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GLOSARIO

Acrilamida: La acrilamida es un producto quimico intermedio, (un monémero) empleado
en la sintesis de poliacrilamidas. Se presenta como un polvo blanco cristalino. Es soluble en
agua, etanol, metanol, dimetil éter y acetona; no es soluble en heptano ni benceno. Agente
gelificante empleado en combinacion del agente intercalanta para la sintesis de geles

empleados en la electroforesis.

Amino terminal: Parte de la proteina que en el extremo terminal tiene un grupo amino.

Buffer: Soluciones amortiguadoras de pH, 6 solucion tampon.

Clorosis: Color anormal de la planta, condicion amarillenta, blanca o gris de partes de la

planta que resulta de la destruccion incompleta de la clorofila.

Electroforesis: Es una técnica para la separacion de moléculas, (proteinas o acidos
nucleicos) sobre la base de su tamafio molecular y carga eléctrica. Para la separacion se usa
un gel de agarosa o poliacrilamida (agente que forma fibras cruzadas, como una malla). Al
poner la mezcla de moléculas y aplicar un campo eléctrico, éstas se moveran y deberan ir

pasando por la malla, por la que las pequeias se moveran mejor, mas rapidamente.

Espectrometria: Es una técnica analitica donde se aplican fuerzas electro-magnéticas sobre

particulas cargadas en el vacio.

Enfermedad: Alteracion y desviacion del estado fisioldgico en una o varias partes del

organismo.

Epidemiologia: La epidemiologia es la ciencia que estudia la frecuencia de aparicion de la

enfermedad y de sus determinantes en la poblacion.

Espectro: La espectroscopiaa es el estudio del espectro luminoso de los cuerpos, con

aplicaciones en quimica, fisica, y astronomia, entre otras disciplinas cientificas.
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Fenol: En forma pura es un sélido cristalino de color blanco-incoloro a temperatura
ambiente. Su formula quimica es CcHsOH, y tiene un punto de fusion de 43 °C y un punto
de ebullicion de 182 °C. El fenol es un alcohol. Puede sintetizarse mediante la oxidacion

parcial del benceno.

Gel: (Del latin gelu - frio, helado o gelatus - congelado, inmévil) Es un sistema coloidal
donde la fase continua es sélida y la discontinua es liquida. Los geles presentan una

densidad similar a los liquidos, sin embargo su estructura se asemeja mas a la de un sélido.

Genoma: Se denomina genoma de una especie al conjunto de la informacion genética,
codificada en una o varias moléculas de ADN (Acido Desoxirribo Nucleico) (en muy pocas
especies ARN), donde estdn almacenadas las claves para la diferenciacion de las células

que forman los diferentes tejidos y érganos de un individuo.

Hipersensibilidad: Existe una reaccion de hipersensibilidad cuando se desarrolla una
respuesta inmune dirigida contra elementos que no debieran ser considerados como

extrafos, o hacia elementos patdogenos, pero de una forma inadecuada.

Marchitez: Falta de frescura y turgor y la inclinacion de las hojas por falta de agua: una

enfermedad vascular que impide la absorcién normal de agua por la planta.

Modificaciones postraduccionales: Cambio quimico ocurrido en una proteina después de
su sintesis, el mecanismo mas comun es la protedlisis aunque también se presenta la

derivatizacion de aminoacidos especificos.

Mosaico: La coloracion no uniforme del follaje, con un patréon distinguido de color verde,

verde amarillo o manchas amarillas.

Microscopia: La microscopia es la técnica de producir imagenes visibles de estructuras o

detalles demasiado pequefios para ser percibidos a simple vista.

Morfoldgicos: Que tiene que ver con la forma.
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Monocatenario: Una sola cadena.

Necrosis: Muerte del tejido de la planta.

Patogeno: (Del griego pathos, enfermedad y genein, engendrar) es toda aquella entidad
biologica capaz de producir enfermedad o dafio en la biologia de un hospedero (humano,

animal, vegetal, etc.) sensiblemente predispuesto.

Péptido: Son un tipo de molécula, que estan formadas por varios aminoacidos unidos

mediante enlaces peptidicos.

Pico: 1 X 1072

Pico base: Es el pico mas intenso en el espectro de masas. Es usado como base para
normalizar las intensidades de los otros picos. Al pico base se le asigna una intensidad

relativa de 100%.

Poliproteina: Proteina que tiende a fragmentarse en otras mas pequefas, por medio de la

proteolisis.

Protedlisis: Degradacion de proteinas ya sea mediante enzimas especificas, llamadas

proteasas o por medio de digestion intramolecular.

Proteoma: Es la totalidad de proteinas expresadas en una célula particular bajo condiciones

especificas de medioambientales y etapa de desarrollo, (o ciclo celular) especificas.

Reextraida: Que se volvid a extraer.

Ribosomas: Corpusculo celular que utiliza las instrucciones genéticas contenidas en el
acido ribonucleico (ARN) para enlazar secuencias especificas de aminoacidos y formar asi

proteinas.
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Sintomas: Fenémeno revelador de una enfermedad. Signo que concurre con una

enfermedad.

Sobrenadante: Liquido que queda sobre un sedimento o precipitado, después de producida

la sedimentacion.

Sharka: Enfermedad, causada por ¢l Plum Pox Virus (PPV), de mayor relevancia a nivel

mundial en frutales de hueso.
Sacbrood: Enfermedad en larvas de abejas causada por el virus (SBV).

Sistémicamente: En todo el sistema.

Virus: (Del latin, ‘veneno’), entidades organicas compuestas tan sélo de material genético,
rodeado por una envuelta protectora proteica. Carecen de vida independiente pero se
pueden replicar en el interior de las células vivas, perjudicando en muchos casos a su

huésped en este proceso.



ABREVIATURAS Y UNIDADES

A continuacién se listan las abreviaturas y unidades mas utilizadas en este trabajo. Para las

abreviaturas, en algunos casos se indica s6lo su significado en inglés y en otros casos su

significado en inglés y su traduccion al castellano.
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Maria Alejandra Nufiez Lopez

RESUMEN

En México, el cultivo de tomate es un importante generador de divisas y de empleos
(Herndndez-Martinez y col., 2004). Sin embargo, los rendimientos de los cultivos se
ven mermados por diversas enfermedades entre las cuales las de origen viral causan
pérdidas importantes. En anos recientes, en la region agricola del noroeste de México se
identifico una enfermedad que afectaba al cultivo de tomate y para la cual no se pudo
detectar el agente causal por las técnicas convencionales para los patégenos que causan
marchitez manchada en tomate, que fue la sintomatologia observada en campo. Bajo la
hipdtesis de que el agente causal era de origen viral y con el objetivo de identificar a
dicho patdégeno se propuso como estrategia la utilizacion de protedmica comparativa
para identificar a la proteina de la capside del probable virus, asi se detectaron proteinas
diferenciales entre plantas de tomate sintomaticas contra asintomaticas. En el transcurso
de la realizacion de estos experimentos, se publico un trabajo en el que se caracterizéd
parcialmente a un agente de origen viral, que causaban sintomas de marchitez manchada
en tomate en la region, el cudl se llamo virus de la necrosis apical del tomate (TOANV)

(Turina y col., 2007).

Utilizando anticuerpos anti-TOANV por DAS-ELISA se detectd a un hospedero alterno
de este virus en el estado de Sinaloa, Catharanthus roseus. También se analizaron por
DAS-ELISA las plantas de tomate utilizadas para el analisis protedmico y los resultados
fueron positivos para las plantas sintomaticas y negativos para las plantas asintomaticas.
En base a esto y mediante Western blot se visualizO una proteina en el extracto
proteinico de una planta sintomdtica. Mediante aproximacién por afinidad, se logrd
detectar a la proteina de 28 kDa en geles 2-D que fue reactiva al anticuerpo anti-
ToANV. Esto sugirio fuertemente que esta proteina correspondia a una proteina de la
capside del virus causante de la sintomatologia. Dicha proteina fue analizada por
espectrometria de masas, la proteina no se pudo identificar en las bases de datos, debido
a que el genoma del organismo al que pertenece no esta completamente caracterizado,
en su lugar se obtuvo una caracterizacion por homologia a proteinas de la capside de
virus de ARN de cadena positiva con dominios conservados RdRp. Sugiriendo su

posible clasificacion dentro de la superfamilia Picornaviridae.

CIIDIR-IPN 1



Maria Alejandra Nufiez Lopez

ABSTRACT

In Mexico, and particularly in Sinaloa state, tomato crops is a major generator of profits
and jobs (Hernandez-Martinez et al., 2004). However, crop yields are affected by a
variety of illness. Some of them are caused by viral diseases. Recently, in the
agricultural region of Northwestern of Mexico it has been detected a new disease
infecting tomato, which is associated to spotted wilt (marchitez manchada) in tomato,
and for which it was not possible to identify an apparent causal agent by the
conventional techniques used for pathogens that cause the symptoms of spotted wilt in
tomato observed in the field. Based on the hypotheses that the causal agent has a viral
origin, a proteomic comparative strategy was used to try to identify its coat protein
comparing symptomatic vs. asymptomatic plants. In the course of this work, it was
published the partial characterization of the viral agent that caused symptoms of
“marchitez manchada” in tomato. This virus was named Tomato Necrosis Apex Virus
(ToANV) (Turina y col., 2007).

Employing anti-ToANV antibodies in DAS ELISA assays, a positive signal was
detected for the natural host Catharanthus roseus for TOANV. Tomato plants used for
the proteomic analysis were also tested by DAS ELISA. Symptomatic plants resulted
positives, whereas asymptomatic plants were negative for the virus ToANV. These
results ruled out other common tomato diseases from the region of Sinaloa state.
Through an affinity approach, we were able to detect a 28 kDa protein in 2D gels, which
was reactive to anti-TOANV. This strongly suggests that this protein correspond to a
capsid protein of the virus that is causing the symptoms. This protein was analyzed by
mass spectrometry, and the protein could not be identified in databases, because the
genome of the organism to witch it belongs is not yet fully characterized. However, a
characterization by homology to other virus capsid proteins was done. This analysis
showed that the 28 kDa protein presented homology to capsid proteins of strain positive
RNA viruses, and specifically to RdRp conserved regions. This suggests a possible

classification on within the superfamily Picornaviridae.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, el tomate forma parte de la dieta alimenticia de varias culturas a nivel
mundial. En México, su cultivo es un importante generador de divisas y de empleos
(Hernandez-Martinez y col., 2004). Aun que la produccion nacional de tomate ha tenido
altibajos, su tendencia historica ha sido creciente, ocupando México, el noveno lugar
como productor y tercero como comercializador a nivel mundial. México aportod
aproximadamente el 85% de tomate fresco a los EE.UU., seguido por otros paises como
Canada e Israel (Cook, 2007). A nivel nacional, el estado de Sinaloa, es considerado
como el mayor productor, habiendo logrado, el 38% de la produccién nacional de

tomate (CAADES, 2007).

La importancia del tomate mexicano en el mercado estadounidense, se relaciona con la
cercania geografica, competitividad en precio, calidad, buen sabor y larga vida de
anaquel. En México, las exportaciones de hortalizas frescas incluyendo el tomate y la
alta dependencia del mercado internacional, han motivado diversas investigaciones

sobre la competitividad de estos cultivos (Matus y Puente, 1993).

De las exportaciones de tomate fresco de México a EE.UU., mas del 60% provienen de
cultivos a cielo abierto (Cook, 2007), en los que la presion de las enfermedades es muy
fuerte, sobre todo, en los estados de Baja California y Sinaloa, donde se han encontrado
una gran diversidad de virus fitopatdégenos como los geminivirus (Idris y Brown, 2006),

crininivirus, (Alvarez y col., 2007), y tospovirus (De la Torre- Almaraz, y col., 2002).

En el 2003, en la region noroeste de México, aparecié una enfermedad que los
agricultores de la region llamaron marchitez manchada del tomate debido, a los
sintomas presentados por las plantas. Tales como anillos necroticos en hojas y frutos,
con algunas variantes en sintomas a la marchitez manchada tradicional producida por el
virus Tomato Spotted Wilt Virus TSWYV, causando confusion entre los investigadores y
los agricultores. Se considerd entonces, que esta enfermedad, podria ser causada por el
Tomato Torrado virus (ToTV) de reciente aparicion en Espana, ya que la
sintomatologia presentada por las plantas era muy similar (Verbeek y col., 2008), pero
no se detectd este virus con primers especificos para este virus (Verbeek, y col., 2008).

Se considerd que esta enfermedad era causada, por una variante del virus TSWV, un
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virus nuevo en la region o dos virus conjuntos, afectando al cultivo de tomate, sin
embargo al hacerse los andlisis pertinentes, esto también se descarté (Turina y col.,
2007). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue encontrar proteinas de la
capside en tomate, para identificar y caracterizar al probable agente causal de la

enfermedad marchitez manchada.
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I1. ANTECEDENTES

2.1. Origen del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)

El antecesor comiinmente aceptado del tomate cultivado es Lycopersicon lycopersicun
var. cerasiforme, llamado tomate cherry. Este es originario de la region Andina, de
donde fue dispersado hacia otros lugares del continente americano y del mundo. La
mejor aproximacion acerca del sitio de domesticacion es el area de Mesoamérica (Rick
y Holle, 1990). En México, la forma silvestre del tomate se encuentra distribuida
generalmente en las regiones tropicales y/o en lugares con humedad disponible y sin
problemas severos de heladas. Las formas cultivadas en las zonas productoras mas
importantes como Sinaloa, Baja California, Nayarit, Jalisco y Michoacan corresponden
a variedades mejoradas, mientras que las variedades autdctonas s6lo es posible

encontrarlas en algunas regiones de Oaxaca, Guerrero y Veracruz.

2.2. Enfermedades que afectan al cultivo del tomate

En promedio el cultivo el tomate puede ser afectado por un centenar o mas de
enfermedades. Las plantas presentaran enfermedad cuando una o varias de sus
funciones sean alteradas por los organismos patégenos o por condiciones del medio.
Los procesos especificos que caracterizan las enfermedades, varian considerablemente
segin el agente causal y a veces segiin la planta misma. Hay decenas de miles de
enfermedades que afectan a las plantas cultivadas. Y cada grupo de patdégenos puede
atacar desde una, hasta varias docenas de variedades e incluso cientos de especies
vegetales (Agrios, 2006). Distintos criterios pueden utilizarse como base para la
clasificacion de las enfermedades de las plantas (Agrios, 2006). Sin embargo, el criterio
mas util en la clasificacion de una enfermedad, es el tipo de agente patogeno que la
ocasiona (Figura 1). Esta clasificacion, tiene la ventaja de que indica la causa de la
enfermedad, lo cual permite prever su probable desarrollo y diseminacién, asi como

posibles medidas de control.

El cultivo del tomate es afectado por enfermedades bidticas y abioticas, entre las
enfermedades bidticas, estdn las que son causadas por hongos como: Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, Sclerotium rolfsii, Verticilium, entre otros (Jones y col.,

1991), bacterias (Clavibacter michiganensis, Ralstonia solanacearum, entre otras) virus
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(TSWV, ToRSV, entre otros), nematodos (Meloidogyne incognita sp,) plantas parasitas,
y de entre las abidticas el tomate es susceptible a las heladas, nutricion deficiente,

etcétera (Jones y col., 1991).

2.2.1. Enfermedades causadas por virus

Las enfermedades virales en plantas producen una gran variedad de sintomas, los cuales
dependen de la variante del virus, hospederos, estado de crecimiento de la planta y
condiciones medioambientales (Jones y col.,, 1991), los virus causan en tomate
importantes enfermedades, las plantas infectadas muestran un rango de sintomas como
pueden ser mosaicos, amarillamientos, deformacién en las hojas, necrosis,
anormalidades en flores o formacion de frutos. Algunas veces los virus no producen
sintomas visibles o se limitan a algunas partes de las plantas, causando una infeccion
local, pero otras veces se extienden a toda la planta, causando una infeccion sistémica,
algunos virus se han especializado en una o varias especies de plantas, y otros se han

adaptado a sobrevivir en muchas especies de plantas.

La distribucion de patdégenos sobre un hospedero y la distribucion de diferentes
patogenos hacia especies de hospederos, pueden afectar la frecuencia de infecciones
multiples de un hospedero, por diferentes patogenos. La infeccion multiple puede tener
consecuencias importantes para el hospedero infectado, para el patdégeno y para la co-

evolucion hospedero-patdégeno (Read y Taylor, 2001; Woolhouse y col., 2002).

Los virus, se diferencian de otros organismos por presentar una Unica especie de acido
nucleico constitutivo, que puede ser de¢ ADN o ARN, monocatenario o bicatenario con
estructura de doble hélice, cubiertos por proteinas que conforman la capside una de las
funciones de las proteinas es determinar la forma del virus (Figura 2). Todos los virus
descritos en plantas son de tamafio pequeflo, la mayoria presentan de cuatro a diez genes
en su genoma, el grupo principal de virus lo conforman los virus de RNA, de los cuales,
la mayoria presentan RNA de cadena sencilla con polaridad de RNA mensajero (o
positiva, +ss RNA), otros poseen RNA de cadena complementaria (o negativa, -
ssSRNA), RNA de polaridad tanto negativa como positiva (ambisentido) o RNA de doble
cadena (dsRNA) y como grupo minoritario estan los virus que presentan DNA de

cadena sencilla o doble como genoma (Murphy y col., 1995).
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Figura 1. Diagrama esquematico de familias y géneros de virus que infectan plantas

(Tomado de Murphy, 1995)
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Los virus no pueden ser controlados directamente por pesticidas u otros quimicos.
Muchos de los virus son transmitidos por organismos vectores, o durante las
operaciones culturales, unos pocos virus son transmitidos a través del polen a la semilla
(Jones y col., 1991), algunos pueden infectar sistémicamente las flores y frutos,
provocando serios dafios fisiologicos a las plantas hospederas y grandes pérdidas

economicas a los paises exportadores de fruta fresca (Herrera y Mandariaga, 2002).

Los virus emergentes de plantas pueden ser nuevos (no previamente conocidos) o virus
bien conocidos. Sin embargo, ellos tienen la caracteristica comun de ocupar y/o
dispersarse a nuevos nichos (Roossinck y col., 2008). Hay factores que dirigen la
emergencia de los virus en plantas, ellos incluyen variabilidad genética en los virus,
cambios en las précticas agricolas, incremento en la poblacién y/o distribucion de
insectos vectores y el transporte por grandes distancias de material vegetal (Roossinck y
col.,, 2008). En afos recientes, virus individuales y grupos enteros de éstos han
emergido involucrando una gran variedad de mecanismos, dependiendo del virus que se
trate y del medio ambiente. Un ejemplo notorio, lo constituyen los geminivirus
transmitidos por mosquita blanca, tospovirus y otros ejemplos que incluyen la reciente
emergencia de nuevos virus (Roossinck y col., 2008) como el TOANV, el ToMarV vy el
ToTV todos pertenecientes al orden de los picornavirales (Turina y col., 2007; Verbeek

y col., 2008).

2.2.1.1. Marchitez manchada en tomate

La enfermedad marchitez manchada es llamada asi por los agricultores y personal que
trabaja en el campo, el nombre describe en general el aspecto de la planta cuando esta
enferma, ya que presenta perdida de turgencia (marchitez) y necrosis en las hojas y/o
frutos, lo que se observa a simple vista como un manchado. En la actualidad hay dos
virus relacionados que aparecieron en México, el Tomato Apex Necrosis Virus (por sus
siglas en inglés) (Turina y col., 2007) y el Marchitez Tomato Virus (por sus siglas en
inglés) (ToMarV) (Verbeek y col., 2008) sumandose al cominmente encontrado TSWV
que son capaces de producir una sintomatologia similar de marchitez manchada en

tomate.

Los aspectos de la planta de tomate, que le dan el aspecto marchito y manchado son a

grosso modo los sintomas principales de esta enfermedad, sin embargo cada agente
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causal produce en la planta particularidades en estos dos sintomas. Por ejemplo, el virus
TSWYV produce en las hojas manchas foliares necroticas, hojas curvadas hacia arriba y
reduccion del crecimiento de éstas, en el fruto produce manchas irregulares 6 en forma
de anillos que pueden ser amarillos o cafés, la rayadura en el tallo es frecuente (Figura
2), el virus ToANV, produce marchitamiento en la parte apical, causando muerte
regresiva, las manchas en fruto son café en anillos comenzando en la parte basal del
fruto, no es muy frecuente encontrar rayadura en el tallo (Figura 3) y el virus ToMarV
en las hojas produce necrosis rodeada por amarillamientos o areas verde claro, y en

fruto anillos necroéticos y manchas (Figura 4).

Tabla 1. Agentes causales virales que producen enfermedad marchitez manchada en

tomate
Virus Taxonomia Dispersion Identificacion Partes de la Rango de
¢ impacto planta hospederos
afectada
TSWV Familia: Serios  impactos | Anticuerpos Necrosis Amplio rango
Bunyaviridae, alrededor del | comerciales; hoja, fruto, | de hospederos
mundo oligonucleodtidos | rayadura
Género: especificos tallo
Tospovirus reportados
ToANV Familia: Serios  impactos | Anticuerpos no | Necrosis Solanaceae,
“Sequiviridae” Noroeste de | comerciales; hoja, fruto, | Apocynaceae
Meéxico (Culiacan | No hay reportes | rayadura
y Obregon) oligonucleodtidos | tallo poco
puedan comun
2003-2007 amplificar el
virus
ToMarV Familia: Sinaloa, México Oligonucledtidos | Necrosis Solanaceae
Picornaviridae especificos hoja y fruto
reportados
2003-2007

Fuente: De la Torre-Almaraz, 2002; Turina y col., 2007; Verbeek y col., 2008.
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Figura 2. Sintomas tipicos producidos por TSWV en tomate. A) Necrosis en hoja, B)
Necrosis en fruto (Tomado de Okuda, 2005).

Figura 3. Sintomas tipicos producidos por TOANYV en tomate. A) necrosis parte basal
de la hoja, B) necrosis fruto (Tomado de Turina y col., 2007).

Figura 4. Sintomas producidos por ToMarV en tomate. A) necrosis rodeadas por
amarillamiento o areas verde claro, B) frutos anillos necroticos y manchas (Tomado de

Verbeek y col., 2008).

CIIDIR-IPN 10



Maria Alejandra Nufiez Lopez

2.2.2. Superfamilia “Picornaviridae”

Los picornavirus comprenden seis familias: Picornaviridae, Caliciviridae,
Comoviridae, Sequiviridae, Dicistroviridae, y Potyviridae, propuestas como una
superfamilia de virus (Liljas y col., 2002). La organizacion genética de la familia
Picornaviridae y Sequiviridae se representa esquematicamente en la Figura 5. Los
géneros de las dos familias se diferencian en que la familia Picornaviridae posee una
cola de poli A. La proteina VPg unida al extremo terminal 5°, se cree que funciona en la
regulacion genética. La secuencia de Poli-A (cadena de adeninas), que varia de un virus
a otro, es importante para producir infectividad y el analisis de las secuencias de la
region conservada polimerasa (Pol) 6 RdRp a partir de estos virus producen
alineamientos filogenéticos congruentes con su ubicacion de la superfamilia

“Picornaviridae” (Koonin, 1993).

2.2.3. Problematica actual de la enfermedad marchitez manchada del tomate

Las investigaciones sobre virus, se han incrementado dramdticamente, y nuevos virus
estan siendo encontrados constantemente. En México, el ToOANV y el ToMarV, se
asociaron a la aparicion de grandes cantidades de mosquita blanca. Sin embargo, ain no
se ha logrado identificar a ciencia cierta el insecto vector (Turina y col., 2007; Verbeek
y col., 2008). El ToANV se secuencid parcialmente lo cual dificulta su clasificacion.
Sin embargo tiene caracteristicas de un Sequivirus y el ToMarV se ubica en la familia
de los Picornavirus. En estas familias no se han determinado los sitios de corte de la
poliproteina y que tienen que ver con la infectividad del virus, lo cual tiene que ser

determinado experimentalmente.
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Figura 5. Organizacion genomica de las familias Picornaviridae y Sequiviridae. Donde
A) Picornaviridae y B) Sequiviridae, (Las abreviaciones son Hel: Helicasa; Pro:
proteinasa; Pol: polimerasa (otros autores la manejan como region RdRp); CP: proteinas
de la capside (CP1, CP2, CP3 son tres copias imperfectas del dominio de la CP), An:
poli-A; @:VPg (Le Gall y col., 2008).
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Tampoco no se han determinado los cambios moleculares que producen en las plantas,
ni se conoce el amino terminal de las proteinas de la cépside con lo cual se podrian
disefiar anticuerpos monoclonales, por lo que ain no hay en México, una tecnologia
disponible y de fécil aplicacion para que los agricultores puedan identificar estos nuevos
virus. El rango de indicadores para el virus TOANV incluye solanidceas como tomate,
tabaco, pimiento y malezas como toloache (Datura stramonium) y tomatillo silvestre
(Physalis spp.) y al menos una no solanacea teresita (Catharanthus roseus) de la familia
de las Apocynaceae (Turina y col., 2007; Verbeek y col., 2008). Se sospecha de un
origen local del virus TOANV (Brown, 2008).

2.2.4. Identificacion de virus en plantas

El diagnéstico tradicional, basado en sintomas y los estudios de rango de hospederos
pueden ayudar a clasificar algunos virus comunes, empleando rangos de plantas
hospederas, lo cual requiere paciencia y experiencia para observar e interpretar los
sintomas. La microscopia electronica es también usada (Desjardins y col., 2000) como
un excelente método para evaluar las caracteristicas morfologicas de un amplio espectro
de organismos patdgenos, pero no son suficientes para identificar algunos patégenos. En
comparacion, la hibridacion de acidos nucleicos, el PCR, la secuenciacion de ADN, el
analisis de dsRNA y los métodos basados en anticuerpos (ELISA y Western blot) son
métodos que ofrecen la posibilidad de definir cepas a un nivel genético y molecular.
Muchos de estos métodos son faciles de realizar, econémicos, rapidos y precisos, pero
requieren la secuencia de acidos nucleicos, avanzados conocimientos de antigenicidad
de la proteina de la cépside, o en su defecto requieren la viabilidad de un rango de
antisueros necesarios para caracterizar uno o muchos posibles virus (Clark y Adams,
1977; Pappu y col., 1993; Sanchez-Navarro y col., 1999;). El andlisis de dsRNA, es
también el método mas versatil para identificar virus de ARN, ya que no se necesita un
conocimiento previo de la muestra (Dawson y col., 1982). Pero también puede ser
insuficiente para identificar un virus desconocido. Del mismo modo, se requieren
reactivos especificos (juegos de oligonucleotidos o anticuerpos) para estos patogenos, lo
cual no es muy util si estos reactivos no estdn disponibles, lo que implica se hayan
generado con anterioridad en base a conocimientos de la secuencia nucleotidica del

genoma o a la antigenicidad de las proteinas de la capside que lo componen.

CIIDIR-IPN 13



Maria Alejandra Nufiez Lopez

Asi, no siempre existe un método simple, confiable o disponible, para que los
fitopatdlogos identifiquen a un patdgeno. Tradicionalmente, la identificacion de un
virus desconocido debe seguir los rigurosos postulados de Koch para probar que un
agente patogeno causa la enfermedad detectada. En su lugar algunas técnicas, mas
novedosas como la espectrometria de masas (EM) ofrecen la oportunidad de identificar
un virus desconocido sin tener que realizar numerosos experimentos. La huella
peptidica de masas (PMF por sus siglas en inglés) se ha empleado con éxito sin la
necesidad de la identificacion directa de cepas virales por purificacion. (Lewis y col.,
1998; She y col., 2001). Asi la EM tiene la caracteristica de discriminar proteinas y
masas de péptidos que son unicos para patdégenos sin el requerimiento de reactivos
especificos para el patdgeno como primera realizacion del andlisis. La EM tiene el
potencial para ser una tecnologia universal de deteccion de patdogenos que es rival de la
secuenciacion del ADN. Limitada solo por las bases de datos actuales, debido a que se
desconoce el genoma completo de muchos fitopatégenos. En la actualidad, los
fitopatdlogos tienden a utilizar mas la EM para estudiar los cambios en el proteoma de
las plantas y asi tener una vision de la respuesta del hospedero a la infeccion, mas que

para la deteccion de patdgenos, ya que estos raramente se reportan en estos estudios.

2.2.4.1. Protedmica basada en espectrometria de masas para identificacion de proteinas

virales en plantas

La protedmica término designado por Marc Wilkins, en 1994, es un nuevo enfoque de
estudio funcional de las proteinas, pues en ¢l se integran algunas tecnologias bdasicas
como: métodos de separacion de alto rendimiento de proteinas, espectrometria de masas
y sobre todo, herramientas de bioinformatica que ayudan a extraer informacién de las
bases de datos y la correlacionan con los datos de masas obtenidos experimentalmente.
La protedmica es utilizada para conocer el proteoma de las especies o para elucidar
diferencias en la expresion de proteinas comparando dos condiciones, como en la

proteémica comparativa.

Uno de los objetivos claves en la protedmica comparativa, es identificar la expresion
diferencial de proteinas entre muestras control y problema. El andlisis de los patrones de
proteinas de geles separados en dos dimensiones (2D, separacion por punto isoeléctrico

y por peso molecular), es decir, el analisis de las manchas de proteinas (Spots), que en
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diferentes condiciones: aparecen (inducidas), desaparecen (reprimidas) o que cambian
de intensidad (diferente concentracion). Una vez que los geles se analizan y se
determinan las proteinas candidatas. Estas se extraen del gel y se identifican mediante

EM.

El estudio de complejas preguntas biologicas a través de protedmica comparativa a
empezado a ser una importante herramienta en el estudio de la biologia de las plantas
(Heazlewood y col., 2003; Kersten y col., 2002; Rossignol y col., 2001; Thiellement y
col., 1999; Van Wijk y col., 2001), marcado por la rapidamente expansion de la
genodmica de plantas y los bancos de datos de secuencias expresadas transcritas (ESTs),
que proveen oportunidades para la identificacion de proteinas expresadas
diferencialmente. La generacion y analisis de datos protedmicos son muy difundidos.
En la actualidad, existe una gran diversidad de aplicaciones. Sin embargo todos los
protocolos deben contener algunos pasos basicos que conforman la ruta critica del

analisis protedmico.

1. Colecta de muestras, manejo y almacenamiento.
Separacion de proteinas (electroforesis bidimensional).
Identificacion de proteinas (espectrometria de masas).

Caracterizacion de proteinas (secuenciacion de aminoacidos).

wok wD

Bioinformatica (referencia cruzada de informatica de las proteinas con

bases de datos gendémicas)

La protedmica basada en la EM, se convertird, en el futuro en un enfoque critico para
identificar, caracterizar y entender mejor la biologia de patégenos de plantas de origen
fingico, viral y bacteriano. La falta de informacion disponible del genoma de estos
patogenos sigue siendo un cuello de botella para la identificacion exitosa cuando se usa

EM (Padliya y Cooper, 2006).

2.2.4.1.1. Preparacion de muestras

El paso mas critico en cualquier estudio protedémico es la extraccion y/o preparacion de
la muestra. A este respecto, el andlisis protedmico de tejidos de plantas, involucra un

nimero de cambios practicos que son tipicamente, mas problematicos que con otros
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organismos. Ademas de que tienen relativamente baja concentracion de proteinas, los
tejidos de plantas son también ricos en proteasas y materiales que interfieren
severamente con la separacion y andlisis de proteinas, incluyendo pared celular y
polisacaridos de reserva, lipidos, compuestos fenolicos y una amplia formacion de
metabolitos secundarios (Granier y col.,, 1988; Tsugita y col., 1999). Tales
contaminantes son un problema particularmente para la electroforesis bidimensional 2-
D, resultando en estriamientos horizontales y verticales, manchados y una reduccion del

numero de los distintos Spots resueltos.

Muchos protocolos de extraccion han sido desarrollados y seleccionar un protocolo,
depende de la naturaleza del tejido de partida y de las aplicaciones a las que se tengan
destinadas (Por ejemplo, andlisis de complejos de proteinas, proteinas de membrana o
proteinas con modificaciones post- traduccionales) (Isaacson y col., 2006). Un nimero
de protocolos han sido desarrollados para mejorar la extraccion de proteinas de plantas
antes del analisis de 2-DE y muchos estudios protedomicos de tejidos de plantas
completos, usan una estrategia bésica de precipitacion de proteinas con acido
tricloroacético (TCA) y acetona seguida por la resolubilizaciéon en un buffer para
isoelectoenfoque (IEF buffer) conteniendo agentes caotropicos y detergentes (Santoni y
col., 1994). Esta medida aumenta la concentracion de proteinas y ayuda a remover los
contaminantes, del mismo modo, algunos contaminantes poliméricos son de este modo
co-extraidos. Este puede ser un problema particularmente con tejidos que son ricos en

compuestos como polisacaridos y polifenoles solubles en la pared celular.

Un protocolo alterno ha sido desarrollado en el cual las proteinas se solubilizan en fenol
saturado (Phe), con o sin dodecil sulfato de sodio (SDS), y las proteinas son
subsecuentemente precipitadas con metanol y acetato de amonio, seguido por la
resolubilizacion en IEF buffer (Hurkman y Tanaka, 1986; Meyer y col., 1988). Este
método puede generar extractos de proteinas con una contaminacién aparentemente
minima a partir de tejidos resistentes como por ejemplo tallos lefiosos (Mijnsbrugge y
col., 2000), y ha sido usado para de tejidos de hojas de olivos, los cuales contienen
grandes cantidades de polifenoles, resultando en un sustancial incremento de la calidad
de los extractos de las proteinas comparadas con las técnicas descritas previamente

(Wang y col., 2003). Otro reporte también indica que el método de extraccion de
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proteinas basado en el fenol saturado también minimiza la protedlisis durante la

extraccion (Shuster y col., 1983).

2.2.4.1.2. Electroforesis bidimensional

El corazon de la tecnologia de la protedmica es la electroforesis bidimensional (2-D).
Actualmente, no hay ninguna otra técnica la cual sea capaz de resolver simultaineamente
miles de proteinas en un procedimiento de separacion, la mejora mas prominentes en la
electroforesis (2-D) resulta de los geles de gradiente de pH inmovilizado (IPG strip por
sus siglas en inglés). La identificacion de proteinas a partir de geles de poliacrilamida
ofrece ventajas importantes comparada con las aplicaciones libres de gel ya que
remueve las impurezas de bajo peso molecular, incluyendo detergentes y componentes
de soluciones amortiguadoras, los cuales frecuentemente perjudican la identificacion
por espectrometria de masas, otra ventaja es que la matriz de poliacrilamida es un
contenedor seguro para manipular, derivatizar, y archivar cantidades hasta de

fentomoles de proteinas (Shevchenko y col., 2006).

2.2.4.1.3. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una micro-técnica analitica que nos permite conocer el
peso molecular y bajo ciertas condiciones, la informacion estructural de un compuesto.
Por lo tanto, se utiliza para identificar compuestos desconocidos o elucidar la estructura
y las propiedades quimicas de las moléculas con la ventaja de necesitar pequeias

cantidades de muestras (1072 a 10" moles de un compuesto de 1000 Da de masa).

En los proyectos protedomicos, la identificacion de proteinas es el primer paso para otros
estudios que suponen en ultima instancia la caracterizaciéon funcional. Ademas, en el
caso de los geles bidimensionales, la identificacion de las manchas o spots conduce a la
creacion de mapas de referencia, que definen las proteinas expresadas por un organismo
o tejidos en condiciones determinadas. Las proteinas pueden ser identificadas por
diversos procedimientos, entre los que se incluyen la secuenciacion del extremo N-
terminal, deteccion con anticuerpos especificos, composicion de aminodcidos, co-
migracion con proteinas conocidas y sobre-expresion y delecion de genes. Debido a su

rapidez y elevada sensibilidad, la espectrometria de masas se ha convertido en el
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método de deteccion para la identificacion de proteinas a gran escala, el primer paso
para el estudio del proteoma de distintos organismos. También permite la
caracterizacion de modificaciones post-traduccionales que presentan relevancia

fisioldgica, tales como glicosilacion y fosforilacion (Figura 6).

El andlisis de las proteinas mediante espectrometria de masas ha sido posible gracias al
desarrollo de varios métodos de ionizacidon suave para convertir biomoléculas grandes,
polares y no volatiles en iones en fase gaseosa. Los espectrometros de masa estan
formados al menos por una fuente de iones, un analizador de masas y un detector que

mide la relacion masa/carga (m/z) de los iones en fase gaseosa (Figura 7).

Esta técnica tan robusta implica:

1.- La conversion de los péptidos en iones en fase gaseosa mediante técnicas de
ionizacion suave, como desorcion /Ionizacion de Matriz Asistida por Laser (MALDI) a
partir de una muestra en estado sélido (Figura 8), 6 la ionizacion mediante electrospray

(ESI) de una muestra en solucion.

2.- Separacion de los iones segin su relacion m/z en un analizador de masas (por

ejemplo un analizador tipo ToF (Time of Flight), cuadrupolo, trampa idnica, etc.).

3.- Fragmentacion opcional de los iones peptidicos.

4.- Medida de las masas en un detector obteniendo un espectro de masas que refleja la

abundancia de los iones frente a su valor de la relaciéon m/z.

Los espectrometros de masas tienen en comun que miden la relacion m/z de iones
gaseosos haciendo uso de campos eléctricos y/o magnéticos. La medida exacta de este
valor para las moléculas gaseosas ionizadas del analito (ion molecular) dard
informaciéon sobre su masa molar (peso molecular). Si ademas se induce la
fragmentacion del ion molecular, cada fragmento i6nico sera detectado con su propio
valor de m/z. (McLafferty y col.,, 1993). El conjunto de fragmentos formados es

caracteristico de cada analito y depende de su estructura quimica (“huella dactilar”). Por
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lo tanto, del analisis de los fragmentos obtenidos se obtiene informacion sobre la

estructura quimica del analito en cuestion.

En la actualidad hablar del desarrollo de proyectos protedmicos significa contar, entre
otras cosas, con esta herramienta analitica esencial. El uso de la espectrometria de
masas (EM) apunta siempre a dos aspectos A) Determinacion de masas molares (pesos

moleculares) y B) Determinacion de la estructura quimica.

La espectrometria de masas ha sido usada en fitopatologia y ha demostrado su uso para
la identificacion de virus mejor que para cualquier otro patégeno (Padliya y Cooper,
2006). El método EM para determinar la identidad de un virus de plantas puede ser

colocado en las siguientes categorias:

1.- Identificacién basada en la masa total (peso molecular) de la proteina viral de la
capside (CP).

2.- Identificacion basada usando las masas de péptido proteoliticos a partir de CP como
una Unica huella peptidica (también conocida como PMF).

3.- Resolucion de la secuencia de aminoacidos de los péptidos que conforman la

proteina de la capside via MS/MS.

Cuando la masa sola no es suficiente para identificar una CP, se puede digerir la CP con
una proteasa y examinar las masas de los péptidos derivados. Por examinacion manual
las masas de los productos de la digestion triptica (She y col. 2001; She y col., 2004)
resuelve con éxito las secuencias de aminoacidos de la CP y también descubre la
verdadera secuencia de aminoécidos de la CP de virus de plantas superiores (Padliya y

Cooper, 2006).
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Figura 6. Estrategia para la identificaciéon de proteinas mediante espectrometria de

masas (Pitarch y col., 2003).
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Figura. 7. Diagrama basico de un espectrometro de masas MALDI (Tomado de Creel,
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Figura 8. Representacion esquematica de Desorcion /Ionizacion de Matriz Asistida por

Laser (MALDI) (Tomado de Nijmegen Proteomics).
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Del mismo modo, la habilidad para interpretar manualmente las masas de los productos
de digestion, esta mas alla de las capacidades de rutina de la mayoria de los laboratorios
de diagnostico. Afortunadamente, es posible automatizar la evaluacion del espectro de
masas usando algoritmos computacionales que comparen huellas peptidicas de masas

virtuales a partir de secuencias conocidas de virus candidatos (Yao y col., 2002).

Otra posibilidad para completar la realizacion puede aplicando MS/MS para resolver las
secuencias de aminodacidos de péptidos tripticos. (Cooper y col., 2003) hacen referencia
a los algoritmos de busqueda de las bases de datos para interpretar los datos del
MS/MS e inferir la identidad a partir del espectro de masas, basandose en secuencias de
CP virales conocidas. En este trabajo, los autores reportaron la identificacion de dos
virus a partir de plantas infectadas, uno de los cuales fue un virus desconocido que no
pudo ser detectado utilizando un set estandar de oligonucledtidos de PCR. Este virus
desconocido no se encontrd en la base de datos, y a la fecha la identidad del virus

permanece desconocida (Padliya y Cooper, 2006).

En uno de los primeros ejemplos del uso de EM para detectar virus de plantas se
analizaron hojas de tabaco infectadas por MALDI-TOF EM directamente después de la
adicion de acido acético y la disolucion de la matriz. El espectro mostré un pico de
17491 Da, el cual corresponde a la masa de la proteina de la cépside del virus TMV

(Fenselau y col. 2001).

Usando un enfoque similar, Tan y colaboradores (2000) usaron MALDI-TOF MS y LC-
MS para identificar simultdineamente CPs de dos virus que infectaban orquideas, las
masas moleculares conocidas de los correspondientes CPs permitieron llegar a esas
conclusiones. Estos ejemplos indican claramente los beneficios de la identificacion viral
por masas conocidas de las CP. Sin embargo, esta practica de diagnostico falla si la
masa de la CP del virus se desconoce o si hay diferencia entre la masa predicha a partir

de la secuencia del acido nucleico y la masa observada.

Mutaciones genéticas impredecibles o modificaciones post-traduccionales (PTMs) tales
como glicosilacion, hidrdlisis, fosforilacion u otras pueden crear discrepancia que
confunden la interpretacion de datos y la exactitud en la identificacion de los virus. En

tales casos una alta resolucion en la EM es deseable y por lo tanto el empleo de
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MALDI-MS ha sido usado de forma confiable para identificar las mutaciones en la CP
de TMV (Lewis y col., 1998). Comparado a la secuenciacion del ADN, que puede ser
usado para identificar el origen de las variaciones en las proteinas, solo la EM puede
resolver mutaciones similares y cualquier modificacion post traduccional, lo cual
comienza a ser una importante distincion a este respecto en la deteccion del patdgeno

por virtud de la identificacion de proteinas.

Asi la EM ha sido exitosa para obtener informacion de identificacién complementaria
de virus cuando los datos de otros métodos no han sido suficientes, la utilidad de la EM
y los diferentes niveles de interrogantes pueden ser hechas sobre las proteinas. Existen
casos donde la EM es usada en conjunciéon con otros métodos moleculares para

identificar virus (Padliya y Cooper, 2006).

Por ejemplo en el 2005, se observo un virus causante de nuevos sintomas en sorgo, el
cual reacciond débilmente con el antisuero del Johnsongrass Mosaic Virus (JGMV).
Los experimentos MS/MS sobre la CP del nuevo virus revelaron que la region
intermedia de la CP fue sustancialmente diferente a partir de la region correspondiente
de la CP del virus del cudl el anticuerpo fue originado. Consecuentemente estos autores
pudieron caracterizar una nueva variante del JGMV y explicar la débil interaccion del

anticuerpo (Seiffers y col, 2005).

La regulacion de mecanismos de cualquier interaccion planta-patdégeno es compleja y
dinamica. Una estrategia proteémica es también valiosa en el entendimiento de las redes
regulatorias, porque esto se relaciona con la identificacion de nuevas proteinas en
relaciéon a su funcion y ayudaria a comprender como su expresion y modificacion es
controlada (Thurston y col., 2005). Hay muchos ejemplos en los que han sido
caracterizados factores del hospedero que tienen papeles importantes en la infeccion de

los virus (Whitham y Wang, 2004).
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I11. JUSTIFICACION

Las enfermedades virales en tomate producen pérdidas cuantiosas. Recientemente, la
enfermedad marchitez manchada en tomate llamo la atencion de los investigadores, ya
que las técnicas de diagnostico tradicionales, fallaron para la deteccion del agente causal
tradicional, por lo que se llegd a la conclusion de que se trataba de un nuevo virus en la

region.

La informacion generada del agente o agentes causales ha sido escasa, su origen a
ciencia cierta es desconocido y no hay una técnica disponible y de facil aplicacion, para
que se pueda identificar. Por lo que ha surgido la necesidad de implementar
herramientas alternativas como la protedmica, que ayuden a detectar rapidamente y de
manera confiable, tanto nuevos agentes causales de origen viral, como sus variantes, asi
como el de aportar estrategias que ayuden al conocimiento de nuevos virus en plantas
para poder hacer un manejo adecuado de los cultivos, evitando en tiempo y forma que

estos sean afectados severamente.
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IV. HIPOTESIS

Mediante proteémica se pueden identificar proteinas de la capside de virus en plantas de

tomate con sintomas de marchitez manchada.
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V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Identificar mediante técnicas de protedmica las proteinas de la capside del agente
causal de la enfermedad marchitez manchada en tomate (Lycopersicon esculentum

Mill.)

5.2. Objetivos especificos

Separar mediante electroforesis bidimensional proteinas tanto de plantas sanas como

enfermas para determinar sus perfiles diferenciales.

Utilizacién de anticuerpos especificos contra proteinas de la capside de virus

potencialmente relacionados a la sintomatologia para corroborar su naturaleza viral.

Caracterizar mediante espectrometria de masas la proteina diferencial que haya

resultado inmunoreactiva a anticuerpos contra el agente causal.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estrategia general
La estrategia general de trabajo seguida en el presente estudio (Figura 9).

Colecta de plantas de tomate de campo

l

Caracterizacion serologica de plantas

|

Extraccion de proteinas

Electroforesis unidimensional

|

Electroforesis bidimensional

Comparacion de geles

l

Western Blot

l

Identificacion de proteinas
por MALDI

Figura 9. Estrategia general.
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6.2. Materiales

6.2.1. Material biologico

Para el andlisis protedmico, se colectaron 2 plantas sintomaticas y 2 plantas
asintomaticas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), de la variedad gavilan con
mes y medio de transplante y antes del periodo de floracion, colectadas de campo en
mayo del 2006, en el municipio de Guasave Sinaloa, México, se congelaron en

nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C, para el posterior analisis.

Para evaluar hospederos alternos por serologia, se colectaron 2 plantas de teresitas
(Catharanthus roseus) sintomaticas, y tres plantas de bledo (Amaranthus retroflexus)
sintomaticas (colectadas de los jardines del pasillo del CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa en

noviembre del 2007) (Figura 18), respectivamente y se almacenaron a 4 °C.

6.2.2. Anticuerpos

Se emplearon anticuerpos policlonales y su conjugado con la enzima fosfatasa alcalina
desarrollados con particulas virales purificadas del Tomato Necrosis Apex Virus
(ToANYV), donados por el Dr. Maximo Turina (Turina y col., 2007) del Laboratorio de
Virologia Vegetal, Torino, Italia. Se emplearon anticuerpos comerciales del virus del
mosaico de la alfalfa (AMV), virus del mosaico del pepino (CMV), virus del mosaico
del tabaco (TMV), virus del jaspeado del tabaco (TEV), virus de la mancha anular del
tabaco (TRSV), virus de la mancha anular del tomate (ToRSV), virus de la marchitez
manchada del tomate (TSWV), virus clorético del tomate (ToCV), virus de la infeccion
clorotica del tomate (TICV), virus Y de la Papa (PVY), virus X de la papa (PVX), virus
del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV), virus S de la papa (PVS), virus A de la
papa (PVA), virus M de la papa (PVM), provenientes de la casa comercial AGDIA
(Elkhart, Indiana, USA).

CIIDIR-IPN 28



Maria Alejandra Nufiez Lopez

6.2.3. Reactivos quimicos

Se empled fenol saturado con Tris pH 7.9, glicina ultrapura, marcador molecular
Benchmark Prestained Protein Ladder (No. de catalogo 10748-010), marcador
molecular Benchmark Protein Ladder (No. de catalogo 10748-012), Quant-iT™ Protein

Assay Kit se adquirieron de la casa comercial Invitrogen, (Eugene, Obregon, USA).

Los reactivos azul de bromofenol, sustrato liquido para membranas: BCIP/NBT-Blue
(No. de catalogo B3804), B- mercaptoetanol, acido etilendiamintetracético (EDTA),
inhibidor de proteasas, iodoacetamida, polivinilpolipirrolidone (PVPP), dodecil sulfato
de sodio (SDS), tiourea, urea, se adquirieron de la casa comercial Sigma Aldrich (St.

Louis, MO, USA).

Los reactivos acetato de amonio, acido clorhidrico, acido acético, azida de sodio,
bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, etanol,
fosfato de sodio dibdsico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de potasio dibdsico,

glicerol, se adquirieron de la casa comercial Fagalab (Mocorito, Sin. México).

El aceite mineral, agarosa de bajo punto de fusion (overlay), agua nanopura, anfolitos,
azul de Coomasie R-250, chaps, ditriotreitol (DTT), membrana de PVDF (No. catdlogo
162-0184), Tris; tiras IPG 7 cm rango 4 -7 (No. de catdlogo 163- 2001) y 3-10 (No. de
catalogo 163-2000), se adquirieron de la casa comercial Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

El buffer general de extraccion ELISA, para-nitrofenil fosfato, Tween 20, se adquiri6

de la casa comercial Agdia (Elkhart, Indiana, USA).

La solucién Destreak se adquiri6 de la casa comercial Amersham Biosciences

(Buckinghamshire, United Kingdom).

El agua grado HPLC, metanol grado HPLC se adquirié de la casa comercial Karal

(Ledn, Gto.).
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6.3. Métodos

6.3.1. Caracterizacion serologica de plantas colectadas

Se tomaron fotos representativas de los sintomas presentados por las plantas colectadas,
y se describieron detalladamente. Para descartar agentes causales de origen viral
conocido en las plantas de tomate a utilizar en el andlisis protedmico, estas se evaluaron
mediante la prueba inmunoenzimatica, DAS-ELISA, para los virus AMV, CMV, TMV,
TEV, TRSV, ToRSV, TSWV, ToCV, TICV, PVY, PVX, PLRV, PVS, PVA, PVM, y
para determinar presencia o ausencia del virus TOANV en estas plantas, se utilizé la

misma técnica.

Para determinar hospederos alternos del virus TOANV se analizaron también por DAS-
ELISA, pero Ginicamente para este virus, dos plantas de teresitas (Catharantus roseus),

y tres de bledo (Amaranthus retroflexus).

6.3.1.1. Prueba de inmunoadsorcién con enzimas ligadas para la deteccion de

fitopatogenos (DAS-ELISA)

Se utilizo6 la prueba de inmunoadsorcion con enzimas ligadas o ELISA (Enzime Linked
Inmunosorbent Assay) reportado por Cruz y Farias, (1997) (Figura 10).Los anticuerpos
(gammaglobulina) especificos para cada agente patogénico se utilizaron a una dilucion
(1:300, en el caso de los anticuerpos comerciales (Agdia), y 1:500 para el anticuerpo
policlonal contra TOANV. Las muestras se colocaron en relacion 1:10 p/v. Las pruebas

que resultaron positivas se analizaron una segunda vez para su confirmacion.
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Figura.10. Diagrama de flujo de la prueba de inmunoadsorcién con enzimas ligadas para

la deteccion de fitopatdgenos (DAS-ELISA).
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6.3.2. Prueba de inoculacion con extracto de plantas de tomate con sintomas de

marchitez manchadas y positivas con DAS- ELISA para el virus TOANV.

Se inocularon plantas de tomate y de teresitas, por infiltracion de los extractos de tejido
positivo de tomate para TOANV en plantas de tomate variedad gavilan, para probar que
el agente causal provocaba los sintomas caracteristicos, conjuntamente con esto obtener
muestras en condiciones mas controladas para el andlisis protedmico y en teresitas la

infiltracion se hizo con el fin de purificar el virus.

El tejido positivo de tomate congelado y molido, se uso en relacion 1:10 en buffer de
extraccion (sulfito de sodio 0.13 %, PVP 2 %, leche descremada 0.2 %, tween-20 2 %,
azida de sodio 0.02 % diluido en buffer de lavado) pH 7.4 para el virus ToOANV, se
mantuvieron a temperatura constante 28 °C, se registraron sintomas y se analizaron por
DAS-ELISA a los 15 dias post inoculacion (dpi). Como control negativo, las plantas

fueron infiltradas con buffer de extraccion.

6.3.3. Anadlisis protedmico

El andlisis proteémico, se hizo con la finalidad de identificar las proteinas de la capside
de manera diferencial en las dos plantas de tomate positivas para el virus TOANV,
confrontadas con dos plantas de tomate negativas para este virus, como controles y
evaluadas con la prueba DAS-ELISA. Para llevar a cabo el andlisis proteémico, es
necesario estandarizar las condiciones de extraccion del tejido foliar de las plantas de
tomate, ya que como se ha mencionado anteriormente, estas condiciones varian de
tejido a tejido. Tomando como base el método de extraccion de solubilizacion con fenol
de Hurkman y Tanaka (1986), también se estandarizd las condiciones de
electroisoenfoque, donde se ensayaron los rangos de pH de 3-10 y 4-7, del rango de 4-7
se hicieron 3 repeticiones experimentales de las dos réplicas bioldgicas de la condicion
enferma (positiva para el virus TOANV) y una réplica biologica para la condicién sana
(negativa para el virus ToANV), se compararon en el programa Gelscape para
identificar las proteinas diferenciales y aproximar los pesos moleculares y puntos

isoeléctricos de estas proteinas.
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6.3.3.1. Optimizacion del método de extraccion de proteinas

Se tomo6 como punto de partida el método de extraccion por fenol, utilizado para tejidos
vegetales recalcitrantes, reportado por Hurkman y Tanaka (1986). E1 método se basa en
la extraccion de las proteinas que se solubilizan en fenol saturado (Phe). Para optimizar,
este método se ensay6 adicionando PVPP como agente “secuestrante” de fitoquimicos y
sin PVPP, ademas se evallio el efecto de lavados de la pastilla con solventes orgénicos
(acetona y metanol preenfriados a -20 °C), que tiene como objeto eliminar moléculas no
proteicas y sales, para el rendimiento de la proteina se probo con diferentes ciclos de
sonicacion y cantidad del agente reductor a-mercaptoetanol, las proteinas se

solubilizaron en buffer IEF. El método final optimizado fue el siguiente:

El tejido vegetal fue finamente molido con nitrégeno liquido usando pistilo y mortero
0.2 g de tejido molido fue resuspendido en 500 pL de buffer de extraccion
(Polivinilpolypirrolidona (PVPP) 1%, glucosa 0.7 M, KCI 0.1 M, Tris-HCI 0.5 M pH
7.5, Etilendiamintetracético (EDTA) 5 mM, B-mercaptoetanol 2%). La mezcla fue
extensivamente homogenizada en hielo a 2 °C con un macerador de tejidos marca Cole
Parmer por 15 minutos, para romper las células vegetales. Posteriormente se adiciond
fenol saturado con Tris-HCI pH 7.5 (500 pL) y la mezcla fue rehomogeneizada por 30
minutos a 2 °C y finalmente centrifugada a 13,000 rev/min a 4 °C por 30 min. Las
proteinas del extracto fueron precipitadas a partir de la fase final de fenol con 5
volumenes de acetato de amonio saturado en metanol a -20 °C toda la noche a -20 °C.
Posteriormente se centrifugd a 13000 rev/min a 4 °C por 30 min. El sobrenadante se
removid cuidadosamente con una pipeta y se desechd, la pastilla que contiene las
proteinas vegetales, se resuspendid de nuevo en 2 volimenes de metanol saturado con
acetato de amonio preenfriado (-20 °C), se incub6 a -20 °C por 15 minutos y se
centrifugd por 15 minutos a 13, 000 rev/min. Se removio el sobrenadante y la pastilla
se incub6 a 37 °C, en una placa de calentamiento por 5-10 minutos o hasta que estuviera
totalmente seca. Se colocd inmediatamente en hielo y se resuspendié en buffer de
solubilizacion (urea 7 M-tiourea 2 M). Se centrifugd por 5 minutos a 4 °C y se
recuper6 el sobrenadante, la proteina solubilizada se almacené a -70 °C para su

posterior uso (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de flujo de la extraccion de proteinas por fenol modificado

(Hurkman y Tanaka, 1986) y optimizado para hoja de tomate.
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6.3.3.2. Cuantificacion de proteinas

La proteina obtenida se cuantific6 con el kit comercial Quant-It™ Protein Assay Kit
(Invitrogen) que se basa en la unidon de un fluoréforo especifico a proteinas. Todos los
reactivos deben utilizarse a temperatura ambiente. Este kit contiene 3 estandares a las
siguientes concentraciones: estandar 1: 0 ng/uL), estdndar 2: 200 ng/uL, estdndar 3: 400
ng/uL de albumina de suero bovina (BSA) en buffer TE con las cuales se calibra el
equipo Qubit™ fluorémetro (Cat. No. Q32857) (Marca Invitrogen). La solucion madre y
el fluoroforo (fluorescencia maxima excitation/emission: 470/570 nm) con los cuales se
conforma la solucién de trabajo. Siendo el rango de concentracion de proteina a la que
se puede leer de 0.25-5 pg/mL. Por lo cual, se hicieron diluciones de la muestra 1:100

en buffer (urea 7 M-tiourea 2 M).

Se prepararon 200 pL de solucidon de trabajo por cada tubo de reaccion, incluyendo los
tres estandares, la cual se obtuvo mezclando 1 pL de solucion A (Fluoroforo), con 199
uL de solucion B. Se aplicod vortex por 2-3 segundos y se colocd en cada tubo para
lectura 190 pL de solucion de trabajo y 10 uL de muestra, se aplicd vortex por 3
segundos a cada tubo, posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos

y se leyo en el fluorometro Qubit™ fluorémetro ( Invitrogen) (Figura. 12).

La concentracion de proteina se calculd con la siguiente formula:

[C]=QF X (200/ X)

Donde:

[C]= concentracion de la muestra en pg/mL
QF= ¢l valor dado por el Qubit™ fluorémetro

X= el numero de microlitros de muestra que adicionados a cada tubo.

Se multiplicé por el factor de dilucion para determinar la concentracion de la muestra

original.
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Figura. 12. Diagrama de flujo del método fluorométrico para la cuantificacion proteina.
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6.3.3.3. Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

Para evaluar la calidad de las proteinas extraidas y realizacion en ensayo Western blot,
las proteinas extraidas se separaron en base a su peso molecular en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 10 y 12% de acrilamida, Se
cargaron 10 pg de proteina en buffer de carga, y para los geles que se utilizaron en el
Western blot se cargaron 40 pg en gel de acrilamida al 12%, calentandose a 100 °C en
un tubo eppendorff por 5 min, después se coloco en hielo, se mezcldé mediante vortex,
se colocaron de 10 a 20 pL de solucién de carga, y se aplicaron 100 V por 2 hrs

aproximadamente.

6.3.3.4. Electroforesis bidimensional

En la electroforesis bidimensional se separaron las proteinas de los extractos de las
plantas de tomate por punto isoeléctrico, primera dimension y por peso molecular,

segunda dimension.

6.3.3.4.1. Primera dimension: Isoelectroenfoque (IEF)

En la separacion por punto isoeléctrico, se estandarizaron variables como rango y
longitud del gel de pH Inmobilizado (IPG ¢ tira IPG) la cantidad de proteina cargada a
la tira IPG, la cantidad de anfolitos, la composicion del buffer de hidratacion, tipo de

hidratacion, gradiente de voltaje, y el voltaje empleado en el enfoque sobre la tira IPG.

El electroisoenfoque se realizé en el sistema Protean IEF Cell Bio-Rad, el méximo de
voltaje aplicado, sobre la longitud de la tira IPG fue de 4000 V para tiras de 7 cm. El
equipo brindd bajo estas condiciones un optimo maximo de longitud de campo de ~
600V/cm., de tiras de IPG, y se manejo un limite de 50 mA por tira. Las tiras de pH
inmovilizado IPG de 7 cm, se hidrataron con 100 pg de proteina previamente
cuantificadas y se resuspendieron en buffer IEF (125 uL de urea 7M-tiourea 2M o en su
defecto se utilizo la solucion Destreak (Amersham Biosciences), suplementados con
0.5% de anfolitos) el cual se equilibr6é en agitacion suave por 2 horas y se hidrataron
por 12 horas a 50 V. Una vez finalizada, se cambid el aceite mineral y se colocaron

papeles wicks hidratados con 10 pL. de agua nanopura. El enfoque de la tira se hizo con
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el siguiente gradiente 500 volts por 15 min, subida de voltaje de manera lineal hasta
llegar a 4000 V, y aplicacion constante de 4000 V hasta completar 22000 volts/hrs la

temperatura fue constante de 20 °C en todo el proceso de electroisoenfoque.

6.3.3.4.1.1. Acondicionamiento de las tiras IPG

Si las tiras fueron almacenadas a —70 °C, se temperizaron por 15 min a temperatura
ambiente antes de usarse. Se adicionaron 1.5 mL de buffer de equilibrio por tira,
primero se equilibrd la tira con el buffer I SDS-PAGE de equilibrio (urea 6 M, Tris-HCI
0.375 M, pH 8.8, SDS 2%, glicerol 20%, DTT 2% (p/v)) por 15 min en agitacion suave,
se siguid el mismo paso con el buffer II SDS-PAGE de equilibrio (6M urea, Tris-HCl
0.375 M, pH 8.8, SDS 2%, glicerol 20%, iodoacetamida 2.5 % (p/v)), adicionando en

fresco el DTT y la iodoacetamida.

6.3.3.4.2. Segunda dimension: Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se emplearon geles desnaturalizantes en un tamafio aprox. de 80x90x1 milimetros. Los
geles se prepararon de acuerdo a Laemmili (1970). Una vez acondicionadas las tiras de
pH inmovilizado, estas se colocaron sobre la parte superior del gel, en el extremo
positivo de la tira se coloco un “cuadrito” de papel filtro (wicks) prehumedecido con 7
L de marcador molecular Benchmark (Invitrogen), y se cubrid con agarosa de bajo
punto de fusion (0.5 % en buffer de corrida). Los geles se corrieron en la cdmara
Hoeffer miniEV (Amersham Biosciences) a 100 volts por aproximadamente 3 horas a

temperatura ambiente.

6.3.3.4.3. Visualizacion de proteinas

Una vez terminada la electroforesis, los geles se colocaron en una charola de plastico
con tapa y las proteinas se tifieron con azul de Coomassie R-250. El gel fue cubierto con
solucion de tenido (azul de Coomassie R-250, 1% p/v, metanol 45%, acido acético
10%) y se mantuvo en agitacion suave por 12 horas, posteriormente el exceso de azul de
Coomassie fue eliminado y se reemplazé la solucion de tefiido con solucion de

destefiido (metanol 10%, acido acético 10 %).
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6.3.3.4.4. Fotodocumentacion y analisis de geles

Los geles 2-DE se fotodocumentaron con el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Se utiliz6 el
programa Quantity-One y se analizaron las fotos de los geles comparativos con el

programa Gelscape (http://www.gelscape.ualberta.ca).

6.3.3.4.5. Determinacion del punto isoeléctrico y peso molecular de las proteinas de

geles bidimensionales

La asignacion de valores de peso moleculares, se realizaron tomando como referencia
las proteinas del marcador molecular comercial y para la determinaciéon del punto
isoeléctrico se tomo en cuenta que se utilizaron tiras de electroisoenfoque con gradiente
lineal, y por lo tanto, las diferentes unidades de punto isoeléctrico, se calcularon con el

programa Gelscape (http://www.gelscape.ualberta.ca).

6.3.4. Deteccion inmunologica de las proteinas del virus TOANV (Western blot)

Esta técnica se utilizd para detectar proteinas de la capside, del virus TOANV en los
extractos de proteinas de la parte aérea de tomate , para comprobar si con este método
se habian extraido proteinas de la capside, cuantas y de que peso molecular en los geles
de primera dimension, en los geles de segunda dimension también se hizo el Western
blot, para identificar cuales y cuantas, de las proteinas diferenciales obtenidas por el
método de extraccion de proteinas utilizado y resueltas en los geles bidimensionales
entre plantas problema y control pertenecian al virus TOANV y cuales a reacciones de la

planta a la infeccion.

Para el Western blot de primera dimension, se cargaron 40 pg de proteina en cada pozo
en geles de poliacrilamida al 12%, y para los de segunda dimension se cargaron 200 pg
de proteina en cada tira, se utilizaron las siguientes condiciones de electroisoenfoque
subida lenta de voltaje y se aplicé 28000 VH al 12%, cada corrida se hizo por
duplicado; un gel se utilizé para la transferencia y el segundo gel se tifid6 con azul de
Coomasie R-250 como referencia y seleccion de proteinas para identificacion. Para la
transferencia se utilizé6 membrana de PVDF en el equipo Mini Trans-Blot Electroforetic

Transfer Cell (Bio-Rad) por 1 hora a 50 volts por gel, se empled el anticuerpo policlonal
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anti-ToANV conjugado con la enzima fosfatasa alcalina (Turina y col., 2007) a una
dilucion 1:10,000 y se reveld con el sustrato liquido para membranas: BCIP/NBT-Blue

(Sigma- Aldrich) (Figura 13).
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Figura. 13. Diagrama de flujo del ensayo de inmunodeteccion (Western blot).
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6.3.5. Identificacion de proteinas por huella peptidica de masas PMF

La proteina se identificé en el Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca,
Morelos, en el equipo MALDI marca Applied Biosystem, mediante la técnica de mapeo

proteolitico de masas (PMF por sus siglas en inglés).

Las proteinas seleccionadas a partir de la inmunodeteccion (Western blot), y/o a partir
de los geles comparativos, se cortaron de los geles de acrilamida con una punta para
micropipeta cortada al tamafio aproximado de la proteina, para evitar contaminacion se
realizd en campana de flujo laminar y se colocaron en un tubo eppendorf en metanol al

50%, se almacenaron a -20 °C, como paso previo a la identificacion.

6.3.5.1. Preparacion de la muestra para espectrometria de masas

Todos los geles de los cuales las bandas o spots se cortaron para el andlisis de
espectrometria de masas se prepararon de tal manera que se minimizara la
contaminacion por polvo o queratinas. Se utilizo el siguiente protocolo modificado
(Shevchenko, 1996) se utilizd una matriz de acido a-ciano-4- hidroxicinamico (Figura
14). Se hicieron 4 repeticiones en el MALDI, para obtener un espectrograma bien
calibrado, los picos resultantes se exportaron y analizaron en dos programas de computo

disponibles en Internet, para la identificacion de la proteina.
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Figura 14. Diagrama de flujo para la preparacién de proteinas para espectrometria de
masas (Shevchenko y col., 1996).
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6.3.5.2. Analisis bioinformatico de los espectros de masas

Se utilizaron alternativamente dos programas informaticos ALDENTE (Expasy) y
MASCOT (Perkins y col., 1999). Ambos programas utilizan un protocolo de busqueda
denominado MOWSE (Daresbury, UK) http:/www.dl.ac.uk/SEQNET/mowse.html,

para la comparacion de los listados de masas medidos con MALDI-TOF, con las masas
de péptidos de digestiones tedricas de proteinas recogidas en bases de datos (NCBI,
UniprotKB/TrEMBL, Swiss-prot/TrEMBL). Se gener6 en este analisis, listas
priorizadas de proteinas que presentan una mayor probabilidad de corresponderse con la

identidad de las proteinas analizadas.

El programa MASCOT y ALDENTE se alimentaron con los valores m/z de los picos
arrojados por el anélisis MALDI y datos adicionales de busqueda como peso molecular
de la proteina, punto isoeléctrico, modificaciones fijas y wvariables (oxidacion-
reduccidn), entre otras. Los parametros para asignar una identificacion inequivoca en el
analisis bioinformdtico obtenidos mediante la alimentacion de los péptidos
experimentales y su correspondencia con las digestiones tedricas de las proteinas en las
bases de datos son: péptidos alineados (peptide matched); probabilidad asociada a cada
busqueda (score); y el porcentaje de secuencia de la proteina candidata que cubren las
masas de los péptidos que hemos podido identificar (Sequence coverage). Cuanto mayor
sean estos tres pardmetros, mayor es la probabilidad de una identificacion correcta
(Casado-Vela, 2003). Los valores umbral de estos tres parametros son score > 1 X 107,
peptide matched > 3 y sequence coverage > 25, ademas se toma en cuenta el punto
isoeléctrico calculado, toméndose como referencia un error permitido de £ 0.5 de

unidad.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Sintomatologia y caracterizacion serologica del material colectado

7.1.1. Descripcion de los sintomas de las plantas colectadas

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad marchitez manchada encontrados en las
plantas de tomate colectadas son marchitez general de la planta, rayadura en el tallo,
necrosis en las hojas y en la parte apical. Principalmente se observaron dafios en la parte
apical de las plantas (Figura 15 B). Estos sintomas son similares a los reportados por
Turina y col. (2007) para los sintomas generados por el virus TOANV en tomate, las

plantas en esta etapa, no presentaban flores ni frutos (Figura 15 A).

7.1.2. Descripcion de sintomas en hospederos alternos

También se observo sintomatologia en plantas de ornato comun en la region llamadas
comunmente teresitas (Catharanthus roseus) en las que se observaron lesiones
necroticas, como anillos café en hojas, también estando necrosadas los botoncillos de
las flores, y amarillamiento intervenial (Figura 16), positivo en la prueba DAS-ELISA
(Tabla 5) para el virus TOANV, esta planta se reportdé como hospedero experimental,
con sintomas de deformacion y mosaico, en las plantas de campo, se observo la
deformacion en las hojas reportado por Turina y colaboradores (2007), con la diferencia
de sintomas que en campo se observaron anillos necroticos reportados para tomate y
amarillamiento intervenial reportado solo para inoculacion mecdnica de muestras de
tomate provenientes de campo a Nicotiana benthamiana. Este virus suele ser muy
agresivo y por lo tanto, atacando principalmente la parte apical, las plantas presentan
muerte regresiva, esta se observo, pero en algunas varas que estaban seriamente
infectadas y posteriormente en la planta entera. El lugar de colecta de estas plantas

fueron los jardines del CIIDIR-SIN.

Turina y colaboradores en el 2007, reportaron la presencia de un nuevo virus en

Culiacan y Obregon denominado ToANV. Este virus citan los autores genera los
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Figura 15. Sintomas de marchitez manchada en plantas de tomate colectadas. A) planta

asintomatica, B) planta con sintomas de marchitez manchada.

Figura 16. Teresita (Catharanthus roseus) con sintomas de virosis afectando parte
aérea. Amarillamiento intervenial, deformacion de la hoja, anillos necroticos café en la

parte apical.
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sintomas de marchitez manchada que se presento recientemente en los cultivos de
tomate en Sinaloa. Empleando anticuerpos policlonales generados con el virus
purificado ToANV, se logro detectar la presencia del virus en las plantas colectadas en
campo, debido a la falta del virus purificado, para ser utilizado, como un estandar, las
pruebas ELISA, no se pudieron hacer de manera cuantitativa, por lo cudl, en las plantas

positivas, no sabemos que cantidad de virus tenemos en cada planta positiva analizada.

7.1.3. Deteccion del virus TOANV por DAS-ELISA en plantas de tomate con sintomas

de marchitez manchada

Los resultados de las pruebas de ELISA dieron positivos para las plantas de tomate
colectadas con sintomas, no asi para las plantas asintomaticas, por lo que se corrobora la
presencia del virus TOANV o una variante cercana de este en el material colectado. En
la Tabla 2, se observan los resultados obtenidos de dos plantas sintomaticas y dos
plantas asintomadticas. Estas plantas también fueron analizadas para los virus (AMV,
CMV, TMV, TEV, TRSV, ToRSV, TSWV, ToCV, TICV, PVY, PVX, PLRV, PVS,
PVA y PVM) datos no mostrados, ya que estos fueron negativos, sin embargo con esto

se descartaron otros posibles virus de la region que infectan tomate en estas plantas.

Tabla 2. Resultados de la prueba DAS-ELISA para el virus ToOANV obtenidas de

plantas de tomate colectadas en campo para el analisis protedmico

Muestra ToANV

Tomate asintomatico 1 -
Tomate asintomatico 2 -
Tomate marchitez 1 +

Tomate marchitez 2 +

Nota: Se resalta en negrita los resultados positivos, dénde (+) es positivo y (-) es

negativo.

7.1.4. Deteccion del virus ToANV por DAS-ELISA en hospedantes alternos con

sintomas de marchitez manchada

Se colectaron en campo plantas de teresita la cudl presentaba sintomas de virosis y

bledo, que y se analizaron por DAS-ELISA para el virus TOANV, para determinar si

CIIDIR-IPN 47



Maria Alejandra Nufiez Lopez

estos eran hospederos naturales alternos de este virus en la region, solo resultaron
positivas para este analisis las teresitas marchitez 1 y 2 (Tabla 3)., las plantas de bledo

resultaron negativas.

Tabla 3. Resultados de la prueba DAS-ELISA para el virus TOANV en hospederos

alternos

Muestra ToANV
Teresita marchitez 1 +
Teresita marchitez 2 +

bledo sintomatico 1 -
bledo sintomatico 2 -

bledo sintomatico 3 -

Nota: Se resalta en negrita los resultados positivos, donde (+), es positivo y (-) es

negativo.

7.1.5. Experimentos de infiltracion en teresitas (Catharanthus roseus)

En el experimento de infiltracion, las plantas inoculadas (tres macetas alineadas en la
parte frontal (Figura 17 A) resultaron positivas para la prueba de DAS-ELISA (Tabla
4), en cuestion de sintomas, una de las plantas se marchité rapidamente y las demas
inoculadas, solo estaba necrosada la parte apical, a los 15 dias después de la inoculacion
(Figura 17 B) el sintoma de necrosis apical, observado en las plantas inoculadas fue
resaltado en un circulo amarillo (Figura 17 B). Las plantas control, plantas de las tres
macetas posteriores no presentaban estos sintomas, y resultaron negativas por DAS-
ELISA (Tabla 4) sin embargo no se observaron los sintomas caracteristicos de anillos
necroticos, ni amarillamiento intervenial, observados en las plantas de teresita positivas
para TOANV por DAS-ELISA analizadas de campo lo cual, puede deberse a la cantidad
de virus en las plantas y a factores ambientales, ya que estas plantas se mantuvieron en

condiciones controladas de temperatura.

Se observo mediante la prueba de ELISA que las plantas positivas para el virus TOANV

fueron: 2, teresita marchitez 1 y teresita marchitez 2. Por lo que se podria considerar que
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las muestras presentan el virus TOANV o alguna variante cercana a este, dado que la

técnica ELISA no genera resultados contundentes.

Tabla 4. Resultado de la prueba DAS-ELISA para teresitas (Catharanthus roseus)

inoculadas por infiltracion con tejido de tomate positivo para el virus TOANV

Muestra ToANV Muestra ToANV
teresita control 1 - teresita inoculada 1 +
teresita control 2 - teresita inoculada 2 +
teresita control 3 - teresita inoculada 3 +

Nota: Se resalta en negrita los resultados positivos, donde (+), es positivo y (-) es

negativo.

También se inocularon plantas de tomate por infiltracion, las cuales se contaminaron
con otros virus, debido a la presencia de insectos vectores que atacan al tomate,
presentes en la region, por lo no se pudieron tener resultados confiables, y no se

reportan en esta tesis.
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" inoculada

Figura 17. Experimento de infiltracion en teresitas (Catharanthus roseus). A) Plantas
inoculadas por infiltracién con el virus TOANV y control a los 15 dpi, B) planta control

contra planta inoculada.
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7.2. Analisis de proteinas

7.2.1. Optimizacion del método de extraccion de proteinas y separacion por

isolectroenfoque

Para esta optimizacion de método de extraccion de proteinas se utiliz6 una planta de
tomate a la cual, se hicieron extracciones de proteinas con el mismo método Fenol
(Hurkman y Tanaka, 1986), el cual generalmente sufre modificaciones, de acuerdo al
objetivo buscado, por lo que se prob6 la cantidad aproximada de rendimiento y la
calidad de los geles 2-D para cada una de la condiciones probadas de la Tabla 5, donde
se observa que el promedio del rendimiento de todas las muestras estdn dentro de un
rango de 1.9 a 2.9 mg proteina/g de muestra fresca, dieron cerca de 2 pg/ul, y en total
cerca de 500 pg de proteina por 200 mg de tejido procesado, lo que permite realizar
hasta tres geles bidimensionales por extraccion. Cabe recalcar que el tener mayor
rendimiento de proteina, no necesariamente implica que sea adecuado para la separacion
bidimensional, por lo que las condiciones se evaluaron como se describird

posteriormente.

Tabla 5. Rendimiento de extraccion de proteinas

Método de extraccion de Promedio de rendimiento
proteinas fenol (Hurkman, mg proteina/g
1986). de muestra fresca
A Fenol con lavados 2.955
B Fenol sin lavados 2.892
C Fenol/PVPP con lavados 2.389
D Fenol/PVPP sin lavados 1.973

Una vez obtenidos estas muestras fueron separadas en base a su peso molecular en un
gel desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12%. En la Figura 18, se muestran las proteinas
extraidas por los distintos métodos, donde se observa que aun cuando las proteinas
fueron cuantificadas por el mismo método y se tratd de cargar en el gel la misma
cantidad no se observan homogéneas respecto a la cantidad, esto puede deberse a que el

PVPP es un secuestrante de fitoquimicos, pudiéndose haber interferido con la
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cuantificacion sobre todo en las muestras a las que no se adiciond. Los lavados también
ayudan a remover contaminantes y fitoquimicos presentes en las muestras, por lo que
este factor también pudo haber creado esta variacion en la calidad de los extractos de
proteina, la cual fue cuantificada por un solo método para todas las muestras cargadas
en el gel de la Figura 18. Pero en general las proteinas se separaron de manera correcta
y entre las muestras A, B, C y D, se presenta un patron electroforético muy homogéneo,
las bandas son muy legibles, de buena calidad y se pueden observar proteinas en todos
los pesos moleculares, lo cual nos indica que el extracto es una mezcla compleja de

proteinas.

Las mismas muestras A, B, C y D, fueron acondicionadas y separadas
bidimensionalmente en tiras de pH inmovilizado de 7 cm de un rango de pH de 3 a 10
con un total de 22000 VH aplicados en el isoelectroenfoque y posteriormente separadas
en un gel SDS-PAGE al 10% para observar cual era el efecto del PVPP y los lavados en
la separacion de las mismas por pl y peso molecular, ya que los contaminantes presentes
en las muestras afectan el enfoque de las proteinas. Si esto no se realiza de manera

correcta, no se puede seguir con el andlisis protedmico buscado en este trabajo.

En el gel 2-D de la muestra A (Figura 19 A), se observan estriamientos horizontales y
verticales, en el gel 2-D de la muestra B (Figura 19 B), se observa un estriamiento
horizontal, mas parecido a un barrido, las proteinas no estan bien enfocadas, y solo se
observa como una especie de grandes manchas no muy bien definidas, en el gel 2-D de
la muestra C (Figura 19 C), se observan regiones claras, las proteinas no estan estriadas,
pero no estan bien enfocadas y estdn concentradas en una pequefia region de pH del gel,
tampoco estan bien separadas por peso molecular lo que puede ser ocasionado por falta
de solubilidad de las proteinas. En el gel 2-D de la muestra D (Figura 19 D), se
observan proteinas enfocadas en la mayor parte del area del gel y no se observa
contaminacion en el fondo del gel, lo cual nos indic6 que las proteinas obtenidas por

este método son las adecuadas para este estudio.
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Figura 18. Comparacion electroforética entre los distintos métodos de extraccion. Gel
de acrilamida al 12%. Los carriles A, B, C, D, corresponden a las variaciones en
métodos de extraccion antes descritos, 10 pg de cada muestra fueron cargados. MW,

corresponde al marcador de peso molecular Benchmark (Invitrogen).
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Figura 19. Geles bidimensionales representativos de los distintos métodos de extraccion

evaluados. A), B), C) y D).
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De lo anterior se puede concluir que el métodos idoneo para la extraccion y separacion
de proteinas en dos dimensiones es el método optimizado D el cual evita lavados
extensos con solventes orgédnicos, (un problema con el lavado final con acetona, es que
la pastilla en este Gltimo paso, se oscurece, produciendo oxidacion de las proteinas, por
lo cual, este solvente se descartd) e incluye el reactivos PVPP que captura
contaminantes presentes en tejidos vegetales tales como: fenoles y otros pigmentos. Sin
embargo, en este rango de pH de 3-10 y en minigeles, hay todavia spots, que pueden
corresponder a mas de una proteina, eso, no nos ayudaria mucho a la identificacion de
proteinas de interés. Las proteinas se visualizan de forma mas adecuada para los anélisis
siguientes. En los geles de pH de 3-10, se visualiza acumulacion de proteinas en el
rango de pH de 4-7, por lo que se separ6 en el rango de 4-7, en donde las proteinas se
separaron de forma mas adecuada. Este método fue seleccionado para posteriores
extracciones y el rango donde se observan mejor cantidad de proteinas para los
extractos es el de pH 4-7, ya que las proteinas alcalinas de 3-10 y de alto peso molecular

son dificiles de resolver.

7.2.2. Analisis bidimensional comparativo

Con el objeto de determinar las proteinas que se encuentran expresadas
diferencialmente entre las plantas sanas y las sintomaticas, se separaron en tiras IPG de
rango de pH 4-7 las proteinas extraidas por el método D de las plantas colectadas. En la
Figura 20, se observa los geles representativos de la comparacion de las condiciones
sana y enferma. Se obtuvieron siete proteinas diferenciales. Estas proteinas diferenciales
se encontraron dentro de rangos de puntos isoeléctricos de 5.2 a 6 y pesos moleculares
basados en el corrimiento de las proteinas en el gel y con referencia al marcador
molecular Benchmark (Invitrogen). Los rangos de estas proteinas comprende 18.8 kDa,
la de peso molecular menor a 37.2 kDa la de peso molecular mayor Tabla 6. El criterio
para seleccionar proteinas diferenciales, fue que estas se presentaran de manera
constantes en las tres réplicas técnicas de cada muestra bioldgica, para lo anterior se

utilizé en el programa Gelscape (http://www.gelscape.ualberta.ca), que se alimentd con

las réplicas de los geles presentados en el anexo 1. En la Figura 20 B se marcan en
circulo las proteinas que se encontraron diferenciales en el gel representativo de la

planta sintomatica.
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Figura 20. Geles comparativos en rangos de pH de 4-7. A) pertenece a la condicion

sana, B) pertenece a la condicion enferma.

Tabla 6. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos aparentes de las proteinas expresadas

diferencialmente, resultante del programa Gelscape (http://www.gelscape.ualberta.ca)

Proteina pl MW
1 5.7 28.0
2 5.8 18.8
3 6.0 18.9
4 5.7 18.9
5 5.2 19.6
6 5.6 19.6
7 5.3 37.2

De las proteinas identificadas diferencialmente previo a su identificacion mediante

espectrometria de masas es imposible determinar que proteinas provienen del genoma
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del virus y cuales de la planta, por lo que se decidi6 emplear los anticuerpos
policlonales anti-ToANV para identificar las proteinas virales mediante la técnica de

Western blot, como se presenta a continuacion.

7.2.3. Deteccion de las particulas del virus TOANV mediante Western blot

La técnica de Western blot, aporta mas informacion al realizarse sobre proteinas
previamente separadas. Se utilizé solo un anticuerpo anti-ToANV, que esta conjugado
a la enzima fosfatasa alcalina, el cual ahorra un paso de protocolo estandar, ademas
reduce en mucho los artefactos. En la Figura 21-A se muestra la deteccion inmunolédgica
de una proteina de peso molecular aparente de 28 kDa, banda unica visualizada en el
Western blot de primera dimension, misma que no fue identificada en las plantas sanas
pero si en las muestra correspondiente a la planta sintomatica marchitez manchada 1,
misma que fue confirmada por la prueba ELISA para la presencia del virus TOANV.
Una proteina de la capside de tamafio de 28 kDa, también fue reportada como proteina
de la céapside del virus ToOANV (Turina y col.,, 2007). En la muestra marchitez
manchada 2 esta proteina no fue identificada (Figura 21 A), aun cuando esta planta al
ser valorada de manera cualitativa por la prueba ELISA result6 positiva (Tabla 2).
Como control de carga de proteina se muestran un gel similar donde las proteinas de
todas las muestras fueron tefiidas con Azul de Coomassie (Figura 21 B), donde se

muestra que no existe una diferencia entre la proteina carga de una muestra a otra.

Una probable razon de esto podria ser que las proteinas de la planta marchitez 2 se
encontraban en una etapa de infeccion donde la presencia de la proteina de 28 kDa no se
encontraba expresada en altos niveles, y asi si la proteina se encontraba por debajo del
limite de los sustratos colorimétricos empleados en la técnica Western blot, esta no seria
detectada, a menos que se empleara un método mas sensible. Aunado a que la 2D-
PAGE también tiene una limitacion importante en la deteccion de proteinas poco
abundantes, como las proteinas virales de la capside en plantas en etapas tempranas de
infeccion. Muchos patdégenos de plantas, incluidos los virus, se encuentran en titulos
muy pequeios, lo que no es posible correlacionar muchas veces con la severidad de
sintomas presentados por la planta. Los virus también tienden a acumularse de manera
irregular en distintas partes de la planta. Para el caso de este agente causal de origen

viral, no hay estudios de este tipo en los cuales pudiéramos basarnos, para asegurar la
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extraccion de cantidades considerables de proteina de la capside en las dos plantas de
tomate analizadas en el analisis protedmico, ya que el criterio de seleccion de estas fue
en base a sintomas de marchitez manchada. Asi la proteina de la capside de 28 kDa que
se identifico con el anticuerpo, pudiera haber estado muy diluida en el extracto, debido a
que se utilizo toda la parte aérea para obtener proteinas totales, entre las cudles estan
incluidas las del patdogeno. En estos estudios protedmicos es necesario a veces realizar
un fraccionamiento de la muestra para reducir la complejidad de los extractos. El
método de extraccion de proteinas empleado podria también estar dejando de lado un
grupo desconocido de proteinas incluyendo otras proteinas virales de la capside, como
se ha mencionado anteriormente no existe un método que extraiga el total de las

proteinas.

De acuerdo al peso molecular aparente de la proteina identificada en el Western blot (28
kDa), (Figura 21 A) corresponderia a una proteina de la capside reportada por Turina y
colaboradores (2007) del mismo peso molecular. Para identificar si la proteina de 28
kDa corresponde a la proteina 1 (del mismo peso molecular) identificada en los geles
bidimensionales comparativos (Figura 20 B, Tabla 6) se realizo un ensayo Western blot
en las que se separ6 las proteinas en un gel bidimensional (rango pH 3-10) (Figura 22),
donde se muestra el resultado donde se confirmé que la proteina identificada en Western
blot de una dimension corresponde a la proteina 1 diferencialmente expresada de la
Figura 20 B. Con esto se puede concluir que al menos se identifica una proteina de
origen viral y el resto de estas proteinas pueden ser expresadas por la planta en

respuesta a la enfermedad.
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Figura 21. Deteccion inmunologica de proteinas de la capside del virus TOANV. A)
Western blot SDS-PAGE, B) Gel tefiido con azul de Coomasie. Donde S1: planta Sana
1, S2: planta sana 2, M1: planta marchitez 1, M2: planta marchitez 2. 40 pg de proteina
se cargaron en cada carril. 10 pL. de marcador molecular Benchmark Prestained

(Invitrogen).
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Figura 22. Deteccion inmunolédgica de proteinas de la cépside del virus mediante
Western blot en gel 2-D SDS-PAGE. Tira IPG utilizada gradiente de pH 3-10
sobrecargada con 200 pg/uL de proteina de la planta marchitez 1 y enfocada 22000 VH.
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7.2.4. Identificacion de la proteina 1 diferencial mediante espectrometria de masas

Los resultados de la identificacion de la proteina seleccionada (proteina 1, Tabla 6),
mediante la técnica de huella peptidica de masas, se muestran en la Tabla 7, donde se
enlistan los picos experimentales obtenidos de la digestion con tripsina y visualizados
en el espectrograma (Figura 23), donde el pico base, de mayor intensidad es el pico 22,
el cual tiene un 60 % de intensidad, este valor es tomado como referencia de 100% para
los demas picos. Se observa en el espectrograma que los picos estan separados y
distinguibles unos de otros, lo que permite continuar con el analisis bioinformatico. En
total resultaron 46 péptidos, con los que se hizo el analisis bioinformatico en los

programas MASCOT y ALDENTE.

Tabla 7. Picos experimentales obtenidos del analisis MALDI de la proteina 1

Pico no. m/z Pico no. m/z

1 700.111358 24 885.726006

2 704.859881 25 891.786541

3 708.747227 26 894.763013

4 714.226488 27 897.758597

5 719.255828 28 902.853168

6 733.114491 29 908.754743

7 748.933778 30 1044.832257
8 762.247685 31 1058.696490
9 789.000222 32 1065.835283
10 794.880296 33 1075.784894
11 806.994177 34 1081.775248
12 813.930346 35 1083.757744
13 816.842612 36 1085.765173
14 824.862691 37 1096.649215
15 829.070674 38 1101.692190
16 831.829212 39 1109.756931
17 839.804685 40 1120.629957
18 843.878131 41 1202.057151
19 854.844262 42 1270.756667
20 862.984389 43 1285.377233
21 868.887714 44 1308.671288
22 876.829693 45 1457.822252
23 878.805906 46 1475.690731
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Figura 23. Espectrograma resultante de la proteina 1, identificada por PMF en el equipo

MALDI-TOF. Dénde se muestran los picos mas prominentes y sus masas (Mm/z).
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Los resultados de la busqueda en el programa de ALDENTE EXPASY y MASCOT
estan resumidos en la Tabla 8. El resultado enlistado en primer lugar que nos identifico
a la proteina de la capside del virus OrMV como la mas probable en las bases de datos
fue obtenido por el programa MASCOT vy los siguientes resultados fueron arrojados por
el programa ALDENTE, si un resultado se hubiera repetido en los dos programas nos
hubiera confirmado la probabilidad de este, lo que no ocurrid6 en este caso

particularmente y en esta busqueda.

Tabla 8. Proteinas arrojadas por los programas ALDENTE y MASCOT

MW pl  Score % AC ID
kDa Cobertura
Proteinadela 28.836 6.1 36 28% Q1XIS0 Q1XISO_OMV
capside del
(Ormv)
Proteina de la 30 6.3 32 11% Q715T3  Q715T3 9POTV
capside del (F)(C 2
(YMMV)
Proteina de la 30 6.1 37 8% Q8JP13 Q8JP13 9VIRU
capside del
(CGRMYV)
Proteinadela  35.049 6.4 28 20 % Q5GJ30  Q5GJ30 9POTV
capside del
(SPEMV)

Nota: En esta Tabla, solo el primer resultado se obtuvo del programa MASCOT, y los
siguientes del programa ALDENTE.

El éxito de la identificacion de las proteinas depende de la evidencia en la cual se
soporte. Asi, la huella peptidica de masas solo provee la identificacion estadistica mas
probable. Solo el resultado de la proteina de la capside del OrMV arrojado por el
programa MASCOT (Tabla 8) cumple estos parametros descritos en la seccion de
Meétodos (6.3.4.2.), sin embargo estos resultados no son concluyentes, por lo que no se
puede asegurar sea el OrMV (virus del mosaico del Ornithogalum), que fue el que
present6 el mayor porcentaje de cobertura y uno de los score mas altos en este analisis
bioinformatico. Ya que no se tiene referencias que el tomate sea un hospedero de este
virus, y ademas se tiene la prueba del Western blot, donde esta proteina reacciona con el

anticuerpo anti-ToANYV, coincidiendo ademas en sintomas.
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La identificacién por huella peptidica de masas, no pudo ser totalmente concluyente
debido a que el genoma de este organismo no estd completamente caracterizado, por lo
que hasta este punto del andlisis nos encontramos identificando la cépside de un virus
de ARN de cadena positiva, lo que nos d4 informacion para poder disefiar primers
basados en la region conservada RdRp, como estrategia de deteccion de estos virus, la
mayoria de los virus a los que muestra homologia, pueden producir necrosis en las
hojas, por lo que también nos sugiere que este virus pudiera estar causando la necrosis

(manchado de las hojas).

La estrategia utilizada en este trabajo y la informacion generada del mismo contribuyo
al conocimiento de nuevas técnicas para la identificacion de fitopatdgenos, arrojando
mapas de referencias de proteinas de respuesta (proteinas diferenciales), para futuros

trabajos de interaccion planta-patdogeno en tomate.

En todos los casos, las bases de datos muestran homologia con virus de ARN de cadena
positiva donde hay partes o dominios conservados de la familia Potyviridae y por
similaridad contiene un dominio catalitico RdRp comun a la superfamilia de los
picornavirus, la cual también comprende a la familia sequivirus (Liljas, 2002) a la cual
pertenece el virus ToANV hecho en base al andlisis del genoma parcialmente
caracterizado (Turina y col., 2007). Por lo que debido a la falta de informacién generada
con respecto a nuevos virus o virus pobremente estudiados se dificulta la clasificacion e

identificacion inequivoca de estos.

A menos que el genoma de un virus esté completamente secuenciado, no hay garantia
de que la verdadera secuencia de la proteina analito esta presente en la base de datos. Si
eso falta, entonces se pueden obtener puntuaciones dentro de los rangos aceptables con
otras especies que son de interés, y asi en su defecto se obtiene una caracterizacion por

homologia.

Aunque hay un resultado que entra dentro de los valores umbral proteina de la capside
del (OrMV) (Tabla 8) con un pl de 6.1, score de 36 y porcentaje de cobertura de 28 %,
el peso molecular es 0.8 kDa mayor, sin embargo debido a que este virus no es un

hospedero en tomate, no se consider6 un resultado concluyente. La razén por la que no
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se haya podido identificar esta proteina al 100% en las bases de datos pueden ser
diversas, ya sea que el virus al que pertenece esta proteina esté pobremente estudiado o

que se trate de un virus nuevo.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se detecto el virus TOANV en plantas de tomate con sintomas de marchitez manchada,

por medio de la prueba DAS-ELISA.

Se encontré un hospedero natural alterno del virus TOANV, no previamente reportado
por medio de DAS-ELISA, que presenta sintomas parecidos a los reportados para el
virus TOANV como lesiones necrdticas en la parte apical, malformacioén de las hojas
muerte regresiva reportado para tomate y amarillamiento intervenial reportado para

tabaco.

Los geles bidimensionales muestran diferencias en los patrones de proteinas de plantas

sintomaticas y asintomaticas.

Se encontr6 una proteina de aprox. 28 kDa p.l. aproximadamente 6 en geles de pH 4-7

diferencialmente e inmunodetectada con el anticuerpo ToANV.

Por espectrometria de masas PMF y los anticuerpos se pudo caracterizar la proteina
encontrada en plantas sintomaticas de tomate dando homologia con la proteina de la
capside del virus del mosaico del Ornithogalum (OrMV) y de otros virus de la familia

Picornaviridae.
La proteina de aproximadamente 28 kDa, es de un virus no completamente

caracterizado, como el ToANV, o en su defecto de un nuevo virus en la region

infectando plantas de tomate.
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IX. RECOMENDACIONES

Preparacion de muestras

e Enriquecer el extracto eliminando la proteina Rubisco por medio de la columna

de afinidad.

e Un problema que se tuvo con las proteinas predominantes es que pueden eclipsar
a las mas pequefias o las menos abundantes cuando son analizadas por EM. Para
resolver este problema se utiliza el fraccionamiento del viriéon en la fraccion
soluble (membrana) e insoluble (centro); estas fracciones se tratan con

detergentes y centrifugacion a altas velocidades.

e En la extraccion por fenol de Hurkman y Tanaka, modificar el buffer de
extraccion adicionando detergentes en la composicion para extraer en mayor

cantidad proteinas de la capside de virus.

e Estandarizar otro tipo de extraccion con TCA-Acetona para obtener otro
subgrupo de proteinas.

Disefio de experimentos

e Aumentar el nimero de plantas colectadas e inocular mecénicamente el virus

purificado en tabaco, ya que es una planta modelo.

e Probar qué sintomas especificos produce esta proteina en la planta y con que

proteinas interactua para producirlos.

Espectrometria de masas

e Secuenciacion de novo por masas/masas, ya que la técnica de huella peptidica
tiene algunas limitaciones y la variabilidad de los virus en la naturaleza rebasa la
posible identificacion, debido a que muchos de los virus reportados no se
caracterizan a nivel proteinas, siendo este un campo poco estudiado. Ademas

que mediante la secuenciacion de aminodcidos se puede disenar
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oligonucleotidos para poder amplificar las regiones que no se han secuenciado

que comprenden esta parte del virus TOANV.

e Secuenciar el amino terminal para disefiar anticuerpos mas especificos que

minimicen las reacciones cruzadas con virus de la misma familia.

¢ Que se utilice la espectrometria de masas para identificar proteinas de la capside
de virus de plantas basados en PMFs en laboratorios de diagnostico

fitopatoldgicos.
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Anexo 1

En este anexo se muestran las réplicas experimentales de los geles bidimensionales de

las extracciones de proteinas de las plantas sana 1, marchitez 1 y marchitez 2.
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Figura 24. Replicas experimentales de los geles de la condicion marchitez 1 en rangos

de pH de 4-7.

Figura 25. Replicas experimentales de los geles de la planta condicidn marchitez 2 en

rangos de pH de 4-7.

Figura 26. Replicas experimentales de los geles de la condicion sana 1 en rangos de pH

de 4-7.
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Anexo 2
En este anexo encontrards los resultados de la busqueda bioinformdtica en los

programas MASCOT y ALDENTE del proceso de identificacion realizado por MALDI-
TOF.
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SMATRIX }
tsciENCES Mascot Search Results

User : Alejandra Nuiiez

Email : alejn77@hotmail .com

Search title :

Database : MSDB 20060831 (3239079 sequences; 1079594700
residues)

Taxonomy > Viruses (325293 sequences)

Timestamp : 6 May 2008 at 20:41:58 GMT

Warning : Specifying a protein mass disables mixture mode in
PMF-search

Top Score : 45 for T13525, hypothetical protein 36 - Bacillus

phage phi-105
Probability Based Mowse Score
Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a

random event.
Protein scores greater than 68 are significant (p<0.05).

../data/20080506

Concise Protein Summary Report

Formet As | Concise Protein Summary j Help

Significance threshold p< %% Max. number of hits | *°

699.104082frorr| 699.104082 frorr| 703.852605 frorr| 703.852605 frorr| 707.739951 frorr‘ 713.219212 from

713.219212frorr| 718.248552 frorr| 718.248552 frorr| 732.107215 frorr| 747.926502 frorr‘ 761240409 fromr
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861.977113frorr| 861.977113 frorr| 867.880438 frorr| 867.880438 frorr| 875.822417 frorr‘ 875.822417 from

877.798630frorr| 884.718730 frorr| 890.779265 frorr| 893.755737 frorr| 896.751321 frorr‘ 896.751321 from

901.845892frorr| 901.845892 frorr| 907.747467 frorr| 907.747467 frorr| 1043.824981fr0|‘ 1043.824981 frol

1057.689214fr0|| 1057.689214fr0|| 1064.828007fr0|| 1064.828007fr0|| 1074.777618 froi|  1074.777618 froi

1084.757897 froi| 1095.641939 frol

1005, 641939fr0|| 1100 684914fr0|| 1100 684914fr0|| 1108.749655 froi|  1108.749655 frol| 1119.622681 froi

1119.622681 fro | 1201.049875 fro | 1201.049875 fro | 1269.749391 froi| 1269.749391 froi| 1284.369957 fro

|
|
|
|
1474683455 frol ‘ 1474683455 frol
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|
|
‘ 1080. 767972fr0|| 1080. 767972fr0|| 1082. 750468fr0|| 1082.750468 froi
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
1307. 664012fro| 1307.664012fro| 1456. 814976fro| 1456. 814976fro|
2 | PVIF | Alejandra Nufiez | alejn77@hotmail. | Carbamidomethyl
Oxidation (M) | Trypsin | Monoisotopic | 30 | 0.8 Da
0 | | MSDB | 1+ | 1
| /data/20080506| 10 | | .. Viruses
concise | not again | | |
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Re-Search All
1. T13525 Mass: 109084 Score: 45 Expect: 11 Queries
matched: 14

hypothetical protein 36 - Bacillus phage phi-105

2. S18762 Mass: 59200 Score: 43 Expect: 16 Queries

matched: 13

outer capsid protein VP5 - epizootic hemorrhagic disease virus
(serotype 1, strain USA)

CAA39303 Mass: 59140 Score: 43 Expect: 16 Queries
matched: 13
EHDVVP5 NID: - Epizootic hemorrhagic disease virus

3. Q5DL22 9INFA Mass: 64138 Score: 37 Expect: 62 Queries
matched: 10

Hemagglutinin.- Influenza A virus (A/black-headed
gull/Sweden/4/99(H16N3)) .

4. Q5DL21 9INFA Mass: 64210 Score: 37 Expect: 65 Queries

matched: 10

Hemagglutinin.- Influenza A virus (A/black-headed
gull/Sweden/5/99(H16N3)).

5. T17863 Mass: 88426 Score: 36 Expect: 75 Queries

matched: 12

vitellogenin Il homolog A363R - Chlorella virus PBCV-1

6. Q96652 9REQV Mass: 35252 Score: 36 Expect: 78 Queries

matched: 10

VP6.- Bluetongue virus.

7. Q1X1SO_OMmV Mass: 28836 Score: 36 Expect: 82 Queries

matched: 10

Coat protein (Fragment).- Ornithogalum mosaic virus.

Search Parameters

Type of search
Enzyme
Fixed modifications

Mass values
Protein Mass

Peptide Mass Tolerance :
1+
-1
> 46

Peptide Charge State
Max Missed Cleavages
Number of queries

: Peptide Mass Fingerprint
: Trypsin

: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications :

Oxidation (M)

: Monoisotopic
: 30 kDa
+ 0.8 Da

Mascot: http://www.matrixscience.com/
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SMATRIX }
tsciENCES Mascot Search Results

Protein View
‘ ../datal20080506| 8 | true | 0 0 0

‘ 0 | 0.001 | 0 | 0.05
Match to: Q1XISO_OMV Score: 36 Expect: 82
Coat protein (Fragment).- Ornithogalum mosaic virus.

Nominal mass (M,): 28836; Calculated pl value: 6.10
NCBI BLAST search of Q1XISO OMV against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Ornithogalum mosaic virus

Links to retrieve other entries containing this sequence from NCBI
Entrez:

BAE92900 from Ornithogalum mosaic virus

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass values searched: 46

Number of mass values matched: 10

Sequence Coverage: 28%

Matched peptides shown in Bold Red

1 ADSMDAGGSN RQQAPLVRQQ DQDVNVGTFS VPRVKALSDK MTLPKAHGKV
51 VLNLQHLVQY NPEQTDISNT RATRTQFNNW YDKVRDSYGV TDDQMAVILN
101 GLMVWCIENG TSPNLNGNWT MMDGDEQIEY PLQPVLENAQ PTFRQIMAHF
151 SNAAEAYIEK RNSEQRYMPR YGSQRNLNDY SLARYAFDFY EMTSRTPNRA
201 REAHIQMKAA ALRNTKTKLF GLDGKVGTEE EDTERHVASD VNRNTHSLLG
251 VNM

Show matched peptides only

No match to: 700.1114, 704.8599, 708.7472, 719.2558, 733.1145,
762.2477, 794.8803, 806.9942, 813.9303, 816.8426, 824.8627, 829.0707,
831.8292, 839.8047, 854.8443, 862.9844, 868.8877, 876.8297, 878.8059,
885.7260, 891.7865, 894.7630, 902.8532, 908.7547, 1044.8323,
1058.6965, 1075.7849, 1081.7752, 1109.7569, 1120.6300, 1202.0572,
1270.7567, 1285.3772, 1308.6713, 1457.8223, 1475.6907

>P1;Q1X1S0_OMV

Coat protein (Fragment).- Ornithogalum mosaic virus.

C;Species Q1XISO_OMV: Ornithogalum mosaic virus.

C;Species BAE92900: Ornithogalum mosaic virus

C;Family: Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.

C;Accession: Q1XISO;

C;Gene name: Name=cp;

C;Reference [1]

C;NUCLEOTIDE SEQUENCE.

C;STRAIN=G;

R;Yamamoto H., Fuji S., Inoue M., Matsumoto T.;
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