas semillas fueron esterilizadas superficialmente y 
aproximadamente 200 semillas procedentes de las diferentes líneas transgénicas fueron 
germinadas en medio MS suplementado con 30µg/ml de Hygromicina B y crecidas en 
un fotoperiodo de día largo durante dos semanas. Las plántulas sensibles y resistentes 
al antibiótico fueron cuantificadas, y la segregación del transgen fue analizado 
mediante la prueba de χ2 (Cuzzi et al., 1972). Los datos de segregación permiten la 
determinación del número de insertos presentes en las plantas transformadas. Aquellas 
líneas con segregación 3:1 (aparecen plantas con resistencia a Hygromicina y plantas 
sin esta resistencia en proporción 3:1 de acuerdo a las leyes de Mendel), en las cuales se 
asume que existe una sola integración del transgen que proporciona resistencia a la 
Hygromicina, fueron utilizadas para los posteriores análisis. 

 Total 
  

 Sensibles a Hyg Resistentes a Hyg Valor 
de χ2* 

Relación 

Líneas   Observadas Esperadas Observadas Esperadas   
RL5-1 162  53 40,5 109 121,5 5,144 3:1 
RL5-2 164  13 41 151 123 **25,49 - 
RL5-3 159  59 39,75 100 119,25 **12,43 - 
RL5-4 147  22 36,75 125 110,25 **7,89 - 
RL5-5 144  38 36 106 108 0,148 3:1 
CL5-1 163  12 40,75 151 122,25 **26,69 - 
CL5-2 175  44 43,75 131 131,25 0,0019 3:1 
CL5-3 163  34 40,75 129 122,25 1,49 3:1 
CL5-4 163  19 30,97 144 132,03 **5,71 - 
CL5-5 132  43 33 89 99 4,04 3:1 

(Tabla 2)*Si el valor de Chi-cuadrado calculado para un experimento es mayor que el correspondiente al 
de la probabilidad del 5% se rechaza la hipótesis. El valor calculado es menor que el valor encontrado en la 
tabla de Chi-cuadrado por lo que se acepta la hipótesis de que los datos se ajustan a una distribución 3:1. 
**No cumple la segregación mendeliana 3:1 (p≤0.05) 
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También se germinaron semillas de la línea L5 no transformadas en medio MS sin 
Hygromicina B para usar este material como control. 

Parte de las plántulas seleccionadas como resistentes según los valores obtenidos de χ2 
correspondientes a las líneas RL5-1, RL5-5, CL5-2, CL5-3 y CL5-5,  fueron transferidas a 
un medio inductivo de MS con β-estradiol (0,2µM) y fueron recolectadas a los 1, 3, 5 y 7 
días de inducción. 

Se aisló el ARN de las plántulas inducidas homogeneizando el tejido y se trató el ARN 
con DNasa I libre de RNasa como control interno para asegurarnos de que no existen 
contaminación con ADN. A continuación se llevó a cabo una reversotranscripción para 
obtener ADNc que posteriormente, fue usado como molde para PCR semicuantitativa. 
La PCR semicuantitativa se realizó para comprar los cambios en la expresión de genes 
en diferentes tiempos de inducción.  

En las figuras 1 y 2 podemos observar el resultado de la RT-semiqPCR que se realizó 
con el fin de estudiar la expresión de las proteínas virales a los 1,3,5 y 7 días de 
inducción. En ambas figuras podemos apreciar un decaimiento prograsivo a partir del 
día 3 de inducción en la expresión de proteínas virales. Esto podría explicarse por la 
bajada en la  concentración de agente inductor.  

Además en la figura 1 podemos indicar que la línea transgénica RL5-5 parece tener una 
mayor expresión que la línea transgénica RL5-1. 
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Figura 1
A) Cinética de inducción de las líneas PER8 Rep (‐C4)

0,2μM β’estradiol
Rep (‐c4) TYLCSV. 30 CICLOS

ACTINA. 25 CICLOS

ACTINA ‐RT. 35 CICLOS

B) Controles internos

0,2μM β’estradiol Rep (‐C4) TYLCSV. 25CICLOS

C) Cuantificación de la expresión de Rep (‐C4)
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Figura 1. Cinética de expresión de Rep (‐C4) de TYLCSV en líneas transgénicas. (A) Ensayo de RT‐PCR
semicuantitativa (sqRT‐PCR) para determinar los niveles de expresión de Rep (‐C4) de TYLCSV en líneas
transgénicas después de la inducción del transgen con 0,2μM de β‐estradiol a distintos tiempos. La
imagen muestra los distintos productos de PCR separados en un gel de agarosa al 2%. Rep (‐C4) (panel
superior), actina usado como control de expresión constitutiva (panel medio), y control de actina –RT
(sin reversotranscriptasa) (panel inferior) (B) Controles internos de la PCR en donde se muestra que las
líneas control (L5) no presentan expresión del transgen. (C) Cuantificación de los niveles de expresión de
Rep (‐C4) en líneas transgénicas. Las bandas fueron cuantificadas empleando el programa imageJ. La
intensidad de las bandas de expresión de Rep (‐C4) fueron normalizadas con su correspondiente valor de
banda de actina , y los valores fueron graficados como porcentaje.
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Figura 2
A) Cinética de inducción de las líneas PER8‐C3
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B) Controles internos

C3 TYLCSV. 30 CICLOS

ACTINA. 25 CICLOS

ACTINA ‐RT. 35 CICLOS

C3 TYLCSV. 25CICLOS

0,2μM β’estradiol

0,2μM β’estradiol

Figura 2. Cinética de expresión de C3 de TYLCSV en líneas transgénicas. (A) Ensayo de RT‐PCR
semicuantitativa (sqRT‐PCR) para determinar los niveles de expresión de C3 de TYLCSV en líneas
transgénicas después de la inducción del transgen con 0,2μM de β‐estradiol a distintos tiempos. La
imagen muestra los distintos productos de PCR separados en un gel de agarosa al 2%. C3 (panel
superior), actina usado como control de expresión constitutiva (panel medio), y control de actina –RT
(sin reversotranscriptasa) (panel inferior) (B) Controles internos de la PCR en donde se muestra que las
líneas control (L5) no presentan expresión del transgen. (C) Cuantificación de los niveles de expresión de
C3 en líneas transgénicas. Las bandas fueron cuantificadas empleando el programa imageJ. La intensidad
de las bandas de expresión de C3 fueron normalizadas con su correspondiente valor de banda de acina
, y los valores fueron graficados como porcentaje.
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Se realizó otro experimento en el cual se sometieron a estas plántulas a una 
tinción histoquímica para comprobar el posible papel  del gen Rep y C3 como 
supresores del silenciamiento previamente establecido, ya que la  línea L5 es 
homocigótica para el transgén 35S:GUS, y éste se encuentra en múltiples copias y 
además, está metilado, lo cual hace que esté silenciado a nivel transcripcional. La 
aparición de tinción azul indicaría que los genes Rep y C3 actúan como supresores del 
silenciamiento. 

Una parte de las plántulas se sumergieron en solución de tinción histoquímica 
GUS y se realizó una infiltración al vacío durante diez minutos, tres veces, seguido de 
una incubación a 37ºC durante  toda la noche. Después, las muestras fueron lavadas 
varias veces con etanol absoluto hasta que el tejido se clarificó lo suficiente como para 
poder observar la tinción. 
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Figura 3

A) Tinción GUS Líneas L5 Rep (‐C4)

1 día

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol

L5 Rep (‐C4) (1) Rep (‐C4) (5)

3 días

L5 Rep (‐C4) (1) Rep (‐C4) (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol
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5 días

L5 Rep (‐C4) (1) Rep (‐C4) (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol

7 días

L5 Rep (‐C4) (1) Rep (‐C4) (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol
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B) Tinción GUS Líneas L5 C3

1 día

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol

L5 C3 (2) C3 (3) C3 (5)

3 días

L5 C3 (2) C3 (3) C3 (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol
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5 días

L5 C3 (2) C3 (3) C3 (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol

7 días

L5 C3 (2) C3 (3) C3 (5)

Sin β‐ Estradiol

Con β‐ Estradiol

  

En la figura 3 podemos observar la tinción GUS de tejidos a los 1, 3, 5, y 7 de 
inducción sobre las líneas transgénicas de L5 RL5-1, RL5-5 y CL5-2, CL5-3 y CL5-5. En 
la tinción histoquímica se puede observar el incremento del punteado en el tejido a 
medida que transcurren los días bajo inducción. De forma más significativa,  

Figura 3. Tinción histoquímica de las líneas (A) Rep (‐C4) y (B) C3. La imagen muestra los resultados de 

la tinción GUS, que  fue llevada a cabo de acuerdo al protocolo previamente descrito (Ranjan et al., 

2012) con pocas modificaciones. La inducción fue realizada con β’ estradiol con una concentración de 

0,2µM  
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 Las tinciones histoquímicas reflejan que en presencia del inductor se produce 

un alivio en el silenciamiento previamente establecido tanto en C3 como en Rep, 
aunque cabe destacar que en la línea CL5-5 en el séptimo día de inducción, se observa 
más claramente la tinción azul que en las demás líneas.  

El estudio de la RT-semiqPCR junto con los resultados obtenidos de la  tinción 
histoquímica muestran que en presencia del inductor, los genes virales Rep (-C4) y C3 
se expresan. 

  

IV. DISCUSIÓN 

A lo largo de la evolución, las plantas han desarrollado mecanismos de 
defensa ante la entrada o movimiento de ácidos nucleicos invasores. Uno de estos 
mecanismos es el silenciamiento mediado por ARN de interferencia o “RNA Silencing” 
en el cual los genes homólogos a secuencias de ARN de doble cadena son silenciados 
de una manera específica. Este tipo de defensa es utilizada por las plantas en presencia 
de virus invasores, tanto de ARN como de ADN, para evitar el progreso de la 
infección.  

Sin embargo, los virus también han desarrollado estrategias para contrarrestar 
los mecanismos de defensa propios de la planta. Uno de estos es la codificación de 
proteínas que tienen funciones supresoras de la respuesta de silenciamiento de la 
planta. Tal es el caso de la proteína codificada por C2, la cual es un transactivador de 
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los genes virales tardíos y además, presenta las actividades supresoras del 
silenciamiento en algunos Begomovirus. 

El paso en la ruta de silenciamiento en el cual actúa C2 para suprimir el 
silenciamiento no está bien definido todavía. Sin embargo, se sabe que otros supresores 
virales del silenciamiento en plantas actúan en diferentes niveles en esta ruta. De esta 
forma, cabe la posibilidad de que alguna otra proteína de los Geminivirus pudiese 
actuar a este nivel. 

El grupo de la Dra. Castillo ha mostrado recientemente que las proteínas Rep 
y C3 del virus TYLCSV son capaces de interferir con la maquinaria de silenciamiento 
transcripcional a través de la represión de la expresión de las ADN metiltransferasas de 
mantenimiento (Rodríguez-Negrete et al., en revisión en New Phytologist). Esto parece 
indicar, junto con los resultados obtenidos en este trabajo de fin de máster,  que  Rep y 
C3 tienen capacidad para revertir el silenciamiento transcripcional.  

Nuestros resultados muestran que C3 revierte el silenciamiento 
transcripcional del transgén GUS, indicando que C3 es un supresor del silenciamiento 
transcripcional. Ya que Rep, como C3 también reprime la expresión de los genes que 
mantienen la metilación del ADN en plantas (MET1 y CMT3), es sorprendente que no 
hayamos detectado de forma tan clara como en C3 la reactivación de GUS al inducir la 
presencia de Rep con estradiol en la tinción histoquímica. Por este motivo creemos 
necesario realizar otro ensayo independiente en el que se compruebe la reactivación 
del transgen GUS así como otro tipo de ensayos que permitan elucidar si Rep actúa 
también como supresor del silenciamiento transcripcional.  
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V. CONCLUSIONES 

 

Las conclusiones que se pueden obtener a partir de este trabajo son:  

1. El estudio de la RT-semiqPCR muestra que en presencia del inductor, los 
genes virales Rep (-C4) y C3 se expresan. 

 

2. La línea transgénica RL5-5 tiene una mayor expresión que la línea 
transgénica RL5-1. Así, la línea transgénica RL5-5 parece tener más 
capacidad para revertir el silenciamiento transcripcional.  
 

3. También podemos observar que la tinción histoquímica de la línea 
transgénica CL5-5 es más sobresaliente que en las demás líneas a los 7 días 
de inducción.  Así, esta línea también podría tener más capacidad para 
revertir el silenciamiento transcripcional.  

 
 

4. En la tinción histoquímica se puede observar el incremento del punteado 
en el tejido a medida que transcurren los días bajo inducción. Esto indica 
que tanto la proteína Rep como C3 actúan como supresores del 
silenciamiento previamente establecido.  
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Material biológico empleado  

En este estudio se utilizaron las líneas L5-Rep (-C4) 1, 2, 3, 4, 5 y L5-C3 1, 2, 3, 4, 
5 las cuales fueron previamente obtenidas en nuestro laboratorio. Estas líneas 
contienen el marco de lectura abierta de Rep(-C4) y C3 de TYLCSV bajo el control de 
un promotor inducible por la hormona animal β-estradiol. Todas la líneas fueron 
obtenidas mediante transformación de la plantas L5 (Elmayan et al., 2005). Las plantas 
L5 sin transformar fueron empleadas como control en todos los ensayos. 

6.2 Análisis de segregación de plantas transgénicas  

200 semillas provenientes de las diferentes líneas transgénicas fueron 
germinadas en medio MS suplementado con 30µg/ml de Hygromicina B y crecidas en 
un fotoperiodo de día largo (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) durante dos 
semanas. Las plántulas sensibles y resistentes al antibiótico fueron cuantificadas, y la 
segregación del transgen fue analizado mediante la prueba de χ2 (Cuzzi et al., 1972). 
Aquellas líneas con segregación 3:1 en las cuales se asume que existe una sola 
integración del transgen, fueron utilizadas para los posteriores análisis. 

6.3 Condiciones de crecimiento 

Las semillas de Arabidopsis de la línea L5 (Elmayan et al., 2005) transformadas 
fueron esterilizadas superficialmente y se mantuvieron en oscuridad durante 2 días a 
4ºC para sincronizar la geminación. Posteriormente, fueron sembradas en placas de 
Petri con medio MS-Agar, con una concentración de 15g/L de sacarosa. Las plantas se 
crecieron con orientación vertical a 20ºC con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 
horas de oscuridad durante 10 días. Se usó medio MS-Agar suplementado con 
30µg/ml de Hygromicina B para seleccionar las plantas resistentes (transformadas) 
frente a las sensibles (no transformadas), y medio MS-Agar sin Hygromicina B para 
crecer plantas de la línea L5 no transformadas usadas como control. Quince plántulas 
seleccionadas fueron transferidas a un medio inductivo de MS con β-estradiol (0,2µM) 
y fueron recolectadas a los 1, 3, 5 y 7 días de inducción.  

 

6.4 Análisis de ARN 

Se aisló el ARN de las plántulas inducidas usando el reactivo Trisure (Biolab) 
siguiendo las instrucciones del proveedor. Se trató 1-4µg de ARN con DNasa I libre de 
RNasa (TaKaRa) y se llevó a cabo la reversotranscripción usando la transcriptasa 
reversa SuperScript II (Invitrogen), un mix de random primers 1:1 (Promega) y oligo 
dT de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Un microlitro del ADNc sintetizado 
fue usado como molde para PCR semicuantitativa (sq-PCR) usando los siguientes 
primers: a) para Arabidopsis thaliana, actina (actFW 5´actaaaacgcaaaacgaaagcggtt 3´, 
actRV 5´ctaagctctcaagatcaaaggctta 3´), b) para TYLCSV, Rep (RepFW 5´ 
tccccaaccagatcagcacat 3´, RepRV 5´ttggcgtaagcgtcattgg 3´) y C3 (C3FW 
5´cacgataaccagacacaaccaacaacc 3´, C3RV 5´ gacataatcaactgctctaataacattgttt 3´). 

Condiciones de la PCR. 1 ciclo 94ºC 30 seg, 25-35 ciclos (94ºC 30 seg, 55ºC 30 
seg, 72ºC 30 seg), 1 ciclo 720ºC 15 min. 
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 La PCR semicuantitativa se realizó para comprar los cambios en la expresión 
de genes en diferentes tiempos de inducción. 

La intensidad de las bandas obtenidas fue cuantificada empleando  el programa 
Image J. Los datos fueron representados como intensidad relativa de las bandas 
normalizadas con su respectiva amplificación del gen endógeno actina.  

5.5 Tinción histoquímica de la actividad GUS 

La tinción GUS fue llevada a cabo de acuerdo al protocolo previamente descrito 
(Ranjan et al., 2012) con algunas modificaciones. Las plántulas se sumergieron en 
solución de tinción histoquímica GUS (100 mM NaPO4, 0.5 mM K3[Fe(CN)6, 0.5 mM 
K4[Fe(CN)6], 10 mM EDTA, 1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-
gluc)) y se realizó una infiltración al vacío durante diez minutos, tres veces, seguido de 
una incubación a 37ºC durante  toda la noche. Después, las muestras fueron lavadas 
varias veces con etanol absoluto hasta que el tejido se clarificó lo suficiente como para 
poder observar la tinción. 
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