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RESUMEN

Los elementos transponibles se usan como herramienta de
mutagénesis insercional en plantas, por ejemplo, el sistema
de transposones de maiz Ac (Activator) y Ds (Dissociation).
Estos elementos se modificaron para facilitar la transposicién
en Arabidopsis thaliana con lo cual es posible el etiqueta-
miento y la clonacién de genes. Esta herramienta se usa prin-
cipalmente en la biologia del desarrollo de plantas, generan-
do marcadores especificos de tejidos y células, y su potencial
se amplia en estudios de estrés bibtico, como la infeccién
por fitopatégenos como los geminivirus. El objetivo de este
estudio fue usar trampas génicas como metodologia para
identificar genes que responden a la infeccién del virus de la
hoja enrollada de la col (Cabbage leaf curl virus, CaLCuV)
en plantas de A. thaliana. Para realizar el estudio se usaron
273 lineas transposantes Mexican Gene Trap (MGT) y 233
Mexican Enhacer Trap (MET). Las pldntulas se bombardea-
ron con el clon infeccioso de CaLCuV, y después fueron tefii-
das histoquimicamente para la deteccién de la expresion del
gen reportero uidA (GUS) a1, 3,5y 7 d después de la infec-
cién. Uno de los genes identificados fue PGM que codifica
para una fosfoglicerato/bifosfoglicerato mutasa y tiene una
respuesta temprana y especifica de tejido en la infeccion de 4.
thaliana con CaLCuV. Para evaluar la funcién del gen PGM
durante la infeccién, se generé una linea sobreexpresante. Los
resultados sugieren que la sobreexpresién de PGM favorece la
velocidad de aparicién de sintomas; sin embargo el porcen-
taje de infeccién es muy bajo. El empleo de trampas génicas

permite un escrutinio masivo, tejido-especifico y en tiempo
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ABSTRACT

Transposable elements are used as insertional mutagenesis
tools in plants, for example, the transposons of maize Ac
(Activator) and Ds (Dissociation). These elements were
modified to facilitate transposition in Arabidopsis thaliana
with which gene tagging and cloning became possible.
This tool is used mainly in biology of plant development,
generating specific markers for tissues and cells. Its potential
is broadening in studies of biotic stress caused by infection
with phytopathogens such as geminivirus. The objective of
this study was to use gene traps as a method to identify genes
that respond to the infection of the geminivirus Cabbage
leaf curl virus, CaLCuV, in A. thaliana plants. To carry out
the study, 273 Mexican Gene Trap (MGT) and 233 Mexican
Enhacer Trap (MET) transposant lines were used. Seedlings
were bombarded with an infectious CaLCuV clone and then
stained histochemically to detect expression of the reporter
gene UidA (GUS) 1, 3, 5 and 7 d post infection (dpi).
One of the genes identified was PGM, which codes for
phosphoglycerate/biphosphoglycerate mutase and has an
early tissue-specific response to the infection of A. thaliana
by CalLCuV. To evaluate the function of the PGM gene
during infection, an over-expressing line was generated.
The results suggest that over-expression of PGM favors
the rate of symptom appearance. However, the percentage
of infection is very low. The use of gene traps enables
massive, tissue-specific screening in real time during the
infection, making it an alternative for initial identification
of host genes involved in the response to geminivirus

infection.
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real durante la infeccién, por lo cual es una alternativa para la
identificacién inicial de genes del hospedero que responden a

la infeccién por geminivirus.

Palabras clave: Geminivirus, trampas génicas, interaccién planta-

virus, Cabbage leaf curl virus, virus de la hoja enrollada de la col.
INTRODUCCION

as trampas génicas son una tecnologia de mu-

tagénesis insercional basada en el uso de cons-

trucciones que se integran al azar en el genoma
de un organismo etiquetando genes con elementos
reporteros (Bellen, 1999). Sus ventajas con respecto a
las técnicas cldsicas de mutagénesis son: 1) la identifi-
cacién de genes se basa en la expresién de un gen re-
portero, la cual se puede observar en tejidos y células
especificas o en diferentes estados de desarrollo; 2) no
se necesita un fenotipo mutante para la identificacién
del gen; 3) permite la identificacidén de genes que tie-
nen funciones redundantes; 4) si la trampa génica in-
terrumpe un gen, el patrén de expresién y el fenotipo
observado (si lo presenta) podrian sugerir la funcién
de dicho gen.

Los elementos transponibles se emplean para
inducir la mutagénesis insercional en plantas, por
ejemplo, el sistema de transposones de maiz Ac
(Activator) y Ds (Dissociation) (Fedoroff y Smith,
1993; Lawson et al., 1994; Altmann ez al., 1995; Kli-
myuk ez al., 1995; Sundaresan ez al., 1995). Estos
elementos se modificaron para que puedan hacerse
transponer a frecuencias suficientemente altas en
Arabidopsis thaliana como para permitir el etique-
tamiento y la clonacién de genes (Dean ez /., 1992;
Long et al., 1993; Aarts et al., 1993; Lawson ez al.,
1994). Los elementos enhancer trap (ET) y gene trap
(GT) se caracterizaron como sistema de mutagéne-
sis. El sistema ET tiene un gen reportero fusiona-
do a un promotor minimo derivado del promotor
358 del Virus del mosaico de la coliflor (Cauliflower
mosaic virus, CaMV) cuya expresién no se detec-
ta por si sola. Cuando el elemento se inserta en la
proximidad de un gen, es posible que el gen repor-
tero se exprese debido a la interaccién del promotor
minimo con los potenciadores vecinos cercanos (Fi-
gura 1A) (Sundaresan ez al., 1995). En el elemento
gene trap (GT), el gen reportero no tiene promotor,
por ello su transcripcién depende del promotor del
gen cromosomal en el sitio de insercién. Rio arriba
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INTRODUCTION

ene traps are an insertional mutagenesis

technology based on the use of constructs

that randomly integrate gene-tagging and
reporter elements in the genome of an organism
(Bellen, 1999). Their advantages over classical
mutagenesis techniques are the following: 1) gene
identification is based on the expression of a reporter
gene, which can be observed in specific tissues and
cells or at different stages of development; 2) a
mutant phenotype is not necessary for identification
of the gene; 3) the technique enables identification of
genes that have redundant functions; 4) if the gene
trap disrupts a gene, the pattern of expression and
the phenotype observed (if present) could suggest the
function of that gene.

Transposable elements are used to induce
insertional mutagenesis in plants, for example, the
systems of maize transposons Ac (Activator) and Ds
(Dissociation) (Fedoroff and Smith, 1993; Lawson
et al., 1994; Altmann et al., 1995; Klimyuk et al.,
1995; Sundaresan et 4., 1995). These elements were
modified so that they can transpose themselves in
Arabidopsis thaliana at high frequencies to permit
tagging and cloning of genes (Dean ez al., 1992;
Long et al., 1993; Aarts et al., 1993; Lawson ez al.,
1994). The elements enhancer trap (ET) and gene trap
(GT) were characterized as mutagenetic systems. The
ET system has a reporter gene fused to a minimal
promoter derived from the 355 promoter from
Cauliflower mosaic virus (CaMV) whose expression
is not detected by itself. When the element is
inserted near a gene, expression of the reporter gene
is possible as the result of the interaction between
the minimal promoter and the closely neighboring
enhancers (Figure 1A) (Sundaresan et al., 1995). In
the gene trap (GT) element, the reporter gene does
not have a promoter, and therefore, its transcription
depends on the promoter of the chromosomal gene at
the insertion site. Upstream from the start codon of
the reporter, intronic sequences (splicing acceptors)
have been fused to facilitate the production of fusion
proteins by integration of the reporter gene into
an intron of the plant gene; in this way processing
acceptors exist in each of the gene reading frames
(Figure 1B). In this type of element, the reading
frame of the reporter gene would have to be oriented
in the same direction as the reading frame of the gene
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del codén de inicio del reportero se fusionaron se-
cuencias intronicas (aceptores de splicing) para faci-
litar la produccién de proteinas de fusién mediante
la integracién del gen reportero en un intrén del
gen vegetal, de forma tal que existan aceptores de
procesamiento en cada uno de los marcos de lectu-
ra génica (Figura 1B). En este tipo de elementos el
marco de lectura del gen reportero tendrd que estar
en la misma orientacién que el marco de lectura del
gen en el cual ocurrié el evento de insercién (Sun-

daresan ez al., 1995).

AN

in which the insertion event occurred (Sundaresan et
al., 1995).

The gene trap method is not considered exhaustive
since generating a collection that includes all the
genes of an organism would be a very long and costly
process. Moreover, tagging of some genes may cause
a deleterious or lethal mutation and prevent recovery
of the progeny of that line. However, in some studies,
this method has probability of detecting genes that
are not detected by other methods. For example, gene
traps were used as an important tool in the study of
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Figura 1. A, diagrama que muestra la estructura y expresién del elemento enhancer trap (ET). B, diagrama

que muestra la estructura y expresién del elemento gene trap (GT).
Figure 1. A, diagram that shows the structure and expression of the element enhancer trap (ET). B, diagram
that shows the structure and expression of the element gene trap (GT).
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La metodologia de las trampas génicas no se
considera exhaustiva ya que generar una coleccién
que incluya todos los genes de un organismo se-
ria un proceso muy tardado y costoso. Ademds, es
posible que el etiquetado de algunos genes gene-
re una mutacién deletérea o letal y no se pueda
recuperar progenie de tal linea. Sin embargo, en
algunos estudios, esta metodologia tiene probabi-
lidades de detectar genes que pasan desapercibi-
dos con otros métodos; por ejemplo, las trampas
génicas se usaron como herramienta importante
en la biologia del desarrollo de plantas (Campi-
si et al., 1999; He et al., 2001; Acosta-Garcia y
Vielle-Calzada, 2004). Su contribucién fue im-
portante en la generacién de marcadores especi-
ficos de tejidos y células. Hasta ahora hay poca
investigacién con esta herramienta acerca de los
genes que responden a patdgenos y menos adn a
geminivirus.

Los geminivirus son una familia de pat6-
genos de plantas que causan grandes pérdidas
en cultivos importantes en México (Méndez-
Lozano et al., 2001; Morales y Anderson, 2001;
Méndez-Lozano et al., 2003; Renteria-Canett ez
al., 2011). Los geminivirus, aunque no codifican
para una ADN polimerasa (Stenger ez al., 1991),
pueden infectar y replicarse en el tejido diferen-
ciado, donde la maquinaria de replicacién ya no
estd activa. Estos virus dependen de los factores
celulares para iniciar su ciclo infectivo y la expre-
sién de algunos de los genes del hospedero se al-
tera de manera temporal o espacial (Nagar ez al.,
1995; Lucy ez al., 1996; Bass ez al., 2000; Fondong,
2013).

El objetivo de este estudio fue usar trampas gé-
nicas como herramienta para identificar genes que
responden a la infeccién del geminivirus de la hoja
enrollada de la col (Cabbage leaf curl virus, Cal-
CuV) en plantas de Arabidopsis thaliana. Con esta
metodologfa identificamos algunos genes con res-
puesta especifica a virus. Uno de ellos fue el gen
PGM que codifica para una fosfoglicerato/bifosfo-
glicerato mutasa y manifiesta una respuesta tempra-
na y especifica de tejido en la infeccién con el virus
CalCuV en A. thaliana. Para identificar mds genes
con respuesta especifica a geminivirus es necesario
continuar con el escrutinio exhaustivo de las lineas

MET y MGT.
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plant development biology (Campisi ez a/., 1999; He
et al., 2001; Acosta-Garcia and Vielle-Calzada, 2004).
Its contribution was important in generating tissue—
and cell-specific markers. Until now, little research
has been done with this tool on genes that respond
to pathogens and even less on those that respond to
geminivirus.

Geminiviruses are a family of plant pathogens
that cause major losses in crops that are important
in Mexico (Méndez-Lozano et al., 2001; Morales
and Anderson, 2001; Méndez-Lozano ez a/l., 2003;
Renterfa-Canett et al, 2011). Geminiviruses,
although they do not encode for a DNA polymerase
(Stenger er al., 1991), can infect and replicate
in differentiated tissue where the replication
machinery is no longer active. These viruses depend
on cellular factors and the expression of some of
the host genes is altered temporally or spatially
(Nagar er al., 1995; Lucy et al., 1996; Bass er al.,
2000; Fondong, 2013).

The objective of this study was to use gene traps
as a tool to identify genes in Arabidopsis thaliana
plants that respond to infection by the geminivirus
Cabbage leaf curl virus (CaLCuV). With this
method, we identified some genes with specific
response to geminivirus. One of them was the
PGM gene that encodes for a phosphoglycerate/
biphosphoglycerate mutase and shows an early
tissue-specific response to infection by the CaLCuV
virus in A. thaliana. To identify more genes with
a geminivirus-specific response, it is necessary
to continue exhaustive scrutiny of the MET and

MGT lines.
MATERIALS AND METHODS
Plant material and growth conditions

For this study, transposant lines of A. thaliana generated in
the Laboratory of Reproductive Development and Apomixis,
at Cinvestav Irapuato (Dr. Vielle-Calzada) were used. For
the generation of these lines, two types of gene traps were
used. The first type is called “Mexican enhancer trap” (MET),
and the expression of the reporter gene of S-glucuronidase,
UidA, is driven by the minimal promoter 35S of the virus
CaMV. The second type was denominated “Mexican gene
trap” (MGT); the reporter gene UidA does not have a

promoter and its expression can be observed as blue coloring
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para este estudio se usaron lineas transposantes de A.
thaliana generadas en el Laboratorio de Desarrollo Reproduc-
tivo y Apomixis del Cinvestav Irapuato (Dr. Vielle-Calzada) y
para la generacién de estas lineas se usaron dos tipos de trampas
génicas. El primer tipo se denomina “Mexican enhancer trap”
(MET) y la expresién del gen reportero de la f-glucuronidasa,
UidA, se dirige por el promotor minimo 35S del virus CaMV.
El segundo tipo se denomina “Mexican gene trap” (MGT),
el gen reportero UidA no tiene promotor y su expresion pue-
de observarse como una coloracién azul mediante tincién
histoquimica para la S-glucuronidasa (GUS) (Ranjan ez al.,
2012). Ambos tipos de trampas génicas cuentan ademds con
el gen de seleccién que confiere resistencia a la kanamicina
(KmR). Las semillas transposantes germinaron en medio Mu-
rashige y Skoog (MS) mds 50 ug mL ™! de kanamicina (Km).
Las semillas se estratificaron por 3 d a 4 °C y se incubaron en
una cdmara de crecimiento (Percival Perry, Iowa) a 22 °C con
un fotoperiodo de 8 h luz y 16 h obscuridad por dos semanas.
Las pldntulas resistentes a Km se trasplantaron a un substrato
de Mix3-Sunshine (SunGro, Bellevue, WA, EUA), vermiculita
y perlita (3:1:1 v/v/v) conteniendo 1.84 kg m™> de fertilizante
Osmocote 14-14-14 (N-P-K) y se incubaron en las mismas con-
diciones mencionadas.

Para seleccionar las plantas transformantes con las
construcciones de sobreexpresién las semillas TO se sem-
braron en el substrato mencionado, se estratificaron 3 d
a 4 °C e incubaron en una cdmara en las condiciones men-
cionadas. Las pldntulas en un estadio de 4 hojas verda-
deras se asperjaron con una solucién del herbicida BAS-
TA (AgrRvo, Montvale, NJ, EUA) en una concentracién
0.05 % (v/v); el compuesto activo del herbicida es el glufosi-
nato de amonio. Las pldntulas transgénicas seleccionadas con
el tratamiento con herbicida se trasplantaron a suelo nuevo
para obtener las semillas T1, las cuales se seleccionaron en
medio MS conteniendo glufosinato de amonio 10 mg mL™!
y se trasplantaron al substrato bajo las mismas condiciones
anteriores. Como testigo se usaron semillas silvestres (wt)
de A. thaliana germinadas en medio MS sin glufosinato de

amonio.
Germinacién de semillas en medio MS
Las semillas de Arabidopsis transgénicas se desinfectaron

2 min con una solucién de etanol 70 %, después con una

solucién de cloro al 10 % por 10 min, se enjuagaron con

throughout histochemical staining for f-glucuronidase (GUS)
(Ranjan ez al., 2012). Both types of gene traps also have the
selection gene that confers resistance to kanamycin (Km®).
Transposant seeds were germinated in Murashige and Skoog
(MS) medium plus 50 ug mL™! kanamycin (Km). Seeds were
stratified for 3 d at 4 °C then incubated in a growth chamber
(Percival Perry, Towa) at 22 °C with a photoperiod of 8 h
light and 16 h darkness for two weeks. The seedlings resistant
to Km were transplanted to a substrate composed of Mix3-
Sunshine (SunGro, Bellevue, WA, USA), vermiculite and
perlite (3:1:1,v/v/v), containing 1.84 kg m 2 Osmocote 14-14-
14 (N-P-K) fertilizer, and incubated under same conditions as
stated above.

To select the transformed plants with the over-expression
constructs, TO seeds were planted in the described substrate,
stratified 3 d at 4 °C and incubated in the chamber with the
conditions mentioned above. The seedlings at the four-true-
leaf stage were sprayed with a solution of the herbicide BASTA
(AgrRvo, Montvale, NJ, USA) at a concentration of 0.05 %
(v/v); the active compound of this herbicide is ammonium
gluphosinate. The transgenic seedlings selected with the
herbicide treatment were transplanted to new soil to obtain
T1 seeds, which were selected in MS medium containing 10
mg mL~" ammonium gluphosinate and transplanted to the
substrate under the same conditions as before. Wild type
(wt) A. thaliana seeds germinated in MS medium without

ammonium gluphosinate were used as the control.
Seed germination in MS medium

The transgenic Arabidopsis seeds were disinfected with
a 79 % ethanol solution for 2 min, then in a 10 % chlorine
solution for 10 min. They were rinsed with sterile water and
placed in MS medium containing 50 mg mL ™" Kanamycin.
The seeds were stratified for 4 d at 4 °C and placed in a growth
chamber at 22 °C with a photoperiod of 16 h light/8 h darkness

to measure germination.
Biolistic inoculation of A. thaliana plants

For the biolistic tests, the protocol of Carrillo-Tripp ez al.
(2007) was used. The A. thaliana plants in the stage of eight
true leaves were inoculated with a manual low-pressure gun
designed and constructed in Cinvestav Irapuato and described
by Carrillo-Trip ez al. (2007). Plants were bombarded with gold
particles (0.5 microns, BioRad) coated with both components
of the virus genome. The viral DNA (cloned in the pBluescript
plasmid) for bombardment was prepared by mixing 0.2 mg

of each viral component to inoculate six plants (six shots).
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agua estéril y se colocaron en medio MS con 50 mg mL ™"
de Kanamicina. Las semillas se estratificaron 4 d a 4 °C y
se colocaron en una cdmara de crecimiento a 22 °C con
un fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad para medir la

germinacion.

Inoculacién por biobalistica de plantas

de A. thaliana

Para las pruebas de biobalistica se usé el protocolo de
Carrillo-Tripp ez al. (2007). Plantas de A. thaliana en esta-
dio de ocho hojas verdaderas se inocularon con una pistola
manual de baja presion disenada y construida en el Cinvestav
Irapuato y descrita por Carrillo-Tripp e al. (2007). El bom-
bardeo se hizo con particulas de oro (0.5 micrones, BioRad)
cubiertas con ambos componentes del genoma viral. El ADN
viral (clonado en el pldsmido pBluescript) para el bombardeo
se prepard mezclando 0.2 mg de cada componente viral para
inocular seis plantas (seis disparos). Con un filtro acoplado
a la pistola, el disparo se dirigié hacia toda la roseta, a una
distancia de 2 cm y a una presion de 50 psi. Para los disparos
en hojas individuales se usé la pistola de punta para dirigir
el disparo a hojas especificas (Carrillo-Tripp ez al., 2007).
Las construcciones hemidiméricas de los componentes vira-
les las dond la Dra. Dominique Robertson de la Universidad
Estatal de Carolina del Norte (NCSU). La construccién del
componente A (pCPCbLCVA.007) contiene una delecién
en el gen de la CP y tiene repetida la secuencia de la region
intergénica (RI) y una parte del gen Rep. La construccidn
del componente B (pCPCbLCVB.002) tiene repetida su RI
correspondiente y el marco de lectura completo del gen MP
(Movement protein). Para seleccionar lineas con expresién
del gen reportero GUS en respuesta al virus se bombardea-
ron 10 pldntulas por linea. Para el andlisis de expresién del
gen PGM se inocularon 10 plantas para cada tiempo (1, 3, 5
y 7 dpi).

Aislamiento de ADN y anilisis de TAIL-PCR

Para identificar los genes etiquetados por las trampas gé-
nicas se usé la técnica de TAIL-PCR (Liu et al., 1995). Para
obtener el ADN total las rosetas completas de cinco plantas
se congelaron y se trituraron con nitrégeno liquido. El ADN
se obtuvo con el método CTAB (Murray y Thompson, 1980).
Para cada anilisis se usaron 5 ng de ADN por cada muestra.
Los productos de PCR seleccionados se clonaron en el vector
pGEM-Teasy (Promega) o en el vector pCRII-TOPO (Invi-
trogen), se secuenciaron y compararon contra el genoma de

Arabidopsis.
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With a filter coupled to the gun, shooting was directed
toward the entire rosette at a distance of about 2 ¢cm at 50 psi
pressure. For the shots on individual leaves, the pointed gun
was used to direct the shot to specific leaves (Carrillo-Tripp
et al., 2007). Dr. Dominique Robertson of North Carolina
State University (NCSU) donated the hemidimeric constructs
of the viral components. The construct of component A
(pCPCbLCVA.007) contains a deletion in the CP gene,
and the sequence of the intergenic region (IR) and part of
the Rep gene are repeated. The construct of component B
(pCPCbLCVB.002) has its corresponding IR and the complete
reading frame of the MP (Movement protein) gene repeated.
To select the lines with the GUS reporter gene expression in
response to the virus, 10 seedlings per line were bombarded.
For the analysis of the expression of the PGM gene, 10 plants
for each period (1, 3, 5 and 7 days post inoculation, dpi) were

used.
Isolation of DNA and TAIL-PCR analysis

To identify the genes tagged by the gene traps, the TAIL-
PCR technique (Liu ez al., 1995) was used. To obtain total DNA,
intact rosettes of five plants were frozen and ground with liquid
nitrogen. DNA was obtained with the CTAB method (Murray
and Thompson, 1980). For each analysis, 5 ng of DNA were
used per sample. The selected PCR products were cloned in the
vector pGEM-Teasy (Promega) or in the vector pCRII-TOPO
(Invitrogen), sequenced and compared against the Arabidopsis

genome.

CaMV358S::Rep, CaMV35S:: TrAP and
CaMV358S::REn Constructs

To generate the constructs of over-expressing virus genes
Rep (CaMV35S::Rep), TrAP (CaMV35S::TtAp) and REn
(CaMV35S::REn), the respective open reading frames (ORF)
were amplified by PCR from component A of cloned CaL.CuV
in the vector pBluescript. The amplified fragments were cloned
initially in vector pCRII-TOPO (Invitrogen) following the
specifications of the manufacturer and later subcloned separately
in a vector containing the CaMV 35S promoter (courtesy of
Rosa Maria Rangel-Cano, Cinvestav Irapuato). The sequences
of the primers used for the amplifications are the following: Rep
(1075 pb), sense 5-ATTATTTACAAAAATGCCACGG-3’,
5'-CAGCTCTCCTTTTAGCAATC-3";  TrAP
(410  pb), sense 5-ACTACCAAAAATGCAAAATT-3’,
antisense 5 -GGCATTTGAATCTACTTAA-3"; REn (417
pb), sense 5-TTGAGCTACTAATGGATTC-3’, antisense
5'-CGATTCGATA ACAAATTAATAA-3".

antisense
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Construcciones CaMV358::Rep, CaMV35S::TrAP y
CaMV35S::REn

Para generar las construcciones de sobreexpresién de los
genes virales Rep (CaMV35S::Rep), TrAP (CaMV35S::TrAp) y
REn (CaMV35S::REn), los respectivos marcos de lectura abier-
ta (MLA) se amplificaron por PCR a partir del componente A
de CaLCuV clonado en el vector pBluescript. Los fragmentos
amplificados se clonaron inicialmente en el vector pCRII-TOPO
(Invitrogen) segtn las especificaciones del fabricante y después
se subclonaron por separado en un vector conteniendo el pro-
motor 355 CaMV (cortesia de QBP Rosa Maria Rangel Cano,
Cinvestav Irapuato). Las secuencias de los iniciadores usados
para las amplificaciones son las siguientes: Rep (1075 pb), sen-
tido 5'-ATTATTTACAAAAATGCCACGG-3’, antisentido
5"-CAGCTCTCCTTTTAGCAATC-3"; TrAP (410 pb), senti-
do 5’-ACTACCAAAAATGCAAAATT-3’, antisentido 5'-GG-
CATTTGAATCTACTTAA-3"; REn (417 pb), sentido 5"-TT-
GAGCTACTAATGGATTC-3’, antisentido 5-CGATTCGA-
TA ACAAATTAATAA-3".

Construcciones CaMV35S-PGM

Para generar la construccién de sobreexpresiéon del gen
fosfoglicerato mutasa (PGM) (CaMV35S-PGM), el marco de
lectura del gen se amplificé por RT-PCR. Para sintetizar la pri-
mera cadena de cADN se us6 1 ug de ARN total proveniente
de rosetas de plantas silvestres y la enzima transcriptasa reversa
Superscript II (Invitrogen). Para la reaccién de PCR se usé 1
#L de la sintesis de la primera cadena de cADN. El producto
de PCR se cloné en el vector pCRII-TOPO (Invitrogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los iniciadores
fueron: PGM-sentido 5’-CGTCTAGAGGCGCGCCATG-
GATTGCAAGATTCTTG-3" al cual se adicionaron los sitios
de restriccion Xbal y Ascl; PGM-antisentido 5’-CGGGATC-
CATTTAAATTCAATTCTCCGTAG ATGA-3" con los sitios
BamHI-Swal. El fragmento amplificado tiene un tamafio de
694 pb.

El fragmento conteniendo el MLA de PGM se digirié con
Ascl-Xbal y subcloné en el vector pFGC5941 (Kerschen et al.,
2004) (GeneBank No. AY310901) (http://www.chromdb.orgi/
order_vectors.html) rio abajo del promotor 35S del virus CaMV,

reemplazando el intrén de la Chalcona sintasa-A (ChsA).
Construcciones Promotor::uidA
Para generar las construcciones de promotor::UidA, la se-

cuencia promotora del gen PGM (AT1G09935) se amplifi-

c6 con la técnica de PCR. Para la amplificacién se usaron

CaMV35S-PGM Constructs

To generate the over-expression construct of the
phosphoglycerate mutase gene (PGM) (CaMV35S-PGM),
the reading frame of the gene was amplified by RT-PCR. For
synthesis of the first cDNA strand, 1 #g of total RNA from
the rosettes of wild type (wt) plants and the enzyme reverse
transcriptase Superscript II (Invitrogen) were used. For the PCR
reaction, 1 #L of the synthesis of the first cDNA strand was
used. The PCR product was cloned in the vector pCRII-TOPO
(Invitrogen) following the instructions of the manufacturer. The
primers were PGM-sense 5’-CGTCTAGAGGCGCGCCAT
GGATTGCAAGATTCTTG-3’, to which the restriction sites
Xbal and Ascl were added, and PGM-antisense 5 -CGGGAT
CCATTTAAATTCAATTCTCCGTAG ATGA-3’, with the
BamHI-Swal sites. The amplified fragment has a size of 694 pb.

The fragment containing the open reading frame of PGM
was digested with Ascl-Xbal and subcloned in the vector
pFGC5941 (Kerschen ez al., 2004) (GeneBank No. AY310901)
(http://www.chromdb.orgi/order_vectors.html) downstream
from the promoter 35S of the CaMV virus, replacing the intron
of the Chalcone synthase-A (ChsA).

Promoter::UidA constructs

To generate the promoter::UidA constructs, the promoter
sequence of the PGM (AT1G09935) gene was amplified with
the PCR technique. For this amplification, 0.5 ug total DNA
from the rosettes of wt plants were used. The PCR product
(1515 pb) was cloned in the vector pCRII-TOPO (Invitrogen)
following the instructions of the manufacturer. The sequence
was subcloned in the pBI 101.3 vector. The A. rumefaciens
strain PGV2260 was transformed by electroporation with
the generated constructs. The sequence of the primers for
amplifying the promoter region is the following: pPGM-sense
5"-AATAAAGCTTTGCGTTCGAAAC-3" with Hindi site,
pPGM-antisense 5-CAAGTTCTAGATTTTACAGCTC 3’
with Xbal site.

Plant transformation
Transformation of A. thaliana ecotype plants Columbia
(Col-0) was carried out with the floral dipping method described
by Clough and Bent (1998).

RNA isolation and quantitative RI-PCR analysis

Total RNA was isolated from tissue collected from 5 intact

rosettes, frozen and ground with liquid nitrogen, following the
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0.5 ug de ADN total de rosetas de plantas silvestres. El pro-
ducto de PCR (1515 pb) se cloné en el vector pCRII-TOPO
(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
secuencia se subclond en el vector pBI 101.3. La cepa PGV2260
de A. tumefaciens se transformé por electroporacion con las
construcciones generadas. La secuencia de los iniciadores para
amplificar la regién promotora es la siguiente: pPGM-sentido
5"-AATAAAGCTTTGCGTTCGAAAC-3" con sitio HindlIII,
pPGM-antisentido 5'-CAAGTTCTAGATTTTACAGCTC 3’

con sitio Xbal.
Transformacién de plantas

La transformacién de plantas de A. thaliana ecotipo Colum-
bia (Col-0) se realizé6 mediante el método de inmersién floral

(floral-dipping) descrito por Clough y Bent (1998).
Aislamiento de ARN y anélisis RI-PCR cuantitativo

El ARN total se aislé de tejido de 5 rosetas completas con-
geladas y trituradas con nitrégeno liquido siguiendo el pro-
tocolo de Trizol (Invitrogen). Las rosetas se recolectaron a los
1, 3, 5y 7 d después de la inoculacion viral. Para el andlisis
RT-PCR, 1 ug de ARN total se traté con la enzima DNase I
(Invitrogen) por 20 min, e inactivada con una incubacién a
65 °C por 20 min. Para sintetizar la primera cadena de cADN
se usé 1 ug de ARN total de rosetas de plantas silvestres, 10
U de la enzima transcriptasa reversa Superscript II (Invitro-
gen) y 1 4L (10 mM) del iniciador (dTyg). Para la reaccién de
PCR cuantitativo se usaron 10 #L del reactivo Platinum SYBR
Green qPCR Super Mix UDG (Invitrogen, 2X), con una con-
centracién final de fluoresceina de 10 nM segtin las recomen-
daciones del fabricante. Se usaron 0.5 uL de cADN (12.5 ng)
para reacciones de 20 uL de volumen final. A la mezcla se
agregd 1 uL de cada iniciador (10 #M cada uno). Se asumié
una mdxima eficiencia de amplificacién en el umbral elegido
durante la fase log de la curva para todas las muestras. Curvas
de disociacién se hicieron para descartar amplificaciones ines-
pecificas para cada par de oligos usados en cada experimento.
Los datos se normalizaron con los resultados de la amplifica-
cién del gen de referencia 16S de la misma muestra. La cuan-
tificacién relativa se hizo con la férmula 7 = XZCT, donde T
es el umbral en unidades de fluorescencia, X es el ndmero de
copias iniciales y CT es el nimero de ciclo donde la muestra
cruza al umbral (Carrillo-Tripp e# al., 2007). Para calcular las
unidades relativas se usé la muestra con la mds alta concentra-
cién como pardmetro de estandarizacién. Para la cuantifica-
cién relativa del virus CaLCuV se usé el mismo cADN usado

para calcular los mensajeros de PGM. Las secuencias de los
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protocol of Trizol (Invitrogen). The rosettes were collected 1, 3,
5 and 7 d after viral inoculation. For the RT-PCR analysis, 1
ug of total RNA was treated with the enzyme DNase I (Invit-
rogen) for 20 min and inactivated by incubation at 65 °C for
20 min. For synthesis of the first cDNA strand, 1 g of total
RNA from rosettes of wt plants, 10 U of reverse transcriptase
Superscript II (Invitrogen) enzyme and 1 uL (10 mM) of the
oligo (dT;g) were used. For the quantitative PCR reaction, 10
uL of the reagent Platinum SYBR Green qPCR Super Mix UDG
(Invitrogen, 2X) was used with a final fluorescein concentration
of 10 nM following the recommendations of the manufacturer.
For reactions of 20 uL final volume, 0.5 uL ¢cDNA (12.5 ng)
were used. To this mixture, 1 4L of each primer (10 uM each)
was added. Maximum amplification efficiency was assumed at
the selected threshold during the log phase of the curve for all
samples. Dissociation curves were constructed to discard non-
specific amplifications for each pair of primers used in each ex-
periment. The data were normalized with amplification results
of the reference gene 16S of the same sample. Relative quanti-
fication was performed with the formula 7= X ZCT, where 77
is the threshold in fluorescence units, X is the number of initial
copies and CT is the cycle number where the sample crosses the
threshold (Carrillo-Tripp ez al., 2007). Relative units were cal-
culated using the sample with the highest concentration as the
standardization parameter. To calculate the relative quantity of
the virus CaLCuV, we used the same cDNA used for quantifying
PGM transcripts. The sequences of the primers used are the fol-
lowing: PGM-sense 5-GTAGCCCTCCCATTTTGGCAC-3’,
PGMe-antisense 5'-CTGAGAGAAATCGATGGTGG-3"; 16S-
sense  5'-TGAGAATGGATAAGAGGCTC-3", 16S-antisense
5-TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG-3". TrAPF 5’-ACTAC-
CAAAAATGCAAAATT-3", Rep-R 5'-CAGCTCTCCTTT-
TAGCAATC-3".

Determination of total chlorophyll

To determine chlorophyll, rosette leaves were cut into
pieces (0.25 g), placed in tubes with 5 mL of 80 % acetone and
incubated 10-12 h at —20 °C. Chlorophyll was measured in a
spectrophotometer using 80 % acetone as blank. Optical density
readings of all samples were done at 645 nm and 663 nm. To
obtain the total amount of chlorophyll, the values were substituted
in the equation: Chlorophyll concentration=(20.2X(OD 645
nm))+(8.02XOD 663nm)) (Arnon, 1949).

Rosette diameter measurement

To obtain rosette diameter, rosettes of 10 plants from each

of five 355-PGM lines were measured with a Vernier calibrator
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iniciadores usados son las siguientes: PGM-sentido 5’-GTA-
GCCCTCCCATTTTGGCAC-3’, PGM-antisentido 5’-CT-
GAGAGAAATCGATGGTGG-3"; 16S-sentido 5’-TGAGA-
ATGGATAAGAGGCTC-3", 16S-antisentido 5’-TGTTG-
TTCCCCTCCCAAGGG-3". TrAPF 5'-ACTACCAAAAAT-
GCAAAATT-3", Rep-R 5’-CAGCTCTCCTTTTAGCA-
ATC-3"

Determinacién de clorofila total

Para la determinacién de clorofila se cortaron pedazos de
hojas de roseta (0.25 g), se colocaron en tubos con 5 mL de
acetona al 80 % y se incubaron 10-12 h a —20 °C. Las medi-
ciones de clorofila se hicieron en un espectrofotémetro usando
como blanco acetona al 80 %. Las lecturas de la densidad 6ptica
de todas las muestras se realizaron a 645 nm y 663 nm. Para
obtener la cantidad total de clorofila, los valores se sustituye-
ron en la ecuacién: Concentracién de clorofila=(20.2X(OD

645nm))+(8.02X (OD 663nm)) (Arnon, 1949).
Medicién del didmetro de la roseta

Para obtener el didmetro de la roseta, las rosetas de 10
plantas de cinco lineas 355-PGM se midieron con un cali-
brador Vernier 45 d después de la germinacién. Cada rose-
ta fue medida dos veces formando un cuadrante X-Y por-
que la forma de cada roseta no es homogénea. Los datos
fueron analizados y graficados en el programa Microsoft®
Excel®.

REsurtapOs Y DiscUsioN

Identificacién de genes de respuesta
a la infeccién por virus

Las trampas génicas se usan para estudiar los
patrones de expresién y la identificacién de nuevos
genes, especialmente aquellos dificiles de identificar
en escrutinios de pérdida de funcién (Fridborg ez .,
2004). Ademds, se usan para identificar genes cuya
expresién estd asociada al desarrollo del gametofito
femenino en plantas de Arabidopsis, en procesos de
senescencia y germinacién y en genes regulados en
la falta de oxigeno (Liu ez al., 1995; Campisi ez al.,
1999; He et al, 2001; Baxter-Burrell ez /., 2003;
Acosta-Garcia y Vielle-Calzada, 2004). Sin embargo,
esta herramienta se usa poco para identificar genes
que respondan a infecciones de patégenos, especifi-
camente a geminivirus.

45 days after germination. Because rosette shape is not
homogeneous, an X-Y quadrant was formed, and each rosette
was measured twice. The data were analyzed and plotted in

Microsoft™ Excel®.
REsuLts AND DISCUSSION

Identification of genes responsive
to the virus infection

Gene traps are used to study expression patterns
and to identify new genes, especially those that
are difficult to identify in lost function screenings
(Fridborg et al., 2004). Besides, they are used to
identify genes whose expression is associated with
the development of the female gametophyte in
Arabidopsis plants, in processes of senescence and
germination and in genes regulated by lack of oxygen
(Liu ez al., 1995; Campisi ez al., 1999; He ez al., 2001;
Baxter-Burrell ez 4l., 2003; Acosta-Garcia and Vielle-
Calzada, 2004). However, this tool is not often
used to identify genes that respond to infection by
pathogens, specifically geminivirus.

To identify genes that respond to infection by the
geminivirus CaLCuV, a screening was carried out
on collections of transposing lines of A. thaliana of
both types: ET (enhancer trap) and GT (gene trap).
In this screening, the lines of interest were those
that exhibited activity of the reporter gene only and
exclusively in the plants inoculated with the viral
DNA.

The analyzed lines were 506: 273 of the MGT
type and 233 of the MET type. Of these lines, 60 %
had no detectable activity of the reporter gene after
viral inoculation. This result suggests that the gene
traps in these lines were not integrated in regulator
elements of any open reading frame (ORF), or
otherwise, they were integrated in elements that do
not respond to viral infection.

A third of the lines (168) exhibited reporter
gene activity in both inoculated tissue and in the
non-inoculated controls, suggesting that the gene
trap tagged regulator elements or ORF with a
constitutive expression that is not altered by the
presence of the virus. Another 4.3 % of the evaluated
lines (22) showed reporter gene activity as the result
of the inoculation method (biolistic); that is, they
responded to the mechanical damage caused by
bombardment with particles with and without viral

TREJO-SAAVEDRA ¢t al. 601



AGROCIENCIA, 16 de agosto - 30 de septiembre, 2015

Para identificar genes que responden a la infeccién
del geminivirus CaLCuV, se realiz6 un escrutinio en
colecciones de lineas transposantes de A. thaliana de
ambos tipos: ET (enhancer trap) y GT (gene trap). En
este escrutinio, las lineas de interés fueron aquellas
que mostraron actividad del gen reportero unica y
exclusivamente en las plantas inoculadas con el ADN
viral.

Las lineas analizadas fueron 506: 273 del tipo
MGT y 233 del tipo MET. El 60 % de esas lineas
(306) no mostré actividad detectable del gen reporte-
ro después de la inoculacién viral. Este resultado su-
giere que las trampas génicas en esas lineas no estaban
integradas en elementos reguladores de algin marco
de lectura abierto (MLA) o bien, estaban integradas
en elementos que no responden a la infeccién viral.

Un tercio de las lineas (168) mostré actividad del
reportero tanto en tejido inoculado con el virus como
en los controles sin inocular, sugiriendo que la tram-
pa génica etiqueté elementos reguladores o MLAs
con una expresién constitutiva que no es alterada por
la presencia viral. El 4.3 % de las lineas evaluadas
(22) mostré actividad del gen reportero como resul-
tado del método de inoculacién (balistica), es decir,
respondieron de manera similar al dafio mecdnico
ocasionado por el bombardeo con particulas con y
sin ADN viral. Finalmente, el 2.3 % de las lineas eva-
luadas (11) mostré una actividad del gen reportero
en respuesta a la inoculacién viral, indicando que la
trampa génica etiqueté elementos que respondieron
a la infeccién por el virus.

De las 11 lineas con respuesta especifica al vi-
rus CaLCuV se identificaron 8 genes, ninguno de
los cuales estd relacionado con patogénesis usan-
do otras herramientas como microarreglos o andli-
sis cADN-AFLP (Cooper, 2001; Golem y Culver,
2003; Whitham ez al., 2003; Ascencio-Ibanez et al.,
2008). La comparacién de las secuencias de los 8 ge-
nes mostr6 gran diversidad en la naturaleza de los
genes etiquetados por las trampas génicas. Se encon-
tré una proteina similar a aquellas en el complejo de
transcripcion CCR4, dos proteinas hipotéticas, dos
con repetidos ricos en leucina, una proteina similar a
receptores de membrana, un pseudogen, y una desa-
turasa de dcidos grasos (Cuadro 1). La funcién en la
infeccién viral de dos de los genes identificados en
el cuadro 1 fue estudiada y se presentan los datos del
gen PGM. Trejo-Saavedra ez al. (2009) presentd la
informacién relacionada con el gen CRL (Crumpled
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DNA in a similar way. Finally, 2.3 % of the lines
evaluated (11) showed activity of the reporter gene in
response to the viral inoculation, indicating that the
gene trap tagged elements that responded to the viral
infection.

Of the 11 lines with specific response to the
CaLCuV virus, eight genes were identified, none
of which is related to the pathogenesis using other
tools such as microarrays or cDNA-AFLP (Cooper,
2001; Golem and Culver, 2003; Whitham ez 4/,
2003; Ascencio-Ibanez e al., 2008). Comparison
of the sequences of the eight genes revealed broad
diversity in the nature of the genes tagged by gene
traps. We found a protein similar to those in the
CCR4 transcription complex, two hypothetical
proteins, two with repeats rich in leucine, a protein
similar to membrane receptors, a pseudogene, and
a desaturase of fatty acids (Table 1). The function
in the viral infection of two of the genes identified
in Table 1 was studied, and data related to the
PGM gene are presented. Trejo-Saavedra et al.
(2009) reported information related to the CRL
(Crumpled leaf) gene involved in morphogenesis
and plastid division, but they did not previously
associate it to the process of plant-pathogen
interaction.

The fact that the genes identified in our
study have not been reported in other studies on
differential expression in plant-virus interaction
consolidates the use of transposant lines as an
important tool in the search for genes associated
with response to geminivirus. This methodology
has important advantages. For example, it can
detect genes whose differential expression occurs
in a very specific tissue or period. The techniques
based on direct detection of RNA (microarrays,
RNAseq) often fail to detect genes that express
differentially only in a few cells or during a very
specific period due to an effect of RNA dilution
at the moment of extraction. Moreover, because
of their cost, these methods tend to be very time-
specific (photographic moment), and if a gene
has differential expression at another moment, it
is very likely that it will go undetected. Analysis
of the entire plant with histochemical tests at any
point of its development increases the likelihood
of finding genes not detected in other systems.

Viruses affect the transcriptional stage of the
infected cells, according to Cooper (2001), Golem
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Cuadro 1. Estructura del gen etiquetado y localizacién de la trampa génica, indicando el sitio de insercién, el nimero de
identificacién de cada gen y el nimero de linea de donde fue seleccionado. El esquema de los genes fue realizado
respecto a la base de datos del Laboratorio de Andlisis Genémicos del Instituto SALK (http://www.arabidopsis.
org/). Los iconos en rojo muestran la localizacién de la trampa génica y las flechas en azul la orientacién del gen

reportero UidA.

Table 1. Structure of the tagged gene and location of gene trap, indicating insertion site, identification number of each gene
and number of line from which it was selected. The gene schema was accomplished with regard to the database of the
SALK Institute Genomic Analysis Laboratory (http://www. arabidopsis.org/). The icons in red show the location of
the gene trap. Blue arrows indicate the orientation of the UidA reporter gene.

Localizacién de la trampa génica

Gen etiquetado Numero de linea

Proteina LRR

MHHM AT2G34580 MGT 221
Pseudogen
z AT3G21985 MGT 643
? FAD 7
- AT3G11170 MGT 699
CRL
m AT5G1020 MGT 208
Proteina hipotética del
complejo de
? transcripcion CCR4 MGT 208
AT5G22250
PGM
m AT1G09935 MGT 209
Proteina de embrién
ﬁ—. AT3G61210 MGT 210
PGP
ﬁl‘“‘l—.’ AT3G28380 MGT 210

leaf) involucrado en morfogénesis y divisién de plds-
tidos, pero que no estaba asociado al proceso de inte-
raccién planta patégeno.

El hecho de que los genes identificados en este
estudio no estén reportados en estudios de expre-
sién diferencial en la interaccién planta-virus, con-
solida el uso de las lineas transposantes como una
herramienta importante para la bisqueda de genes
asociados a la respuesta a geminivirus. Esta meto-
dologia presenta ventajas importantes; por ejemplo,
puede detectar genes cuya expresiéon diferencial
ocurre en un tejido o periodo muy especifico. Las
técnicas basadas en la deteccién directa de ARN
(microarreglos, RNAseq) frecuentemente fallan en
detectar genes que solo se expresan diferencialmente
en unas cuantas células o durante un periodo muy
especifico debido a un efecto de dilucién del ARN
en el momento de la extraccién. Ademds, debido a
los problemas de costos, estos métodos tienden a ser

and Culver (2003) and Trinks ez 2/ (2005). But it
is still difficult to discern genes that modify their
expression as a specific response to viral infection
from those that are part of a more overall response
to any other type of stress. These alterations
represent the direct and indirect effects of virus
replication or movement (Cooper, 2001; Golem
and Culver, 2003; Huang ez al., 2005). There are
changes in the expression of genes during the first
few days of the infection in Arabidopsis infected
by caulimovirus (CaMV) (Cecchini ez al., 1997),
cucumovirus (CMV), tobamovirus (TVCV),
potexvirus (PVX), potyvirus (PVY) (Whitham ez
al., 2003), and by geminivirus (Ascencio-Ibafez ez
al., 2008). These changes are related to processes
that reflect biochemical and physiological changes
involved in the development of the disease (Cooper,
2001; Golem and Culver, 2003; Whitham,
2003).
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andlisis puntuales en el tiempo (fotografia del mo-
mento) y si un gen tiene su expresién diferencial en
otro momento, es muy probable que no se detecte.
El analizar toda la planta con pruebas histoquimicas
y en cualquier momento de su desarrollo aumenta
la probabilidad de encontrar genes no detectados en
otros sistemas.

Los virus afectan el estado transcripcional de la
células infectadas, segin Cooper (2001), Golem y
Culver (2003) y Trinks ez a/. (2005). Pero atin no es
fécil discernir entre los genes que modifican su ex-
presién como una respuesta especifica a la infeccién
viral y aquellos que son parte de una respuesta mds
global a cualquier tipo de estrés. Esas alteraciones re-
presentan los efectos directos e indirectos de la re-
plicacién o movimiento viral (Cooper, 2001; Golem
y Culver, 2003; Huang ez al., 2005). Hay cambios
en la expresiéon de genes durante los primeros dias
de la infeccién en plantas de Arabidopsis infectadas
con caulimovirus (CaMV) (Cecchini et al., 1997),
cucumovirus (CMV), tobamovirus (TVCV), potex-
virus (PVX) potyvirus (PVY) (Whitham ez al., 2003)
y por geminivirus (Ascencio-Ibanez er al., 2008).
Esos cambios estdn relacionados con procesos celu-
lares que reflejan los cambios bioquimicos y fisiol6-
gicos involucrados en el desarrollo de la enfermedad
(Cooper, 2001; Golem y Culver, 2003; Whitham,
2003).

Anilisis de expresion del gen PGM

La seleccién del gen PGM se basé en que este gen
no estd reportado como involucrado en la interac-
cién planta-patégeno usando otras herramientas ya
mencionadas (microarreglos, cADN AFLP) (Cooper,
2001; Golem y Culver, 2003; Whitham ez a/., 2003;
Ascencio-lbafez et al., 2008). Por medio de PCR
cuantitativo se compar6 la expresiéon del gen PGM de
plantas de Arabidopsis Col-0 sin infectar, de plantas
infectadas con el virus CaLCuV vy de plantas inocu-
ladas con particulas pero sin ADN viral (inoculacién
mock). Los resultados indican que la expresién del
gen PGM aumenta a las 24 h después de la inocula-
cién con virus (1 dpi) y disminuye drasticamente los
siguientes dias (Figura 2).

Para obtener mds informacién de la expresién del
gen PGM, una regién de 1515 pb rio arriba del co-
dén de inicio se amplificé y se usé como promotor,
y esta secuencia se fusiond al gen reportero UidA que
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Analysis of PGM gene expression

The PGM gene was selected because is not
reported as involved in the interaction plant-
pathogen using other tools already mentioned
(microarrays, cDONA AFLP) (Cooper, 2001; Golem
and Culver, 2003; Whitham ez a/., 2003; Ascencio-
Ibanez et al., 2008). By quantitative PCR, expression
of the PGM gene from uninfected Arabidopsis Col-0
was compared with that of CaL.CuV-infected plants
and with that of plants inoculated with particles
without viral DNA (mock inoculation). The results
indicate that expression of the PGM gene increases
24 h after inoculation with the virus (1 dpi) and
decreases drastically in the following days (Figure 2).

To obtain more information on PGM expression,
a 1515 bp region upstream from the start codon
was amplified and used as a promoter. This
sequence was fused to the reporter gene that codes
for B-glucuronidase (GUS). With this construct,
A. thaliana Col-0 plants were transformed. The
transgenic lines (pPGM::GUS) were analyzed with a
histochemical assay of GUS to determine its specific
tissue expression. In all of the lines, expression of the
GUS gene was observed up to 21 d post germination
(dpg) (Figure 3C). Because all the lines showed the
same expression pattern as the reporter gene GUS,
some of them were selected randomly. The selected
lines were inoculated with the CaLCuV virus and
analyzed with GUS histochemical tests. Expression
of the reporter was not intense; however, with more
detailed analysis of the inoculated tissue, isolated cells
were observed with GUS expression on the entire
leaf on the first and third dpi (Figure 3A, CaLCuV).
These results are consistent with those obtained in
the quantitative PCR analysis, in which the amount
of the messenger RNA increases on the first day after
inoculation and decreases during the following days
(Figure 2).

To analyze whether the change in expression of
the PGM gene was due to the presence of the virus
or to a specific response to some viral protein, the
open reading frames (ORFs) of the Rep, TrAP and
REn genes of the A component were cloned under
the 35S promoter of the CaMV virus. These genes
are involved in virus replication, modification of
the cell cycle and the transactivation of genes that
are important for the infective cycle of the virus
(Hanley-Bowdoin ez al., 2013). These constructs
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codifica para la f-glucuronidasa (GUS). Con esta
construccion se transformaron plantas de A. thaliana
Col-0. Las lineas transgénicas (pPGM::GUS) se ana-
lizaron por una prueba histoquimica de GUS para
determinar su expresion especifica de tejido. En to-
das las lineas la expresién del gen GUS se observé
hasta los 21 d post germinacién (dpg) (Figura 3C).
Debido a que todas las lineas mostraron el mismo pa-
trén de expresion del gen reportero GUS, algunas de
ellas se seleccionaron al azar. Las lineas seleccionadas
se inocularon con el virus CaLCuV y se analizaron
por pruebas histoquimicas de GUS. La expresion del
reportero no fue tan intensa; sin embargo, al analizar
con més detalle el tejido inoculado, se observaron cé-
lulas aisladas con expresién de GUS en toda la hoja
al primer y tercer dpi (Figura 3A, CaLCuV). Estos
resultados son consistentes con los obtenidos en el
andlisis de PCR cuantitativo, donde la cantidad del
mensajero aumenta el primer dia y disminuye los si-
guientes dias después de la inoculacién (Figura 2).
Para analizar si el cambio de expresién del gen
PGM fue debido a la presencia del virus o a una
respuesta especifica hacia alguna proteina viral, los
marcos de lectura abierta (MLAs) de los genes Rep,
1rAP y REn del componente A se clonaron bajo el
promotor 35S del virus CaMV. Estos genes estdn in-
volucrados en la replicacion viral, modificacion del
ciclo celular y la transactivacion de genes importantes
para el ciclo infectivo viral (Hanley-Bowdoin ez al.,
2013). Estas construcciones se inocularon de manera
independiente en las plantas pPGM::GUS. La prue-
ba histoquimica se realizé a los 1, 3, 5y 7 dpi y solo
se pudo observar la expresién del reportero con las
construcciones CaMV355-Rep y CaMV355-REn du-
rante el periodo de 1a 5 dpi (Figura 3A). En ninguno
de los casos analizados se observé expresion del re-
portero GUS a los 7 dpi. Ademds, la expresion indu-
cida por la presencia individual de las proteinas vira-
les fue mds baja que la observada en los experimentos
con el virus completo. Estos resultados sugieren que
el cambio de expresidn observado en la infeccién con
el virus completo se debe a la conjuncién de la accién
de los genes Rep y REn. Sin embargo, no se descarta
que alguno de los genes del componente B o la pro-
teina de la cdpside (CP) o ambos, también influyan.
Para determinar una posible funcién del gen
PGM en el proceso de infeccién por CaLCuV se
examind el efecto de la ganancia de funcién de
este gen. Para esto se generaron construcciones de
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Figura 2. Andlisis de expresién del gen PGM por medio de
PCR cuantitativo en plantas de Arabidopsis Col-0
inoculadas con CaL.CuV. El valor de cada barra es el
correspondiente al ARN extraido de un lote combi-
nado de cinco plantas para cada caso.

Figure 2. Analysis of PGM gene expression by quantitative
PCR in Arabidopsis Col-0 plants inoculated with
CaLCuV. The value of each bar corresponds to
RNA extracted from a combined batch of five
plants for each case.

were inoculated independently in the pPGM::GUS
plants. The histochemical test was carried out 1, 3,
5 and 7 dpi, and expression of the reporter could
be observed only with the constructs CaMV355-
Rep and CaMV355-REn during the period 1-5 dpi
(Figure 3A). In none of the analyzed cases was
expression of the GUS reporter observed 7 dpi.
Moreover, the expression induced by the presence
of individual viral proteins was lower than that
observed in the experiments with the complete virus.
These results suggest that the change in expression
observed in infection by the complete virus is due
to the concerted action of the Rep and REn genes.
However, we cannot rule out the possibility that one
gene of the B component or the capsid protein (CP),
or both, also has an influence.

To determine a possible function of the PGM
gene in the CalLCuV infection process, a gain-
of-function experiment was carried out with this
gene. To this end, over-expression constructs were
generated using the vector pFGC5941 (http://
www.chromdb.org/rnai/ordervectors.html).  With
the generated constructs, A. thaliana Col-0 ecotype
plants were transformed using A. rumefaciens. Fifty-
six CaMV35S-PGM T1 lines were obtained, of which
44 (78.5 %) exhibited a phenotype with rolled leaves

and additional stems (Figure 4B, whereas the other
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Figura 3. Expresién del gen reportero UidA bajo el control del promotor del gen PGM. A, cambio de expresiéon del gen repor-

tero fusionado al promotor pPGM en la linea pPGM7::GUS por inoculacién de CaMV355-Rep, CaMV35S-REn y
CaLCuV. B, tejido testigo que no muestra expresion del gen reportero. C, expresién del gen GUS en hojas verdade-
ras de la roseta de las plantas transgénicas con la construccién pPGM::GUS a los 21 dpg. D, control Mock, planta
bombardeada con particulas sin ADN viral. Las puntas de flecha rojas indican la zona de expresiéon observada al
microscopio.

Figure 3. Expression of the reporter gene UidA under control of the PGM gene promoter. A, change in expression of the

reporter gene fused to the pPGM promoter in line pPGM7::GUS by inoculation with CaMV35S-Rep, CaMV35S-
REn and CaLCuV. B, control tissue that does not exhibit expression of the reporter gene. C, expression of the GUS
gene in true leaves of the rosette of transgenic plants with the construct pPGM::GUS 21 dpg. D, mock control,
plant bombarded with particles with no viral DNA. Red arrowheads indicate the area of expression observed under
microscope.

sobreexpresién usando el vector pFGC5941 (htep://
www.chromdb.org/rnai/order vectors.html). Con
las construcciones generadas se transformaron
plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 utilizando A.
tumefaciens. Se obtuvieron 56 lineas CaMV35S-
PGM T1 de las cuales 44 (78.5 %) mostraron fe-
notipo de hojas enrolladas y generacién de tallos
adicionales (Figura 4B) mientras que las otras 12
lineas (21.5 %) no mostraron fenotipo. La cantidad
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12 lines (21.5 %) did not exhibit a phenotype. The
relative quantity of transcript was determined by RT-
PCR, revealing that line CaMV355-PGM T2-8 has
more PGM messenger RNA than a wt line (Figure
4E).

To differences
phenotypical analyses were conducted using both
wt and transgenic line plants. The results show that
values for transgenic line plants are not significantly

rule out in development,
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Figura 4. Caracterizacién fenotipica de las lineas transgénicas con sobreexpresién de PGM (CaMV35S-PGM). A, planta
silvestre (wt) adulta; B, planta 355-PGM adulta; C, roseta de una wt; D, roseta de una planta 355-PGM. En todos
los casos se muestran fotografias de las plantas representativas. E, cuantificacién relativa del transcrito de la linea
CaMV35S-PGM T2-8; F, concentracién de clorofila total en las lineas 355-PGM y wt; G, medicién del ndmero
de hojas en las lineas 355-PGM y wt a los 45 dpg; H, medicién del didmetro de la roseta en las lineas 35S-PGM,

y wt a los 45 dpg.

Figure 4. Phenotypical characterization of the transgenic lines that over-express PGM (CaMV35S-PGM). A, adult
wild type (wt) plant; B, adult 355-PGM plant; C, wt plant rosette; D. 355-PGM plant rosette. In all cases,
photographs are of representative plants. E. relative quantification of the CaMV35S-PGM T2-8 line transcript;
F, total chlorophyll concentration in 358-PGM and wt lines; G, measurement of number of leaves in 355-PGM
and wt lines 45 dpg; H, measurement of rosette diameter in 355-PGM and wt lines 45 dpg.

relativa del transcrito fue cuantificada por RT-PCR,
mostrando que en la linea CaMV355-PGM T2-8
hay mayor cantidad de ARN mensajero del gen
PGM con respecto a la linea wt (Figura 4E).

Para descartar alguna diferencia de desarrollo se
realizaron andlisis fenotipicos en las plantas silvestres
y en las lineas transgénicas. Los resultados muestran
que las plantas de las lineas transgénicas y las plan-
tas silvestres presentan valores no significativamente
diferentes en la cantidad de clorofila, el nimero de
hojas, y el didmetro de la roseta (Figura 4F, G, H).

different from those of wt plants in terms of quantity
of chlorophyll, number of leaves and rosette diameter
(Figure 4F, G, H). However, differences in number
of stems and leaf shape were observed between the
transgenic and non-transgenic lines (Figure 4A, B, C
and D).

Expression of the PGM gene in A. thaliana plants
infected with CaLCuV is induced drastically on the
first dpi but decreases notably during the following
days. When transgenic plants with the PGM
promoter fused with the UidA reporter gene were
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Sin embargo, se observaron diferencias en el niimero
de tallos y la forma de las hojas entre las lineas trans-
génicas y las no transgénicas (Figura 4A, B, Cy D).

La expresién del gen PGM en plantas de A.
thaliana infectadas con CaLCuV, se induce dristica-
mente al primer dpi pero disminuye notablemente
en los dias posteriores. Al analizar las plantas trans-
génicas que tienen fusionado el promotor de PGM
con el gen reportero UidA, se detecté la expresién de
GUS en tallos hasta los 21 dpg y en inflorescencias.
Estas plantas al ser inoculadas con el virus CaLCuV,
muestran expresiéon de GUS al primer dpi. Estos re-
sultados fueron similares a los observados en el RT-
PCR cuantitativo, donde también se detecta una
fuerte expresién del mensajero de PGM al primer dpi
en plantas wt.

El gen identificado en este estudio (At1G09935)
codifica para una proteina similar a las PGM/
bPGM. Este gen presenta 49 % de similitud con el
gen AtPGM (Mazarei et al., 2003). Ademds, mues-
tra el motivo fosfohistidina tipico de las dPGM:
(LIVM)-x-R-H-G-(EQ)-x-(3)-N) el cual serfa esen-
cial para la actividad de la proteina (Todd ez al.,
2002).

Las proteinas PGM tienen una actividad central
en la glicélisis. En plantas, esta ruta es solo parte de
una compleja red de rutas del metabolismo de car-
bohidratos, las cuales se distribuyen en diferentes
compartimientos celulares (Bourgis er al., 2005).
Dos familias de enzimas poseen actividad de PGM:
una donde las PGM son dependientes de cofac-
tores (dPGM), y otra en la cual estas proteinas no
requieren ninguna proteina adicional como cofactor
(iPGM) (Jedrzejas, 2000). Aunque ambos tipos de
PGM catalizan la misma reaccién, no hay similitud
en la secuencia de aminodcidos entre ambas enzi-
mas (Jedrzejas, 2000). En el genoma de Arabidopsis
hay al menos 15 posibles genes con homologia a las
PGM, de los cuales no se sabe si todos son expresa-
dos (Bourgis er al., 2005). Multiples isoenzimas de
las iPGM estdn presentes en plantas. Algunas estin
exclusivamente en el citosol (Westram ez /., 2002),
otras en plastidios y en citosol (Botha y Dennis,
1986), y una mds en el nicleo (Wang ez al., 1996).
Esta distribucién sugiere que estas proteinas tienen
diferentes funciones en la célula a pesar de pertene-
cer a la misma familia. En este sentido, una iPGM

modifica la fotosintesis y el crecimiento (Westram ez
al., 2002).

608 | VOLUMEN 49, NUMERO 6

analyzed, expression of GUS was detected in stems
up to 21 dpg and in inflorescences. These plants,
when inoculated with the CaLCuV virus, exhibit
expression of GUS on the first dpi, similar to results
observed in the quantitative RT-PCR, where strong
expression of the PGM messenger was detected on
the first dpi in wt plants.

The gene identified in this study (At1G09935)
encodes for a protein similar to PGM/bPGM. This
gene has 49 % similarity with the gene APGM
(Mazarei et al., 2003). It also shows the typical
phosphohistidine motif of the dPGM: (LIVM)-x-
R-H-G-(EQ)-x-(3)-N), which would be essential for
protein activity (Todd ez al., 2002).

PGM proteins have a central role in glycolysis.
In plants, this pathway is only part of a complex
network of carbohydrate metabolism routes, which
are distributed in different cell compartments
(Bourgis ez al., 2005). Two families of enzymes possess
PGM activity: one where the PGM are dependent
on cofactors (dPGM) and the other in which the
proteins do not require any additional protein as
cofactor (iPGM) (Jedrzejas, 2000). Although both
types of PGM catalyze the same reaction, they are
not similar in terms of the amino acid sequence
(Jedrzejas, 2000). In the Arabidopsis genome, at least
15 genes are possibly paralogs to PGM, but it is not
known whether all of these are expressed (Bourgis
et al., 2005). Multiple isoenzymes of the iPGM are
present in plants. Some are located exclusively in
the cytosol (Westram ez al., 2002); others are found
in plastids and cytosol (Botha and Dennis, 1980).
Another was observed in the nucleus (Wang ez al.,
1996). This distribution suggests that these proteins
have different functions in the cell even though they
belong to the same family. In this regard, an iPGM
modifies photosynthesis and growth (Westram ez /.,
2002).

Mazarei et al. (2003) identified the AtPGM-like
gene in a soybean library and later in Arabidopsis. The
promoter of this gene directs the expression of reporter
gene (GUS), only in stems and apical meristems.
When these plants are infected with nematodes,
the expression is observed in callus-type structures
induced by the feeding pathogens. Moreover, the
promoter was regulated negatively by abscisic acid
and hydroxyurea. On the contrary, it was induced by
sucrose, oryzalin and auxin. This expression is typical
of genes that have a function in meristematic cells
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Mazarei e al. (2003) identificaron el gen AtPGM
en una librerfa de soya y después en Arabidopsis y este
gen dirige la expresién del gen reportero GUS solo
en tallos y en meristemos apicales. Al infectar estas
plantas con nematodos, la expresion se observa en las
estructuras tipo callo inducidas por estos patégenos
para alimentarse. Ademds, el promotor fue regulado
negativamente por dcido abscisico e hidroxiurea; por
el contrario, fue inducido por sacarosa, orizalina y
auxina. Esta expresion es tipica de los genes que tie-
nen una funcién en células meristemdticas donde la
maquinaria de replicacién de ADN estd activa. Este
es el primer informe de la posible funcién de las
PGM/bPGM en la fisiologia de la planta en interac-

ciones planta-patégeno.

Las lineas que sobreexpresan el gen PGM

presentan una mayor susceptibilidad a
la infeccién por CaLCuV

Para evaluar si la sobreexpresiéon del gen
PGM afectaba la susceptibilidad de las plantas de
Arabidopsis a la infeccién por CaLCuV (expresa-
da como tiempo de aparicién y tipo de sintomas),
20 plantas de la linea transgénica 355:PGM T2-8
y de la wt fueron infectadas con el virus Cal-
CuV. Las variables evaluadas fueron porcentaje
de plantas infectadas, periodo de latencia o tiem-
po de aparicién y tipo o severidad de sintomas.
El porcentaje de la infeccién a los 12 dpi en las
plantas CaMV35S8-PGM T2-8 fue 50 %, mientras
que el porcentaje obtenido con las plantas wt fue
90 % (Figura 5A). A pesar de que la eficiencia de
la infeccién fue alterada en las plantas transgéni-
cas, no hubo diferencia en los sintomas (deforma-
cién foliar, arrugamiento y moteados cloréticos)
producidos por el virus CaLCuV en ambas lineas
(Figura 5B). Resultados similares fueron obtenidos
con otra linea que tuvo 35 % menos de niveles de
mensajero que la linea CaMV355-PGM T2-8 (da-
tos no mostrados).

En los andlisis de infeccién viral las plantas so-
breexpresantes produjeron sintomas 3 d antes que
las wt. Es posible que esta PGM tenga una funcién
similar a la reportada por Mazarei er al., (2003),
pues su expresion es especifica de tejido infectado
donde se necesita la maquinaria de replicacién acti-
va para iniciar el ciclo infectivo viral. Este resultado
sugiere que PGM probablemente facilite de alguna

where the DNA replication machinery is active. This
is the first report of a possible role of PGM/bPGM in
plant-pathogen interactions.

Overexpressing PGM lines are more susceptible
to infection by CaL.CuV

To determine whether over-expression of the
PGM gene affected susceptibility of Arabidopsis
plants to infection by CaLCuV (expressed as time to
appearance and type of symptoms), 20 wt plants and
of the 355:PGM T2-8 transgenic line were infected
with the CaLCuV virus. The variables evaluated
were percentage of infected plants, period of latency
or time to appearance and symptom type or severity.
Infection 12 dpi in CaMV355-PGM T2-8 plants was
50 %, while in wt plants infection was 90 % (Figure
5A). Although infection efficiency was altered in
transgenic plants, symptoms (leaf deformation,
crumpling and chlorotic mottle) produced by the
CalLCuV virus were not different between lines
(Figure 5B). Similar results were obtained with
another line that had 35 % fewer levels of messenger
than the CaMV355-PGM T2-8 line (data not
shown).

In the analyses of viral infection, the over-
expressing plants developed symptoms 3 d before
the wt plants. This suggests that PGM has a possible
function similar to that reported by Mazarei ez al.
(2003) since its expression is specific to infected
tissue where active replication machinery is necessary
to start the viral infection cycle. This result also
suggests that PGM probably facilitates, in some way,
the establishment of the infection. Moreover, this
expression may be part of a general defense response
of the plant, or perhaps other PGM proteins with
similar activity indirectly alter the virus infection
cycle. However, despite the experimental data
obtained for its characterization evidence is still
insufficient to define a specific function for this
protein.

CONCLUSIONS

Gene traps are a tool for identification of genes
that respond to geminivirus infection. Using
this method, we identified that expression of the
PGM (phosphoglycerate mutase) gene is altered in
Arabidopsis during viral infection. Analysis of the
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Figura 5. A, prueba de infectividad del virus CaLCuV con plantas silvestres (Columbia-0) y plantas de la
linea sobreexpresante CaMV35S5-PGM T2-8. Los valores muestran el porcentaje de las plantas
con sintomas a diferentes dias después de la inoculacién (dpi). B, comparacién de la sintoma-
tologia obtenida en las lineas transgénicas CaMV35S-PGM T2-8 con la silvestre Col-0 a los 20

dpi.

Figure 5. A, Infectivity test of the CaLCuV virus with wt plants (Columbia-0) and plants of the over-
expressing line CaMV355-PGMT2-8. The values are percentages of plants exhibiting symptoms
on different days post inoculation (dpi). B, Symptomology obtained in the transgenic lines

CaMV35S-PGM T2-8 compared with that in the wt Col- 0 line 20 dpi.

manera el establecimiento de la infeccién. Ademis,
esta expresion puede ser parte de una respuesta de
defensa general de la planta o quiz4 hay otras protei-
nas PGM con actividad similar que alteren de ma-
nera indirecta el ciclo infectivo viral. Sin embargo,
a pesar de los datos experimentales obtenidos para
su caracterizacién, no hay todavia evidencias sufi-
cientes para definir una funcién especifica de esta
proteina.

CONCLUSIONES

Las trampas génicas son una herramienta para
identificar genes que responden a la infeccién por
geminivirus. Con esta metodologia se identificé que
la expresién del gen PGM (fosfoglicerato mutasa) se
altera durante la infeccién viral en Arabidopsis. La de-
terminacion de la expresion del gen PGM de manera
precisa en tiempo y espacio durante la infeccion con
geminivirus serfa muy complicada con otras meto-
dologias, por ejemplo, ensayos tipo Northern blot o
RNAseq, ya que su expresién diferencial seria muy
dificil de detectar debido al efecto de dilucién por
muy baja proporcién de células expresantes sobre un
naimero mayor de células sin expresién de ese gen en
particular.
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time— and tissue-specific expression of the PGM
gene during infection by geminivirus would be
very complicated with other methodologies, such
as Northern blot type assays or RNAseq, since its
differential expression would be very difficult to
detect because of the dilution effect resulting from the
combination of a very low proportion of expressing
cells and a large number of cells that do not express
this particular gene.

According to the results, PGM protein may
facilitate the establishment of viral infection. But
there is very little information about the basic
function of this gene in plant metabolism, which
prevents establishing more clearly its function in the
process of infection by geminivirus.

—End of the English version—

H.H.H.*ﬁ**

De acuerdo con los resultados la proteina PGM
pudiera facilitar el establecimiento de la infeccién vi-
ral. Pero hay muy poca informacidn sobre la funcién
bésica de este gen en el metabolismo de la planta, lo
cual impide establecer més claramente su funcién en
la infeccién por geminivirus.
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