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RESUMEN

El presente trabajo se realizd en el Centro de Investigacion en Quimico Aplicada
(CIQA), en saltillo Coahuila. El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto
del extracto de gobernadora (Larrea tridentata) y hojasén (Flourensia cernua) en la
multiplicacion de Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (RHMSinV) en Nicotiana
benthamiana. En el experimento se utilizaron dos clones con el genoma total del
geminivirus RhMSinV con sus dos ADN A y B para inocular las plantas de N.
benthamiana, estos transformados en Agrobacterium tumefaciens por separado.
Para infectar las plantas modelo se utilizd6 el método de agroinfiltracion una vez
comprobada la multiplicacion del virus por PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) fueron establecidos tres tratamientos con 9 repeticiones més el control
negativo y positivo, posteriormente se realizo la aspersion de los extractos a las
concentraciones de: extracto hidroalcohdlico de gobernadora: 10, 5y 2.5 mg-mL-1
y para el extracto acuoso de hojasén: 20, 10, 5 mg-mL-1. La toma de muestras para
el primer extracto fue alos 2 dias y a los 15 dias después de la inoculacién mientras
que para el segundo extracto fue a los 7 y 15 dias dpi, una vez obtenidas las
muestras se realizaron diferentes pruebas moleculares las cuales indicaron que el
extracto de Larrea tridentata a la concentracién de 2.5 mg-mL-1 suprime el virus
hasta por 15 dias, mientras que Flourensia cernua a los 7 dias dpi tiene una

supresion en el virus a la concentracion de 5 mg-mL-1.



I. INTRODUCCION

Los geminivirus constituyen la familia mas grande, diversa y econémicamente
importante de los virus de ADN de plantas (Rojas et al., 2005; Fondong, 2013). La
familia Geminiviridae se clasifica en nueve géneros: Becurtovirus, Begomovirus,
Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus,
Turncurtovirus (Zervini et al.,2017). Dentro del grupo mas ampliamente
diversificado y distribuido se encuentran los begomovirus, los cuales infectan
principalmente plantas dicotiledoneas y son transmitidos por la mosquita blanca

Bemisia tabaci (Lazarowitz, 1992; Hernandez-Espinal et al., 2018).).

Los begomovirus se encuentran entre los patégenos mas dafinos que infectan
plantas cultivadas en todo el mundo (Morales, 2006) y esto ha sido la principal
preocupacion en la horticultura mexicana a lo largo de los afios, teniendo un
impacto negativo significativo en la produccién de cultivos de tomate, pimiento, frijol,
calabaza, melon, soja, tomatillo, tabaco, sandia y algodon (Rodriguez-Negrete et
al., 2019)

Una probable alternativa econémica y eficiente para el control de enfermedades, es
el uso de los productos naturales derivados de las plantas. Las plantas y sus
propiedades han mostrado efectos controladores contra acaros, roedores,

nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos (Celis et al 2008).

Los extractos de origen vegetal tienen determinados metabolitos secundarios los
cuales forman parte de las estrategias defensivas de las plantas, y pueden ser
agrupados en compuestos nitrogenados, fendlicos y terpenoides. Dichos
compuestos le proporcionan importantes caracteristicas a los extractos, como son
antialimentarios, antivirales, antimicrobianos, repelentes, inhibidores de
germinacion de semillas que permiten su utilizacién para proteger a los cultivos e
incrementar la calidad y su produccién alimentaria, ya que tienen la propiedad de

ser menos toxicos y mas facilmente degradables (Philogenet et al.,2004).

México es uno de los paises con mayor diversidad vegetal en el mundo,

estimandose que tiene entre 23,000 y 30,000 especies de plantas, muchas de estas



plantas no han sido exploradas bien para su utilidad medicinal o0 agronémica como
plaguicida (Sarukhan, 2017).

1.1. Justificacion

Un ser humano no puede vivir sin alimentos, y para una mejor produccion de
alimentos saludables, podemos aplicar medidas ecoldgicas que permite controlar
las plagas y enfermedades que aquejan a los cultivos en algin momento de su
crecimiento. De otro lado, al realizar esta investigacién se pretende identificar
agentes anti-fitovirales en extractos de plantas desérticas de México como
alternativas naturales que nos ayuden a controlar enfermedades virales en otros
cultivos agricolas. Con este tipo de control biolégico se tendra una alternativa para
el manejo de virus de bajo costo y amigable con el ambiente lo cual podria aportar
avances a las investigaciones sobre control natural de diversas enfermedades

fitoviroldgicas.

1.2. Objetivo general

e |dentificar extractos de plantas de zonas aridas de México con capacidad

anti-fitoviral

1.3. Objetivo especifico

» Estudiar el efecto del extracto de gobernadora (Larrea tridentata) y hojasén
(Flourensia cernua) en la multiplicacion de Rhynchosia mosaic sinaloa virus

(RHMSinV) en Nicotiana bentamiana.

1.4. Hipotesis:

A través de extractos naturales de las plantas como; Larrea tridentata (nombre

comun: gobernadora) y Flourensia cernua (nombre comun: hojasén) se puede
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controlar o disminuir la severidad del begomovirus Rhynchosia mosaic sinaloa virus

(RHMSInV) en plantas de Nicotiana bentamiana.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Plantas Desérticas de México

La palabra desierto o tesert proviene de antiguos jeroglificos egipcios y significa
‘lugar que ha sido abandonado, olvidado o dejado atras. Sin embargo, a pesar de
que “desierto” significa que no hay vida, desde el punto de vista geogréfico,
antropoldgico y bioldgico esto no necesariamente es asi. En los grandes desiertos
del mundo existen poblaciones humanas que aplican diversas estrategias para
poder subsistir y vivir de acuerdo con sus creencias. (Karlin, 2013).

La Republica mexicana esta parcial o totalmente ocupados por zonas secas: Baja
California, Baja California Sur, Durango, Coahuila, Chihuahua, Nuevo Led6n, San
Luis Potosi, Sonora, Zacatecas y Tamaulipas (Valiente- Banuet, 1995).

Las plantas que crecen en ambientes desérticos desarrollan defensas adicionales
para atenuar los efectos de altas temperaturas, rayos ultravioletas, sequia y
salinidad (Rioja- soto, 2020) y son importantes debido a la gran cantidad de

metabolitos secundarios que poseen (Trejo-Marquez et al., 2015).

2.2. Gobernadora (Larrea tridentata D.C. Coville)

2.2.1. Clasificacion taxonGmica
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliopsida
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Zygophulyllaceae
Género: Larrea

Especie: Larrea tridentata

La gobernadora (Larrea tridentata, D.C. Coville), es un arbusto comun de los
desiertos calidos de América del Norte. Es una planta importante con una larga
historia de uso medicinal (Hanan et al.,2009) Entre las propiedades medicinales
propuestas de la gobernadora, la mas destacada son sus efectos antioxidantes

(Arteaga et al., 2005). Esta especie es de hoja perenne de 1-3 m de altura,
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ramificado y nudoso. Las hojas son opuestas con dos foliolos asimétricos que
miden aprox. 1 cm de largo. Las hojas son brillantes con una gruesa capa resinosa
secretada por una epidermis glandular de las estipulas, ubicada en los nudos; el
tallo es lefioso, nudoso e inerme. Las flores son completas y nacen solitarias en las
axilas, con cinco pétalos amarillos con garras. El fruto es una capsula redondeada,
cubierta con una densa concentracion de pelos blancos. El arbusto es
desagradable para el ganado y la mayoria de la vida silvestre, generalmente es
toxico y a veces causa la muerte (Arteaga et al., 2005). Los metabolitos secundarios
de la resina (entre los que destacan fenoles, liganos y flavonoides), son defensas
bioquimicas para repeler la agresion de animales herbivoros, hongos y otros

microrganismos (Lira, 2003).

L. tridentata es una fuente notable de productos naturales, donde aproximadamente
el 50% del peso seco de las hojas es materia extraible. Los aceites volatiles forman
el 0.1% de su peso seco. Pero también se consiguio extraer de sus hojas algunos
flavonoides, alcaloides halégenos y glucdsidos (Arteaga et al., 2005). Esta especie
se ha utilizado en medicina tradicional para tratar mas de 50 enfermedades. Usos
mas comunes estan asociadas a enfermedades de origen renal y ginecoldgico
ademas de sus propiedades analgésicos, antiinflamatorios y antiviral (Gnabre et al.,
2015; Konigheim et al., 2005; Rahman et al., 2011).

Por otro lado, el extracto de L. tridentata se ha usado en agricultura como fungicida
(Rodriguez-Guadarrama et al., 2018). Por ejemplo, hasta el 100% del crecimiento
de Aspergillus flavus y Penicillum sp., dos hongos que causan problemas
importantes en el cultivo de maiz se inhibieron tras aplicacién de 3 a 7 mg-mL™! de
extracto etanolico de gobernadora (Moreno-Limon et al., 2011). El crecimiento del
micelio de otro hongo agresivo Phytophthora cinnamomi que afecta los cultivos de
aguacate, fue inhibido con extractos polifendlicos de L. tridentata a concentraciones
entre 6.96 y 8.6 mg-L! (Castillo-Reyes et al., 2015). Pefiuelas-Rubio et al. (2017)
evaluaron la capacidad antifingica de extractos de L. tridentata en la inhibicion de
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici bajo condiciones experimentales en
invernadero. Los extractos con mayor porcentaje de inhibicion y desarrollo
vegetativo fueron: diclorometano a 3000 ppm y metanol a 4000 ppm, tanto in vitro

como in vivo. A su vez, los polifenoles: el acido nordihidroguareético y los dos
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flavonoides kaempferol y quercetina, encontrados en abundancia en las hojas de
L. tridentata tienen la caracteristica de conservar y proteger frutas de los siguientes
hongos: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides
y Botrytis cinerea sin cambiar sus propiedades, la tasa de respiracién o los procesos
de madurez después su cosecha (Aguirre-Joya et al., 2018). Ademas de los
compuestos mencionados L. tridentada lleva otros componentes fitoquimicos que

se presentan en el Cuadro 1 por Brinker (1993).

Las hojas de este arbusto estan cubiertas con una capa resinosa que contiene una
mezcla compleja de fendlicos, saponinas, terpenoides y ésteres de cera que
representan del 20 al 35% de la hoja en peso seco. Mas del 80% de la resina esta
compuesta de agliconas fendlicas con el componente principal acido
nordihidroguareético (Hernandez et at., 2006). La resina extraida de la gobernadora
en combinacion con la técnica de solarizacion se propuso como método alternativo

para el control de hongos y nematodos en condiciones de campo (Lira et al., 2004).

Cuadro 1. Principales constituyentes fitoquimicos de Larrea tridentata.

Porcentaje del Tipo Tipo Compuesto
Compuesto peso seco
16-21 Lignanos Fendlicos Acido Dihidroguaiarético

Hemi-norisoguaiacin
Acido nordihidroguaiaretico
Nordihidroguaiacin

5-7.5 Flavonoides Apigenin
10-15 Kaempferol
0.1-0.2 Saponinas
Triterpenos Larreagenin A
Acido Larréico
Monoterpenos
Volatiles
Hidrocarbonos 35 Alpha penene
Delta-3-carene
Limoneno
Aromatico Benzaldheido
Benzilacetato
Benzilbutano
Metil naftaleno
Esteroides Beta-sitosterol Colesterol
Campesterol
Taninos
Carbohidratos Glucosa
Sucrosa
70.1 (de tallos) Lipidos Alkil esteres (C46-C56)




2.3. Hojasén (Flourensia cernua D.C.)

2.3.1. Clasificacion taxonGmica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Flourensia

Especie: Flourensia cernua

Flourensia cernua (hombre comun hojasén) es un arbusto endémico dominante en
el suroeste de los Estados Unidos (Texas, Nuevo México y Arizona), el norte y
centro de México (Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon, Durango, Zacatecas, San
Luis Potos, Guanajuato e Hidalgo), Argentina y Chile (Rios, 2015). La resina incluye
abundantes compuestos fendlicos y taninos condensados que proporcionan una

barrera quimica para prevenir ataques de insectos y herbivoros.

Al igual que la gobernadora, hojasén se us6é mucho en la medicina tradicional. De
los fitoquimicos obtenidos por extractos etandlicos de las hojas de esta especie, se
pueden encontrar: sesquiterpenos, pirazinas y esteroides oxigenados (Jasso de
Rodriguez et al., 2017). Ademas, tiene propiedades fungicidas, por ejemplo, se han
reportado efectos de inhibiciébn sobre Rhizoctonia solani Kihn y Phytophthora
infestans con extractos metandlicos (Gamboa et al., 2003). De la misma manera
que en la gobernadora sus productos polifenolicos inhiban el crecimiento de
Phytophthora cinnamomi a concentraciones bajas (Castillo-Reyes et al., 2015). Los
extractos etandlicos de las hojas de hojasén a 2.2 y 2.7 mg-L"* mostraron una alta
efectividad en la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum y
Rhizopus stolonifer, respectivamente mientras que sSus extractos acuosos se
estudiaron contra R. stolonifer, Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides y
los extractos con solventes organicos alternativos (lanolina, manteca de cacao)
contra R. solani (Jasso de Rodriguez et al., 2017). Ademas de ser antifingicas, su
extracto tiene propiedades antibacteriano y antioxidante (Méndez et al., 2012;

Salazar et al., 2018). F. cernua es también una fuente de compuestos fendlicos



como: quercetina, catequina, acido elagico, acido cinamico y galato de metilo. Se
ha evaluado su utilidad de ser introducido en recubrimientos comestibles para
reducir las pérdidas postcosecha de fruta (como tomate) (Jasso de Rodriguez et
al., 2017).

2.4. Extractos Vegetales

Los extractos vegetales y sus componentes principales poseen un amplio espectro
de actividades biolégicas, que pueden ser de gran importancia en varios campos.
En la naturaleza muchos de estos componentes juegan un papel importante en la
resistencia contra enfermedades e insectos (Michaelakis et al., 2007; Dunkic et al.,
2010; Bishop, 1995). In vitro se ha demostrado que los extractos crudos etandlicos
de algunas plantas exhiben propiedades antibacterianas (Bitchagno et al., 2015),
antivirales, antioxigenicas (Li et al., 2017), antimicéticas, antiparasitarias e
insecticidas (Ashok et al., 2010).

La ventaja de usar extractos organicos naturales para combatir enfermedades
frente al uso de productos quimicos sintéticos es la rapida biodegradabilidad de los
metabolitos organicos, ya que estos desaparecen con facilidad del medio ambiente
aéreo y del suelo después de que son aplicados en el campo (Nava-Pérez et al.,
2012).

La extraccion es el primer paso para separar los productos naturales deseados de
las materias primas. Los métodos de extraccion incluyen extraccion con solvente,
método de destilacidon, prensado y sublimacién (Cuadro 2). De los cuales, la
extraccién con solvente es el método mas utilizado. Las propiedades del solvente
de extraccion, el tamafo de particula de las materias primas, la relacién solvente-
soélido, la temperatura y la duracion de la extraccion afectaran la eficiencia de una
extraccién. En este tipo de extraccion, los alcoholes (etanol, EtOH y metanol,
MeOH) son los solventes universales para la investigacion fitoquimica (Zhang et al.,
2018).



Cuadro 2. Lista de varios métodos de extraccion de productos naturales (Zhang et

al., 2018)

Método Solvente Temperatura Presioén Tiempo Volumen
consumido
de solvente

Maceracién Agua, solventes  Temperatura Atmosférico Largo Grande

acuosos y no ambiente
acuosos.

Percolacion Agua, solventes  Temperatura Atmosférico Largo Grande

acuosos y no ambiente,
acuosos. ocasionalmente
bajo calor.

Decoccién Agua Bajo calor Atmosférico Moderar Ninguna

Extraccion Solventes Bajo calor Atmosférico Moderar Moderado

por reflujo acuosos y no

acuosos

Extraccion Solventes Bajo calor Atmosférico Largo Moderado

de Soxhlet organicos

Extraccion Agua, solventes Bajo calor Alto Corto Pequefio

liquida acuosos y no

presurizada acuosos.

Extraccion Fluido Cerca de Alto Corto Ninguno o

de fluido supercritico temperatura pequefio

supercritico (generalmente ambiente
S-C0O2), a veces
con modificador

Extraccion Agua, solventes Temperatura Atmosférico Corto Moderado

asistida por acuosos y no ambiente o bajo

ultrasonido acuosos. calor

Extraccion Agua, solventes  Temperatura Atmosférico Corto Ninguno o

asistida por acuosos y no ambiente moderado

microondas acuosos.

Extraccion Agua, solventes  Temperatura Atmosférico Corto Moderado

de campo acuosos y no ambiente o bajo

eléctrico acuosos. calor

pulsado

Extraccion Agua, solventes Temperatura Atmosférico Moderar Moderado

asistida por acuosos y no ambiente o

enzimas acuosos. calentada

después del
tratamiento
enzimatico

Hidro Agua Bajo calor Atmosférico Largo Ninguna

destilaciéon y

vapor

destilacién

2.5. Efecto Antifitoviral de los Extractos de Plantas

El efecto antiviral de los extractos de plantas se comprob6 ampliamente con virus

gue afectan animales y el ser humano (Biswas et al., 2019; Grauso et al., 2019;

Ebenezer et al., 2019). Sin embargo, en plantas, el control de enfermedades virales

con extracto de plantas fue reportado en pocos trabajos. En 2010, Qijian et al.

demostraron con PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en



inglés) cuantitativa en tiempo real (QPCR) que el compuesto 1-fenil-1,3,5-
trineptalquina extraido de la planta Coreopsis drummondii, suprime la actividad del
gen de la cpside del virus mosaico del tabaco (Tomato mosaic virus-TMV). Con
una concentracion de 0.2 mg-mL-* del extracto tuvo una tasa de inhibicién del 73.5%
en la infeccion y 84.3% en la replicacion del virus. La multiplicacion del mismo virus
en Chenopodium quinoa Willd., Cucumis sativus L. y Phaseolus vulgaris L. fue
inhibida con aceites esenciales extraidos de las siguientes plantas: Melaleuca
leucadendron L. Myrtus communis L. y Satureja montana L. (Jerkovi¢-Mujkic et al.,
2013).

La accion antiviral de los aceites esenciales extraidos de plantas de lavanda
(Lavendular vera) se detecté contra el virus de la marchitez del tomate (Tomato
spotted wilt virus-TSWV) en plantas de tomate. Todas las concentraciones
estudiadas (0.5, 1.0 y 2.0 mg-mL1), no solo causaron reduccién de la incidencia y
la gravedad del virus, sino también dieron un aumento significativo en los pigmentos
fotosintéticos, azucares solubles totales, fenoles y flavonoides solubles totales, asi
como la actividad de catalasa, peroxidasa y polifenol oxidasa en comparacion con

las plantas control infectadas (Kobeasy et al., 2013).

En 2018, Yazdi et al., estudiaron el efecto de varios fito-extractos etandlicos en
plantas de tabacco (Nicotiana tabacum) infectadas con el virus de Necrosis de la
nervadura del tabaco (Potato virus Y variante PYVNTN) que produce necrosis y
muerte de la planta. Los autores demostraron que 20 mg- mL* de extracto de hojas
del arbol Strophanthus speciosus redujeron significativamente la expresion de
sintomas de PVYN™Nin vitro e in vivo sin afectar el crecimiento y desarrollo normales

de la planta.

RecientementeWang et al., (2020) reportaron que el extracto de ajo crudo actua
como un inhibidor significativo contra una amplia gama de virus de la vid. Los
resultados de estos autores mostraron por gPCR en tiempo real una significada
reduccion en la acumulacién del RNA viral de siete virus que causan enfermedad
del enrollamiento de la vid. También mostraron que el extracto de ajo induce la
expresion de genes relacionados con la patogénesis y estimula la actividad de

enzimas antioxidantes en plantas de vid (Whang et al., 2020).
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Cabe mencionar que el control de virus de plantas con extractos vegetales puede

ser de manera indirecta, controlando o reduciendo la poblacion de insectos vectores

en las areas cultivadas. A continuacion, en el Cuadro 3 se presenta una lista de

plantas cuyos extractos causaron reduccion en la poblacion vectorial de

importantes enfermedades fitovirales. El efecto de estos extractos es variable

puede ser repelente, anti-alimentario y regulador o inhibidor del crecimiento de los

insectos, entre otros (Jeyalakshmi et al., 2015).

Cuadro 3. Modo de accidén de productos botanicos contra insectos vectores de
enfermedades fitovirales.

Modo de accién de productos botanicos contrainsectos vectores de enfermedades

fitovirales
Nombre de la planta Vector Fitovirus hPszmta Modo de referencia
uésped accion
Ammi visnaga (L,) Lam Mosca blanca TYLCV  Tomate IGRs Z"?ZOOUlg%OUQ et
Plectranthus neochilus Baldin et al.
Schitr Mosca blanca TYLCV Tomate Repelente (2013)
ZAllium sativum L. Mosca blanca CLCuV  Algodén IGRs Ali et al. (2010)
E;Jgﬁlllyptus globules Mosca blanca CLCuV  Algodén IGRs Ali et al. (2010)
E;Jgﬁlllyptus globules Mosca blanca CLCuV  Algodén IGRs Ali et al. (2010)
Clerodendrum inerme Reddy et al.
(L) Gaertn. Mosca blanca ToLCV Tomate Repelente (2010)
Gliricidia maculata Reddy et al.
(Kunth) Mosca blanca ToLCV Tomate Repelente (2010)
Sorghum bicolor (L.) Reddy et al.
Moench Mosca blanca ToLCV Tomate Repelente (2010)
Cymbopogon flexuosus . Reitz et al.
(Nee ex Steud.) Trips TSWV Tomate Repelente (2010)
Calotropis procera (Ait.) Prakash et al.
Ait f Saltamontes  RTV Arroz IGRs (2008)
Pongamia pinnata Prakash et al.
Ventenat. saltamontes RTV Arroz IGRs (2008)
Melaleuca alternifolia Reitz et al
(Maiden y Betche) Trips TSWV Tomate repelente '
(2008)
Cheel
Azadirachta indica A. Senthil Nathan
Juss Saltamontes  RTV Arroz IGRs et al. (2007)
Vitex negundo Linn. Saltamontes  RTV Arroz IGRs Rajappan et al.
(2000)
s . Awasthi and
Boerhaavia difusa Linn. Mosca blanca ToLCV Tomate Repelente Rizvi (1999)

IGRs, sustancias reguladoras del crecimiento de insectos; CLCuV, virus del rizo de la hoja de
Algodon: RTV, virus de Arroz tungro: ToLCV, virus del enrrollamiento de la hoja de tomate: TYLCV,

virus de rizo de hoja amarilla de tomate: TSWV, virus de la marchitez del tomate.
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2.6. Nicotiana Benthamiana

Nicotiana benthamiana es nativa de Australia es una especie de importancia
agronomica en la familia de las solanaceas, que incluye pimiento, tomate, papay
tabaco. Esta planta es alotetraploide con un genoma compuesto por 19
cromosomas; su progenitor materno es Nicotiana sylvestris (Kelly et al., 2013). A
pesar de la distribucion natural exclusivamente australiana de N. benthamiana,
ahora se cultiva en invernaderos y camaras de crecimiento de instituciones de
investigacion y empresas de biotecnologia de todo el mundo. Originalmente fue
sacada de la oscuridad por virdlogos en la década de 1940 (Kostoff D. 1940), y
utilizado en ensayos de diagnostico para la presencia e identificacion de virus en la
década de 1980 (Van Dijk et al., 1987; Bally et al., 2018).

Hoy es ampliamente utilizada como planta modelo para el estudio de cuestiones
fundamentales en las interacciones moleculares planta-microbio y otras areas de la
biologia vegetal. Esta popularidad deriva de su susceptibilidad a diversos
patdgenos y especialmente al silenciamiento génico inducido por virus y métodos

de expresion transitoria de proteinas. (Bombarely et al., 2012)

2.7. Geminivirus

Los geminivirus son virus que infectan a las plantas y se caracterizan por un
genoma de ADN monocatenario (ADNss) de 2.7 o 3.0 kb, este genoma comprende
dos componentes de ADN (bipartito: ADN A y ADN B) o un solo componente de
ADN (monopartito). Tienen una o dos capsides alargadas formadas por la unién de
dos icosaedros incompletos (o gemelos). La c4pside tiene un didmetro de 18-20 nm

y una longitud de unos 30 nm (Ramesh et al., 2017; Zhang et al., 2001).

De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), la familia
Geminiviridae constituye la mayor familia viral conocida, superando en numero de
especies descritas (~300) a todos los grupos de virus que infectan plantas,
animales, hongos, algas y otros sistemas eucariéticos o0 procarioticos, como

bacterias y arqueas (Ramesh et al., 2017). Se reconoce nueve géneros de la familia
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Geminiviridae: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, Turncurtovirus (Zervini et al.,2017), la
clasificacion se realiz6 tomando en consideracion la estructura del genoma, las
relaciones filogenéticas, el vector de insectos y el rango de huéspedes (Brown et
al., 2012).

La distribucion global de geminivirus esta directamente relacionada con el vector,
Bemisia tabaci, se estima que esta especie de mosca blanca es capaz de
establecerse en 500 plantas como hospedero alrededor del mundo, por lo que se
le considera una especie cosmopolita de mayor importancia en la transmision de
virus (Morales y Anderson, 2001) y puede desplazar hasta 200 Km de radio (Deying
et al., 2006).

Los geminivirus afectan varios cultivos entre ellos; maiz, yuca, frijol, calabaza, otras
cucurbitdceas y tomate, producidos en las zonas tropicales y subtropicales del
mundo (Bisaro, 1996).

2.7.1. Begomovirus

Los begomovirus poseen un genoma compuesto por dos moléculas circulares,
denominadas DNA-A y DNA-B de 2.6 kb, cada segmento esta envuelto con dos
icosaedros gemelos, formando dos particulas necesarias para la infeccion
(Malgarejo et al., 2013). EI ADN A lleva cuatro genes que expresan la proteina del
capcide, la replicacion, la transactivacion y la de acumulacion (Gutiérrez et al.,
2004). Mientras el ADN B, lleva solo dos genes, implicados en el movimiento y
transferencia citoplasma-nucleo (Gafni y Epel, 2002). Ambos componentes estan
organizados en unidades de transcripcidén divergentes separados por una region
intergénica (RI), la cual contiene el origen de la replicacion del virus y dos
promotores que dirigen la transcripcion genética en direcciones opuestas, con
excepcion de una secuencia de la Rl de aproximadamente 200 pb, que se
encuentra en ambos ADN virales y es denominada como region comun (RC)
(Hanley et al., 2000).
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El genoma de los Begomovirus es generalmente bipartita a excepcion del Virus del

enrollamiento de la hoja amarilla del tomate (TYLCV) (Lazarowitz, 1992).

Los begomovirus generalmente inducen sintomas graves en sus anfitriones, que
incluyen mosaico amarillo, mosaico dorado y rizo de hojas (Zhou, 2013; Lozano et
al., 2016). Los periodos de adquisicion, retencion y transmision de los begomovirus
muestran que el periodo de adquisicion a la inoculacién minima reportado (AAP) y
el periodo de acceso de transmisién a la inoculacion (IAP) estan en un rango de 15
a 60 minutos y de 15 a 30 minutos, respectivamente, tanto para begomovirus del

viejo mundo como para los del nuevo mundo (Brown et al., 2002)

2.7.1.1. Sintomas

Ya sean aislados o en combinacion; mosaico amarillo brillante, moteado clorético,
clorosis foliar marginal, enrollamiento foliar, otras deformaciones foliares como
abultamientos o ampollamientos, reduccion del area foliar, enanismo, abscision
floral, hoja purpuras, reduccion del tamafio de frutos, amarillamiento vy

enchinamientos (Polston y Anderson, 1997).

2.8. Agroinfiltracion

Es una metodologia util en la producciéon de proteinas recombinantes en plantas
gue explota la expresion transitoria. Se sirve también como vehiculo para introducir
el transgén en las células, pero la cepa recombinante se infiltra en la planta,
principalmente en las hojas. Puede realizarse manualmente, de forma local y
directa, o bien utilizando una camara de vacio. En ese caso, las hojas se sumergen
en una solucién con la cepa de tras sacar de ellas el aire por vacio. Se aplica
entonces una presion para que los espacios intersticiales se rellenen con la
solucion. Una vez alli, infecta y transfiere el gen de interés a las células de las hojas
en un numero muy elevado de copias, y aunque el porcentaje de las que se integran
en el genoma es bajo (5-9%), casi todas acceden al nlcleo y se expresan de forma
transitoria. La expresion mayoritariamente transitoria del transgén se aprovecha

para producir altas cantidades de proteina en poco tiempo por varios motivos: (i) la
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sintesis se inicia a los 3-4 dias de la agroinfiltracion, (i) no es necesaria la
regeneracion de plantas, pues el objetivo no es obtener una planta transgénica con
un nuevo caracter heredable, y (iii) tampoco se requiere seleccionar las células

transformadas (Asensio y Centeno, 2016).

El método mas popular de agroinfiltracion es la "agroinfiltracion por jeringa”, que
implica el uso de una jeringa sin aguja para introducir Agrobacterium en hojas de
plantas. A nivel laboratorio se puede hacer con una jeringa, en donde el
procedimiento se lleva a cabo en dos pasos: A. Primero se realiza una pequeia
herida en el envés de la hoja; B. Luego se agrega la solucién del Agrobacterium
tumefaciens ya modificado con el vector viral y el gen de interés utilizando una
jeringa sin aguja a través de la herida en los espacios intracelulares de la hoja (Diaz,
2014).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realizo en el Centro de Investigaciéon en Quimica Aplicada
(CIQA), localizado al noreste de la ciudad de Saltillo (Coahuila, México), con las
coordenadas geograficas 25°23" Latitud Norte y 101°59" Longitud Oeste con una

altura de 1600 msnm.

Se cultivaron plantas de Nicotiana benthamiana en camara de crecimiento.

La preparacion de extractos y los analisis moleculares se realizaron en los

laboratorios del Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.

3.2. Cultivo de Nicotiana benthamiana

Para llevar a cabo la germinacion de N. benthamiana se desinfestaron las semillas
de la siguiente manera: primero se pasaron por agua de grifo para quitar impurezas,
después se lavaron en detergente diluido en agua estéril (una gota del detergente
comercial savia durante cinco minutos con agitacion perioddica, luego se enjuagaron
tres veces con agua destilada. Posteriormente, se sumergieron en alcohol al 30%
por 20 segundos, luego se lavaron tres veces con agua destilada antes de
colocarlos en hipoclorito de sodio al 30% durante 15 min (agitando periddicamente).
Para terminar, se enjuagaron cinco veces con agua destilada, y se dejaron en agua

destilada por un dia.

Una vez que se tenian las semillas desinfestadas se sembraron en sustrato
previamente esterilizado (en este caso se utilizd6 Peat moss) y se incubaron en
oscuridad a 25 °C hasta su germinacion. Las plantulas obtenidas se trasplantaron
en macetas pequefas y se trataron con solucién nutritiva de Fahraeus durante todo
el ensayo (Fahraeus 1957.). La inoculacion del virus se realizé cuando las plantas
cumplieron un mes de edad eso significa cuando las plantas tuvieron de cinco a

seis hojas completamente desarrolladas.
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3.3. Clones Infectivos y Agroinfiltracion

Los dos clones utilizados en este trabajo para inocular las plantas de N.
benthamiana, con el virus RhMSinV fueron cedidos por el Dr. Gerardo Rafael
Arguello Astorga (Division de Biologia Molecular, Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica, San Luis Potosi, México). Los clones incluyen el genoma
total del geminivirus RhMSinV con su dos ADN A y B, transformados en
Agrobacterium tumefaciens en separado y llevan la resistencia a los antibiéticos

Kanamicina (K) y Rifampicina (R).

Para sembrar las células de A. tumefaciens transformadas en placas de Petri, se
preparé un medio solido de Luria Bertani (LB-agar) siguiendo la construccién de los
proveedores con adicion de los antibioticos K y R. El crecimiento de la bacteria se

realizé a 28 °C durante 48 horas.

Para preparar el cultivo infectivo de A. tumefaciens, se incubaron a partir de unas
colonias aisladas, células de los dos clones A y B en el mismo medio liquido
LB+K+R a 28 °C en agitacion continua hasta alcanzar D.O. (Densidad Optica) de
0.5 (aprox. 18 h). Luego se realizé una colecta de las células centrifugando (8 min
a 5000 rpm) en condiciones frias 4 °C. El pellet obtenido se resuspendié en una
solucion (10 mM MES (compuesto acido 2- (N -morfolino) etanosulfénico) pH 5.6,
10 mM MgClz, acetosiringona 150 pmol) y se dejé a temperatura ambiente durante
dos a tres horas. El siguiente paso consisti6 en agroinfiltrar la soluciéon en las

plantas.

Para infectar las plantas de N. benthamiana con el virus RhMSinV se us6 el método
de agroinfiltracion que consiste en infiltrar el Agrobacterium transformado en la
planta por medio de presion usando como media una jeringa de 1.0 mL sin aguja
(Figura 1).

Figura 1. Agroinfiltracibn a través de una jeringa sin aguja, introduciendo
Agrobacterium en hojas de la planta de Nicotiana benthamiana (Chen et al.,
2013).
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3.4. Preparacion de Extractos Vegetales

Se prepararon dos tipos de extractos: acuoso (agua destilada) e hidroalcohdlico
(etanol al 70%); los metabolitos secundarios de Flourensia cernua y de Larrea
tridentata, se extrajeron a partir de hojas colectadas de plantas silvestres en el
municipio de Saltillo, Coahuila. EI material vegetal se sec6 en horno a una
temperatura de 70 °C por 24 h, posteriormente se molieron con ayuda de una

licuadora industrial.

Extracto hidroalcohdlico: se preparé un extracto de L. tridentata en una relacion de
1:10 (p/v) biomasa seca-solvente utilizando etanol al 70%, la suspension se coloco
en un bafio ultrasonido por 20 min para la extraccion de los metabolitos secundarios
y se dejo reposar toda la noche a 4 °C. En seguida se eliminaron los restos celulares
con papel filtro nimero 1 (1,001-150, Whatman), la solucion resultante se centrifugo
a 15,000 rpm por 5 min y se extrajo el sobrenadante del extracto. El sobrenadante
se concentr6 mediante rotavapor a sequedad, el material se resuspendié en
metanol (100%), el cual se evapor6 y se obtuvo 1.0 g de extracto concentrado. El
concentrado se almaceno en frascos de vidrio previamente etiquetados y
refrigerados a -20 °C hasta su uso. Del concentrado obtenido se realiz6 una
solucién madre a una concentracion de 10 mg-mL-1. A partir de la solucién madre

se realizaron diluciones 5.0 mg mL1y 2.5 mg-mL.
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Extracto acuoso: los metabolitos secundarios de F. cernua se extrajeron mediante
un proceso de decoccion a 60 °C. La biomasa se adiciono al agua a la temperatura
mencionada y se mantuvo en agitacion por 60 min, se utilizé una proporcién 1:10
(p/v). La suspension resultante se enfrid a temperatura ambiente y se eliminaron
los restos celulares usando papel filtro nidmero 1 (1,001-150, Whatman), el filtrado
obtenido se centrifugo a 9,000 rpm por 20 min. El sobrenadante se almaceno en
frascos de vidrio previamente etiquetados y refrigerados a -80 °C hasta su uso, con
un tiempo méaximo de 30 dias de almacenamiento. Las diluciones preparadas
fueron 16.6, 8.3y 4.1 mg-mL2.

3.5. Tratamientos y aplicaciones y muestreos

La distribucidén de tratamientos de los extractos de gobernadora y hojasén fueron

como se muestran en las Figuras 2 y 3 en experimento 1 y 2 respectivamente.

Experimento 1:

— Tres tratamientos formados con plantas de N. benthamiana inoculadas con
el virus RhMSinV y tratadas con aspersion a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de la gobernadora, nombrados: G10, G5y G2.5.

— Dos tratamientos controles no tratados con extracto de plantas: uno formado
de plantas con el virus (GC+) y uno con plantas sanas (GC-).

Control Tratamientos

2.5mg/ml 5mg/ml

, $9¢ $¢¢ ¢
' $0¢ ¢¢¢ ¢¢¢
, $6¢ $¢¢ 6@

Flgura 2. DIStI’IbUCIOI‘I de tratamientos del extracto Larrea tridentata.
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Experimento 2:

- Tres tratamientos formados con plantas de N. benthamiana inoculadas con
el virus RhMSinV y tratadas con aspersion a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de hojasén, nombrados: H4.1, H8.3 y H16.6.

- Dos tratamientos controles no tratados con extracto de plantas: uno formado

de plantas con el virus (C+) y uno con plantas sanas (C-).

Control

4.1mg/ml 8. 3mg/m|

, $0¢ 0@ 6@
| $6¢ $6¢ ¢e@
¢ $6¢ $¢¢ 6@

ura 3. Distribucién de tratamientos del extracto Flourensia cernua

Gﬁﬁﬁl

G

Fi

Q

Las aplicaciones de los extractos en los dos casos se realizaron a siete dias post

inoculacion (dpi) de plantas con el virus RhMSinV

3.5.1. Fecha de muestreo

Experimento 1, el muestro se realiz6 a:
- A dos dias después la aplicacion del extracto (2 dpi)
- A quince dias después la aplicacion del extracto (15 dpi)

Experimento 2, un muestro se realiz6 a todas las plantas antes y después la
inoculacion. Las fechas de muestreo fueron:

- Antes la aplicacion del extracto (a O dpi),

- Asiete dias después la aplicacién del extracto (7 dpi)

- A quince dias después la aplicacién del extracto (15 dpi)
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Para realizar los muestreos se utilizé un sacabocado que permite tomar muestra de
hojas de plantas en forma de discos de 1.0 cm de didmetro. Se tomaron tres discos
de hojas jovenes por planta en el mismo tubo eppendorf (1.5 mL) y se guardaron
directamente en nitrdgeno liquido, para conservar el material genético de la

degradacion. Por ultimo, fueron guardadas a -80 °C para su previo estudio.

3.6. Analisis Molecular

3.6.1. Extraccion de ADN total

La extraccion del ADN total de las muestras tomadas previamente y conservadas
a -80 °C se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Sreelakshmi et al. (2010).
Con ayuda de nitrégeno liquido se machacé cada muestra, se afiadié 750 pL del
tampodn de extraccion, y se incub6 durante 30 min a 65 °C. Para eliminar todo tipo
de RNA se afiadi6 a la muestra 53 ug-mL* de RNasa, y se incub6 30 min a 37 °C.
Para separar las proteinas y el resto de la célula se afiadié 400 pL de 6.0 M acetato
de amoniaco, y se dej6 en frio 15 min, pasado este tiempo se centrifugd a 4,700
rom durante media hora y se conserva el sobrenadante en un nuevo tubo. Para
precipitar el ADN gue se encuentra en el sobrenadante se agreg6 el mismo volumen
de isopropanol frio (~ 650 uL) y se dejé a -20 °C durante 2 h, luego se centrifugé a
una velocidad de 4,700 rpm durante una media hora. El sobrenadante se tir6 y el
pellet obtenido se lavé con etanol 70% dos veces, una vez hecho se seco el pellet
a 65 °C por 10-15 min.

3.6.2. Purificacion de DNA

Para garantizar una buena lectura de la concentracién del producto obtenido tras
extraccién, se prosiguié a purificar todas las muestras con el método de fenol-
cloroformo, y precipitar el ADN con sales y dos volumenes de etanol 100%. Por ello,
a partir de 50 pL del extracto de ADN obtenido de cada muestra, se aumento el
volumen a 500 pL con agua estéril y 10% del volumen de acetato de sodio 3.0 M.

Después se agreg6 500 pL de fenol, y tras centrifugacion a 14,000 rpm durante 15
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min, se formaron dos fases de las cuales se separo la fase sobrenadante y se la
afiadié 1:1 volumen de cloroformo/isoamil (14:1) con el motivo de asegurar la
eliminacion total del fenol. Este paso se repitié dos veces. La precipitacion se realizo
con etanol al 100% y centrifugacion a 24,000 rpm durante 20 min. El pellet que se

formo se resuspendi6 en 20 pL de agua estéril.

3.6.3. Cuantificacién del ADN total y electroforesis

Para verificar que los procesos de extraccion y purificacion no dafiaron el ADN
esperado, se realizé analisis de electroforesis con tampon de corrida TAE 1%. El

recorrido de la muestra se realizé en un gel Agarosa 1%.

Para estimar la concentracién (en ng-uL') del ADN purificado, se utilizd el
espectrofotometro “BioTek Epoch Microplate”. En el cual la concentracion de la
muestra de ADN se calcula teniendo en cuenta el valor de absorbancia obtenido a
una longitud de onda de 260 nm. La relacion A260/280 nos permitié determinar la
pureza de ADN, el valor optimo de pureza estuvo entre 1.8-2.0, el cual era el
esperado. Un valor A260/280 <1.6 indica una posible contaminacion por
compuestos aromaticos como fenoles y proteinas, y un valor >2.1 indica la

presencia de ARN en las muestras (Sambrook y Russell, 2001).

3.6.4. Deteccion y cuantificacion del virus mediante PCR

Para la deteccién y cuantificar la concentracion del virus en las muestras, se uso la
técnica de la reaccion en cadena de polimerasa o PCR. Esta técnica permite la
amplificacion exponencial de un fragmento de ADN de doble cadena utilizando
cebadores especificos y complementarios a los extremos 3" de cada cadena del
fragmento. La amplificacion exponencial permitié la comparaciéon y la cuantificacion
de la concentracion inicial del fragmento amplificado en las muestras analizadas.
En este trabajo se usaron cebadores descritos previamente en Gregorio-Jorge et
al. (2010).
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Para realizar la PCR se uso6 la polimerasa Platinum Tag DNA polimerasa de
Invitrogen siguiendo las recomendaciones de los proveedores. La concentracion de
ADN total usada en cada reaccion fue 100 ng-uL'y las condiciones de la PCR
fueron las siguientes; desnaturalizacion a 94 °C durante 45 seg, alineamiento a 55
°C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 1 min 30 segundos. Estas

condiciones se repitieron en 18 ciclos.

Una PCR semicuantitativa absoluta se usé para estimacion la concentracion del
virus en las muestras. Por ella, se generd una curva estandar. La concentracion
inicial de las muestras, el nimero de ciclos umbral para la cuantificacion y la curva

estandar fueron optimizados tras varias pruebas de amplificaciones.

3.6.5. Curva Estandar

A partir de ADNc purificado usando el kit nucleospin gel and PCR clean-up y
cuantificado, se realizé una serie de diluciones 1:3. Las concentraciones obtenidas
fueron: 50, 33.3, 22.2, 14.8 y 9.8 ng-uL 2.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Desarrollo de Sintomas Virales y Deteccién del Virus en

Plantas de N. benthamiana

La inoculacion del virus por el método de agroinfiltracion se realiz6é en plantas de
N. benthamiana con 5-6 hojas completamente desarrolladas sin floracion. Todas
las plantas inoculadas mostraron sintomas virales en las hojas apicales a 10 dpi
como lo muestra la Figura 4. Lo que indica que la inoculacion por el método de
agroinfiltracion fue satisfactoria y el virus fue capaz de replicarse y transmitirse a
hojas nuevas. Este método es el mas utilizado por los investigadores por su
efectividad (Valero Martinez, MC. 2016). Dando los mejores resultados en la

infiltracion de hojas. (Ramirez et al., 2018).

Figura 4. Plantas de Nicotiana benthamiana agro-
infectadas con el virus RhMSinV (a) 1 dpi, las plantas
no muestran sintomas (b) 10 dpi, sintomas de
amarilleo, mosaico y leve hinchamiento en hojas
jovenes. Las flechas muestran los puntos de
inoculacion.

Las plantas agroinfectadas con el virus presentaron sintomas de amarillamiento,
mosaico y leve enchinamiento en las hojas jovenes esto concuerda a que los

sintomas presentados pertenecen al geminivirus (Reveles-Torres et al., 2019)
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4.2. Extraccion de ADN y Cuantificacion

A 7 dpi se tomaron muestras de todas las plantas antes la diferenciacion por
tratamientos. Los resultados en el gel de agarosa 1% tras extracciones y
purificaciones del ADN total de las muestras tomadas, mostraron en general un
buen rendimiento (Figura 5), ya que la obtencion de ADN integro y puro es una
parte fundamental para el buen desempefio de las técnicas utilizadas en biologia
molecular (Alejos-Veladzquez et al., 2014). sin embargo, durante el proceso en

algunos casos se perdi6 el extracto. Estas muestras se eliminaron del estudio.

La cuantificacion espectrofotométrica de los extractos dio valores de pureza entre
1.6y 2.2. A pesar de que los valores optimales estan descritos entre 1.8 y 2.0, sin
embargo, valores como 1.6 y 2.2 se consideran aceptables tanto que no afectan la
amplificacion posterior (Sambrook & Russell, 2001). Esto nos permite confirmar
que contamos con cantidad suficiente de acidos nucleicos (DNA/RNA) de calidad

adecuada antes de llevar a cabo ensayos de PCR (Rodriguez-Tarduchy, 2014).

" |l «— ADN total

Figura 5. Gel de agarosa 1%, presenta el resultado de extraccion de ADN total de
6 muestras de Nicotiana benthamiana. Cada pocillo corresponde a 2.0 pL del
extracto de una muestra.

4.3. Deteccion de la Presencia del Virus RhMSinV por PCR.

Los cebadores para PCR son pedazos cortos de ADN de cadena sencilla,
generalmente de unos 20 nucledtidos de longitud. En cada reaccién de PCR se
utilizan dos cebadores que estan disefiados para flanquear la region blanco (la
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region que debe ser copiada) estos son elegidos por el o la investigadora (Khan
Academy, 2020). Los cebadores especificos utilizados permitieron amplificar ADNc
de ~1400 pb por PCR a partir de plantas de N. benthamiana con sintomas virales

(Figura 6). Mientras que, en las plantas no inoculadas, no se detecté amplificacion.

1 2 3

Figura 6. Gel de agarosa de 1% mostrando en los carriles 1 y 2 bandas de 1,400
pb usando cebadores especificos al virus RhMSinV. El carril 3 corresponde al
marcador de ADN de 1 Kb-Axygen.

4. 4. Determinar el Ciclo Umbral de Deteccion y Construir la

Curva Estandar

Utilizando las concentraciones 100 ng-uL* y 300 ng-pL* en el primer (gobernadora)
y el segundo (hojasén) experimento, respectivamente, se determind el ciclo 16 de
la PCR como el ciclo umbral de cuantificacién (Figura 7). La busqueda del ciclo
umbral fue importante, para garantizar la detecciébn de concentraciones bajas y
evitar la saturacion luminosa de concentraciones altas. El ciclo umbral se considera
como el punto en el cual la reaccion de ampliacién da comienzo es un valor definido
de forma arbitraria por el usuario, aunque es posible definirlo de forma matematica
(Alba-Aguayo et al., 2013).
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Figura 7. Determinacion del ciclo umbral para Ila
cuantificacion viral, se muestra los ciclos numeros
10,12,14,16,18 y 20. El circulo muestra el ciclo nimero
16 siendo el ciclo con concentracion, saturacion y
luminosidad optima.

La Figura 8, presenta un gel de agarosa 1% realizado con una serie de diluciones
de ADNCc correspondiente a 1,400 pb de la secuencia viral. Las concentraciones de
cada dilucion fueron: 50, 33.3, 22.2, 148 y 9.8 y 6.57 ng. El promedio de
luminosidad de cada banda se usé para la construccién de la curva estandar (Figura
9). Se generd una linea recta con la ecuacion y= 1.556x + 1.6759; donde “x” en la

curva corresponde a la concentracion e “y” al promedio de luminosidad.

Figura 8. Gel de agarosa 1%, mostrando la intensidad gradual de una dilucién serial
de ADNCc de 1400 pb. Las concentraciones desde el carril 1 hasta 6 fueron: 50,
33.3,22.2,14.8 y 9.8 y 6.57 ng, respectivamente.
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Figura 9. Curva estandar generada a partir del promedio de intensidad en la parte
inferior se observa la ecuacién de la recta. El eje “x” corresponde a distintas

diluciones de concentraciones en ng del virus y el eje “y”, corresponde a la
fluorescencia.

4.5. Efecto del Extracto de Gobernadora en la Concentracion
Viral.

Los valores de concentraciones de ADNc viral en cada PCR se determinaron a
partir de la intensidad de sefial obtenida en el gel de agarosa para la banda

correspondiente, usando la ecuacion lineal generada de la curva estandar.

Los valores de acumulacion viral en tejido de hojas jovenes de las plantas de N.
benthamiana después la infiltracion viral fueron variables y oscilaron entre 50 y 110
ng en el experimento 1; entre 60 y 150 ng en el experimento 2, eso probablemente
es debido a un error de estandarizacion de la cantidad del inoculo inicial en el

momento de la agroinfiltracion entre las diferentes plantas.

Como se ve en la Figura 10, RhMSinV se multiplicé en todas las plantas inoculadas

tras infiltracion en la planta (barras azules), sin embargo, la cinética de
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multiplicacion varié entre los diferentes tratamientos en comparacion al control

positivo C+.

180
160
140
120
100

80 | 2 dpi

60 m 15 dpi

Concentracion en ng

40

20

C+ G2.5 G5 G10
Tratamientos

Figura 10. Efecto del extracto de Larrea tridentata en la acumulacién
del virus RhMSinV en Nicotiana benthamiana. G2.5, G5 y G10
corresponden a las tres concentraciones evaluadas.

Los valores obtenidos para el control C+ (corresponde a plantas de N. benthamiana
inoculadas con el virus sin ningun tratamiento). Los resultados muestran que la
concentracion del virus en las plantas analizadas con el tiempo, un comportamiento
esperado. Mientras G2.5 y G5 mostraron reduccién no significativa en el promedio
de acumulacion viral con el tiempo. Esto puede ser indicacion de un efecto de
supresion de la multiplicacién, por la aplicacion del extracto vegetal. En el
tratamiento con la concentracion mas alta G10, esta supresion no se observo, cabe
mencionar que a esta concentracion hubo sintomas de fitoxicidad en las hojas de

la planta. La mejor reduccion se observo con la concentracion de 2.5 mg-mL-.

Por otro lado, el efecto supresor en la multiplicacion viral consiguié durar al menos

hasta los 15 dpi.

La especie L. tridentata es considerada una fuente de compuestos con actividad

biologica (Pafiuelas et al., 2015). Se ha probado, el potencial de su extracto en
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inhibiciones del 100% el crecimiento de los siguientes hongos: Alternaria
tenuissima, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae (Delgadillo et al., 2017), Aspergillus
flavus y Penicillium sp. (Moreno-Limén et al., 2011), y bacterias: Staphylococcus
aureus (Garcia et al.,, 2019) y Pseudomona sp. (Delgadillo et al. (2017). El
compuesto esencial del extracto de la gobernadora es el acido nordihydroguaiaretic
(NDGA). Este compuesto y sus derivados tienen inhibicién in vitro contra varios
virus, incluido el VIH, el herpes simple 1 y Il, el papiloma humano (Konigheim et al.,
2005) y el virus Junin responsable de la enfermedad de la Fiebre Hemorragica de
Argentina (FHA) (Craigo et al., 2000), ademas de otros virus que afectan el ser

humano.

4. 6. Efecto del Extracto de Hojasén en la Concentracién Viral.

En la Figura 11, se presentan los valores obtenidos en el experimento 2, tras
aplicacion del extracto de F. cernua. De igual manera, el virus se multiplicé durante
15 dias aumentando su concentracion de manera progresiva en el tejido de N.
benthamiana no tratado con el extracto vegetal (tratamiento C+). Sin embargo, en
los tres tratamientos H4.1, H8.3 y H16.6 se observa supresiéon de multiplicacion
después de una semana de las aplicaciones, antes de recuperarse a 15 dpi. Eso
probablemente se debe a que el efecto del extracto no fue continuo con el tiempo.
El mejor comportamiento de reduccion se observo con la concentracion mas baja
de 5.0 mg'mLt. Cabe mencionar, que las muestras no mostraron sintomas de
toxicidad en ninguna de las concentraciones usadas, la fuerte supresion observada
en el tercer tratamiento no esta bien clara, podemos relacionarla a la concentracion

alta usada de F. cernua como a la baja concentracién inicial del inoculo.
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Figura 111. Efecto del extracto de Flourensia cernua en la
acumulacion del virus RhMSinV en Nicotiana benthamiana. H4.1,
H8.3 y H16.6 corresponden a las tres concentraciones.

Igual que la gobernadora el hojasén se ha descrito como antifingica, esta capaz de
inhibir el desarrollo de Phytophthora capsici, Botrytis sp., Alternaria solani,
Aspergillus flavus y Rhizopus sp. (Gamboa et al., 2003), su resina consiste en
flavonoides, p-acetofenonas, acetilenos, benzopiranos y benzofuranos (Rodriguez-
Guadarrama et al., 2018). Varios flavonoides, tienen efecto anti-fitoviral, como
guercetagetina 3 metileter extraido de Centaurea rupestris que inactiva la
multiplicacion del virus TBSV (Tomato bushy stunt virus) y suprima la expresion de
sintomas (Rusak et al., 1997). El efecto anti-fitoviral se confirmd también con seis
flavonoides aislados de Cassia fistula, que mostraron reduccién entre 28.5% y
31.3% en la multiplicacién del virus TMV (Tabacco mosaic virus) en Nicotiana
benthamiana (Zhao et al., 2013). El Hojasén ademas de flavonoides es una fuente

importante del antioxidante: acido elagico (Aguilar-Carbo et al., 2008).

En el reino vegetal, muchas plantas tienen componentes activos antiviral, descritos
por varios autores. Zhao et al. (2017) en su revision, citan varias especies y muestra
gue sus componentes incluyen proteinas, polisacaridos y moléculas pequeias

como alcaloides, flavonoides, fenoles y aceites esenciales. En este trabajo se
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observo en estudio preliminar, que el hidroalcoholico de L. tridentata y acuoso de
F. cernua tienen efecto anti fitoviral, sobre el virus RHMSinV (Rhynchosia mosaic
sinaloa virus) en plantas de N. benthamiana. Las concentraciones no llegaron a
inhibir la multiplicacion viral, sin embargo, afecto y/o retraso la desimanacion en la
planta. Por lo cual, es muy importante realizar estudios adicionales, para aislar el
agente responsable de esta reduccion en cada extracto, determinar la
concentracion optima, y la duracion de la efectividad de los extractos en tiempo.
Eso ayudara a estandarizar un protocolo de aplicacion efectivo que permitira

controlar el virus RHMSInV en los cultivos afectados.
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V. CONCLUSION

Los extractos utilizados de L. tridentata y F. cernua son capaces de reducir la
concentracion del virus RHMSinV (Rhynchosia mosaic sinaloa virus) en N.

benthamiana.

El efecto del extracto de L. tridentata sobre el virus es més efectivo que el de F.

cernua al controlar el virus hasta por 15 dias.
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