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Resumen y Abstract IX

Resumen

Numerosas enfermedades causadas por begomovirus han sido el resultado de eventos de
pseudorecombinacién, el cual involucra procesos de transcomplementacion y
transreplicacion. El virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV) es un begomovirus que
afecta el cultivo del tomate en Colombia, el virus del mosaico dorado de croton (CohGMV),
el virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCYV), y el virus moteado de
verbena (VeMV) fueron aislados de las arvenses Croton hirtus, Rhynchosia minima y
Verbena sp. respectivamente, todas ellas asociadas al cultivo de tomate en Valle del Cauca.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la posibilidad de que se presenten eventos de
transcomplementacion heteréloga entre los componentes gendmicos A y B de los
begomovirus aislados de estas arvenses y PYMV. Para cumplir este objetivo, se co-
bombardearon por biobalistica hojas jovenes de tomate y tabaco con mezclas de
componentes gendémicos de PYMV-A, PYMV-B, CohGMV-A, RhGMCV-A, y VeMV-B.
Posibles interacciones virus-virus entre PYMV, CohGMV, RhGMCV, y VeMV, fueron
estudiadas en tres niveles a los 21 y 45 dpi: replicacién, movimiento y expresién de
sintomas. La replicacion y movimiento fue evaluada por la deteccion de los virus inoculados
en hojas bombardeadas y hojas apicales jovenes, mediante PCR empleando oligos
especificos para cada virus estudiado. Finalmente, analisis bioinformaticos de los
promotores de los genes AL1, AR1, BL1 y BR1 de PYMV, CohGMV, RhGMCV, y VeMV
fueron realizados para identificar elementos cis regulatorios comprometidos en replicaciéon
(interones) y movimiento (CLEs). Se evidenciaron eventos de transreplicacion vy
transcomplementacion en todas las combinaciones heterélogas evaluadas en plantas de
tomate, y en algunas evaluadas en tabaco. Este resultado podria indicar que a futuro
podrian emerger nuevos pseudorecombinantes begomovirales a partir de la combinacién
de los componentes genémicos de PYMV, CohGMV, RhGMCV y VeMV, con probabilidad

de mayor capacidad infectiva para el cultivo de tomate en Colombia.

Palabras Claves: geminivirus, tomate, tabaco, biobalistica, pseudorecombinancion.






Abstract Xl

Abstract

Numerous diseases caused by begomoviruses have resulted from pseudorecombination
events, which involve transcomplementation and transreplication. Potato yellow mosaic
virus (PYMV) is a begomovirus that affects the tomato crop in Colombia. Croton golden
mosaic virus (CohGMV), Colombian rhynchosia golden mosaic virus (RhGMCV), and
verbena mottle virus (VeMV) were isolated from the arvenses Croton hirtus, Rhynchosia
minima, and Verbena sp., respectively, all associated with tomato cultivation in Valle del
Cauca. The objective of this work was to evaluate the possibility of heterologous
transcomplementation events between genomic components A and B of begomoviruses
isolated from these arvenses and PYMV. To meet this objective, young leaves of tomato
and tobacco were bioballistically co-bombarded with mixtures of genomic components of
PYMV-A, PYMV-B, CohGMV-A, RhGMCV-A, and VeMV-B.

Possible virus-virus interactions between PYMV, CohGMV, RhGMCV, and VeMV were
studied at three levels at 21 and 45 dpi: replication, movement, and symptom expression.
Replication and movement were evaluated by detection of inoculated viruses in bombarded
leaves and young apical leaves by PCR using specific oligos for each virus studied. Finally,
bioinformatic analyses of the promoters of the AL1, AR1, BL1 and BR1 genes of PYMV,
CohGMV, RhGMCV, and VeMV were performed to identify cis-regulatory elements
involved in replication (interons) and movement (CLEs). Transreplication and
transcomplementation events were evidenced in all heterologous combinations evaluated
in tomato plants, and in some evaluated in tobacco. This result could indicate that in the
future new begomoviral pseudorecombinants could emerge from the combination of the
genomic components of PYMV, CohGMV, RhGMCV and VeMV, with a higher infective

capacity for tomato cultivation in Colombia.

Key words: geminivirus, tomato, tobacco, bioballistics, pseudorecombination.
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Introduccién

A nivel mundial el tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mas cultivadas
e importantes a nivel mundial. De acuerdo a los datos reportados por la FAO, los principales
paises productores de tomate son: China, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran,
Italia, Brasil, Espafa, Uzbekistan, Chile, Argentina. Colombia ocupa el puesto 34 con
595.299 Ton (FAOSTAT - FAO 2014).

En Colombia para el afio 2018, el area cultivada era de 7.283 ha, con una produccion de
183.419 t (Agronet, 2018), aunque se ha presentado un aumento en el area cultivada, el
rendimiento a disminuido a través de los afnos en un 10% aproximadamente, este sigue
siendo un cultivo horticola de mucha importancia e implementacion; el departamento del
Valle del Cauca en Colombia ocupa el sexto lugar de produccién a gran escala, agrupado
en dos grandes areas de ladera y zona plana de con una productividad de 8.4 t/ha

(Gobernacion del Valle del Cauca. Guia de costos agricolas 2014).

El descenso del rendimiento y la produccién se atribuye al uso elevado de agroquimicos,
factores fitosanitarios como enfermedades causadas por hongos, bacterias, nematodos y
virus; asi como también a factores ambientales tales como el cambio climatico que afecta
las poblaciones de los vectores, el intercambio de material vegetal (semillas) de igual modo
la introduccion de genotipos susceptibles a virus endémicos en una region, etc. (Cardona
et. al. 2001; Polston y Anderson,1997; Tamayo y Jaramillo 2013; Varma y Malathi, 2003).

Los virus en plantas cultivadas (tomate) representan una grave amenaza debido a que son
causales de la reduccion de la productividad, asi como la calidad del fruto. En el 2010
Hanssen et al., reportaron que aproximadamente 136 especies de virus que afectan este
cultivo, la mayoria de estos virus corresponden a las familias Bunyaviridae (género

Tospovirus), Potiviridae (género Potyvirus), Bromoviridae (género Cucumovirus),



Virgaviridae (género Tobamovirus) y Geminiviridae (género Begomovirus) (Adams et al.,
2009; Arnaud et al., 2007; Gomez et al., 2013).

Para Colombia, se han reportado seis géneros de virus afectando tomate, Tobamovirus
(Tabacco mosaic virus -TMV y/o Tomato mosaic virus - ToMV), Cucumovirus (Cucumber
mosaic virus -CMV), Tospovirus (Tomato spotted wilt virus -TSWV, Impatients necrotic spot
virus -INSV, Tomato torrado virus- ToTV), Crinivirus (Potato yellow vein virus -PYVV),
Potyvirus (Pepper deforming mosaic virus -PepDMV) Nepovirus, (Tobacco ringspot virus
-TRSV) y Begomovirus (Potato yellow mosaic virus -PYMV) (Morales et al., 2009; Tamayo y
Jaramillo, 2006; Tamayo et al., 2005; Vaca-Vaca et al., 2011; Verbeek - M., y Dullemans - A.
M. 2012)

En nuestro pais han sido reportados los siguientes geminivirus afectando cultivos de interés
agronomico: el virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV) en tomate; (Martinez et al.,
2008; Morales et al., 2002; Vaca-Vaca et al., 2012); virus de la distorsién de la hoja del
maracuya (Passionfruit leaf distortion virus. PLDV) (Vaca-Vaca, Carrasco-Lozano, y Lépez-
Lopez, 2016), en maracuya también un begomovirus no caracterizado, en aji se ha reportado
(Vaca-Vaca, Lopez-lopez, y Morales- Euse, et al., 2020); en frijol se han reportado dos virus
del mosaico dorado del frijol (Bean Golden mosaic virus BGMV) y virus del mosaico enano
del frijol (Bean dwarf mosaic virus BDMV) (Morales, Martinez, y Velasco, 2002) (Carvajal-
Yepes, Zambrano, Bueno, Raatz, y Cuellar, 2017). (Vaca-Vaca, et al., 2019) (Vaca-Vaca, et
al., 2020)

Los geminivirus no solo se encuentran en las plantas cultivadas si no en las acompafantes
llamadas arvenses, estas Uultimas se comportan como reservorios begomovirales
favoreciendo la aparicién de nuevas variantes, producto de mutaciones, recombinaciones,
sinergismos, pseudorecombinaciones y trans complementaciones, entre componentes
virales, los cuales pueden llegar a su a vez ser mas virulentos que aquellos de los cuales son

originarios (Fauquet et al., 2006; Padimman et al., 1999; Da silva et al., 2011).

Algunas de las familias botanicas de arvenses reportadas con mayor frecuencia como
hospederas de geminivirus son: Malvaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Solanaceae
(Morales y Anderson, 2001), Sterculiaceae Amaranthaceae y Asteraceae (Arnaud et al.,
2007; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandez - N., 2010; Vaca Vaca et al., 2011; Lopez-
Lopez et al., 2012; Vaca-Vaca et al., 2018; Lopez-Lopez et al., 2019).
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Para Colombia se han reportado como reservorios de geminivirus las arverses:
Amaranthus dubius (Amaranthaceae), Caesalpina sp (Fabaceae), Croton hirtus
(Euphorbiaceae), Desmodium sp., (Fabaceae), Hybanthus attenuatus (Violaceae),Lantana
camara (Verbenaceae), Laportea estuans (Urticaceae), Momordica charantia
(Cucurbitaceae), Petiveria alliaceae (Phytolacaceae), Plumbago sp (Plumbaginaceae),
Rhynchosia minima (Fabaceae), Rivina humilis (Phytolaccaceae), Verbena sp.,
(Verbenaceae) (Vaca-Vacaetal., 2011; Lopez-Lopez et al., 2012; Lépez-Lopez et al., 2014;
Vaca-Vaca et al., 2018; Vaca-Vaca et al., 2019; Vaca-Vaca et al., 2020)

Ya que el tomate es un hospedero natural de los begomovirus y en sus alrededores se han
encontrado arvenses tales como Croton hirtus, Rhynchosia minima, Verbena sp; entre
otras, en las cuales se han reportado los virus de virus del mosaico dorado de crotdn
(CohGMV-Co), virus del mosaico dorado de Rhynchosia de Colombia (RhGMCoV), virus
moteado de Verbena(VeMV-Co) (Jara-Tejada 2016).

El objetivo del presente trabajo fue comprender el fendbmeno evolutivo de estos virus
desde la perspectiva de la pseudorecombinacion que se pueda dar entre componentes
gendmicos (A/B) pertenecientes a diferentes begomovirus, asi como los efectos que este
evento pueda tener de la transcomplememntacién a nivel de movimiento. Para alcanzar
este objetivo se tomara como modelo el PYMV que se encuentra afectando principalmente
el cultivo de tomate en Colombia (Betancur-Perez, y colaboradores., 2012) asi como otros
begomovirius aislados de arvenses como por ejemplo CohGMV-Co, RhGMCoV y VeMV-
Co.



Objetivos

Objetivo General

Analizar la capacidad de trans-complementacion a nivel de replicacion y movimiento de
geminivirus endémicos aislados de arvenses y tomate en el Suroccidente del Valle del

Cauca.

Objetivos Especificos

v' Determinar si hay trans-complementacion entre los componentes gendémicos de

geminivirus aislados de arvenses y PYMV-Col a nivel de la replicacion.

v Determinar si hay trans-complementacion entre los componentes genémicos de

geminivirus aislados de arvenses y PYMV-Col a nivel del movimiento.

v’ Utilizar herramientas bioinformaticas para identificar elementos cis-regulatorios
en la region comun de cada virus y explicar los posibles eventos de trans-

complementacion de los geminivirus estudiados.



1.Marco teodrico

1.1 Los virus, grandes limitantes en la agricultura

La siembra de frutas y hortalizas, dia a dia enfrenta nuevos retos de produccion que se ven
disminuidos por diferentes problemas relacionadas con el ambiente donde se desarrollan
(Canto et al., 2009). De estos, tal vez los mas importantes a los que se enfrentan son las
enfermedades a consecuencia de agentes fitopatégenos (que incluyen alas bacterias,
hongos y virus); es decir, aquellos que generan un desbalance en el desarrollonormal del
cultivo (Obregén, 2017). Hernadndez et al., en 2018 concluyeron que los virus son una de
las principales causas de la disminucion del rendimiento en los cultivos de importancia

agricola llegando al punto de generar pérdidas parciales o totales de la produccion agricola.

Este argumento se ha soportado; en los resultados reportados por Anderson et. al. (2004)
y Navas-Castillo et al., (2011), donde los virus son el agente fitopatdgeno que causa la
mayor cantidad de enfermedades en los cultivos, debido principalmente a dos factores; el
primero, la eficiencia genética de éstos para infectar el huésped y segundo, por la
abundancia y distribucion de los vectores de diseminacion. (Pradhan et al., 2017; Rojas et
al., 2005).

Los virus son parasitos intracelulares obligados, estos se hallan constituidos por una
capside proteica, que protege el material genético el cual esta conformado por acidos
nucleicos (DNA o RNA) y proteinas; el genoma DNA o RNA de los virus puede presentarse
en cadenas dobles (ds) o en cadena sencilla (ss). Hay casos como los viroides que no
presentan capside como tal, los cuales hasta la fecha unicamente se han identificado en

infecciones en plantas (Hull, 2002). Los virus al ser parasitos obligados, solo se multiplican
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en células vivas debido a que estos carecen de organelos, asi como de vias metabdlicas
propias para realizar sus actividades como replicacién y sintesis de proteinas, alterando el
funcionamiento de las células del huésped desarrollando en éste deficiencias fisioldgicas
gue tienden a confundirse con otros desordenes metabdlicos como deficiencia en algunos

nutrientes. (Brown et al., 2011; Gergerich y Dolja,2006).

Dentro del grupo de virus de DNA que afectan cada vez mas lo cultivos agricolas,
generando pérdidas econémicas importantes, se encuentran los geminivirus (género,
Begomovirus) (Adams et al., 2013; Wu et al., 2020).

1.2 Caracteristicas generales e importancia de los
geminivirus

1.2.1 Importancia general

La primera descripcién de una enfermedad viral en plantas fue realizada en un poema
japonés del siglo VIII D.C. escrito por la emperatriz KoKen en el afo 752, en el cual
describié un amarillamiento de las venas de la planta Eupatorium, enfermedad inducida por
un geminivirus (Bock y colaboradores., 1982; Casco y colaboradores., 2002; Saundersy
colaboradores., 2003). El primer reporte sobre enfermedades causadas por geminivirus
data del siglo XIX, donde sobresalen los estudios realizados con el mosaico de la yuca en
el Este de Africa (Harrison 1985). Para inicios de los noventas, a los geminivirus no se les
consideraba un peligro potencial, por la poca informacién que se tenia de ellos y sus
colocaciones de identificacion tan remotas; e incluso, por un tiempo se sugirieron usar como
posible modelo de estudio para evaluar el comportamiento de ciertos genes en las plantas
huésped; no obstante, esta percepcion cambio absolutamente al irse identificando mas
casos de infecciones por geminivirus en diversos cultivos vegetales de todo el mundo, con
consecuencias devastadoras(Fauquet y Thouvenel, 1977; Legg y Fauquet, 2004; Moffat,
1999).

Los geminivirus (Familia Geminiviridae) forman parte de una de las familias virales mas

abundantes en el mundo vegetal, por el niumero de virus aislados en plantas tanto mono



como dicotiledéneas (Diaz - P et al., 2020, Fauquet et al., 2008). Asimismo, se les atribuyen
innumerables casos de infeccion en cultivos agricolas de amplio valor econémico alrededor
del mundo, que han diezmado en gran medida las cosechas de los mismos, creando con
ello, una senal de alarma para la seguridad agroalimentaria de las zonas subtropicales y
tropicales en muchos de los paises en vias de desarrollo, desde hace mas de 60 afios
(Bernardo et al., 2013; Singhal, P, et al., 2020).

Tal es el caso de la yuca en Africa que ha dejado perdidas hasta por el 80% segun el
cultivar a causa de la enfermedad causada por African cassava mosaic virus (ACMV) (Legg
y Fauquet., 2004; Owor et al., 2004). Otro geminivirus como el Bean golden mosaic
virus (BGMV) que se encuentra ampliamente distribuido en el continente americano, ha
logrado causar la pérdida casi total de la produccién de frijol comun(Morales y Anderson,
2001; Brown y Bird, 1992); también Beet curly top Virus caus6 pérdidas de casi toda la
produccion de remolacha azucarera en el oeste de los Estados Unidos a principios de 1900
(Soto et al., ., 2003; Stenger et al., ., 1997); Cotton; Maize streakvirus en Africa causa
pérdidas entre el 30 y 100% de la produccién de maiz (Alegbejo et al., ., 2002); Tomato
yellow leaf curl virus limita la produccién de tomate en muchas regiones del mundo como
Africa, las Americas, Asia y Europa (Salati et al., ., 2002; Nakhla et al., ., 1998; Pradhan,
Tien, Dey, y Mukherjee, 2017; Zerbini et al., ., 2017; Inoue, Lima y Gilbertson, 2016).

1.2.2 Sintomas de la enfermedad

Una planta afectada por geminivirus, puede presentar los siguientes sintomas de manera
general: una reduccion de crecimiento; tanto de la planta como en el fruto, amarillamiento
foliar, enroscamiento o rizado de las hojas, epinastias, clorosis foliar marginal,
abultamientos foliares, reduccién del area foliar y enanismo en la planta y fruto. (Marwal et
al., 2014).
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1.2.3 Morfologia genémicay taxonomia

El genoma de los geminivirus es circular de DNA de cadena sencilla, este virus por ser
DNA se replica en el nucleo de las células vegetales de sus hospederos (Fontenele et al.,
2017). Los genomas de los geminivirus estan conformados por uno o dos componentes lo
cuales estan encapsulados en subunidades proteicas geminadas (gemelas) semejantes a
icosaedros fusionados por una de sus caras, que observado al microscopio electronico da
este aspecto al virién, de ahi emana su nombre (Zhang, W., et al., 2001; Juarez-Reyes,
2007) (Figura 1).

Cada una de las particulas esta constituida por una capside de 110 subunidades de 29- 30
kD. Al ser parasitos obligados, estos virus aportan pocos elementos para su replicacion y
transcripcion siendo dependientes de las RNA y DNA polimerasas nucleares de su
hospedante (Fondong, 2013).

Figura 1 Particulas de geminivirus

A, Reconstruccion de una particula del virus del rayado del maiz (MSV) la barra representa 10 nm.

B, particulas purificadas de MSV tefiidas con acetato de uranilo, la barra representa 50 nm. Tomado
de: Zhang, W et al., 2001.

Los geminivirus utilizan el mecanismo de replicacion por circulo rodante (RCA) para replicar

su genoma de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y producir DNA de doble cadena
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(dsDNA), que utiliza posteriormente como molde para la replicacion y transcripcion del virus
(Preiss y Jeske, 2003; Gutiérrez et al., 2004).

La familia Geminiviridae se clasifica actualmente en nueve géneros Begomovirus,
Becurtovirus, Capulavirus, Curtovirus; Eragrovirus; Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus
y Turncurtovirus, tomando como criterios principales, la organizacién genémica, su insecto
vectory las plantas hospederas, y 485 especies segun el comité internacional de taxonomia
de virus 2020 (Tabla 1) (Varsani et al., 2017, ICTV2020). El grupo masnumeroso de la
familia geminiviridae corresponde al género Begomovirus, que incluye masde 596 especies

reportadas hasta el afio 2020 reportado en el ICTV.

Tabla 1. Clasificacion de los miembros de la familia Geminiviridae. Tomado y adaptado de: (Rojas
et al., 2005; Varsani et al., 2017; Kumar, 2019; ICTV, 2020).

Especies
Genero Miembro tipico Acrénimo Hospedero Vector Genoma E%?C)omdas
) beet curly top Iran N Saltahojas M :
Becurtovirus | i BCTIV Dicotiledéneas (Cicadellidae) onopartita 3
) bean golden_ o Mosca blanca  Monopartita
Begomovirus | Yellow mosaic BGYMV  Dicotiledoneas (Aleyrodidae)  ybipartita 996
virus
Euphorbia caput- Afido o pulgon .
Capulavirus | medusaelatent EcmLV  Dicotiledéneas (Aphididae) Monopartita 4
virus
Saltahojas .
Curtovirus beet curly top virus | BCTV Dicotiledoneas (Cicadellidae) Monopartita 3
. Eragrostis curvula .. Vector i
Eragrovirus stregkvirus ECSV Monocotiledéneas desconocido  Menopartita 1
i saltahojas .
Grablovirus arrﬁse"'”e redblotch | gy Dicotiledéneas (Membﬂacidae) Monopartita 3
Monocotiledéneas Saltahojas .
Mastrevirus | maize streak virus | MSV dicotiledoneas y (Cicadejllidae) Monopartita 37
Tomato pseudo-curly .
saltahojas .
Topocuvirus | tOP TPCTV  Dicotiledéneas (Membﬂacidae) Monopartita 1
virus
i i i icotiledd Saltahojas Monopartita o
Turncurtovirus| Turnip curly top virus| TCTV Dicotiledéneas (Cicadellidae)
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1.3 Género Begomovirus

El género Begomovirus estda compuestos mayoritariamente por geminivirus bipartitas es
decir conformados por dos componentes gendmicos denominados componente A y
Componente B, donde cada componente tiene un tamafio aproximado de 2,6 - 2,8 kb
(ICTV, 2020; Lefkowitz et al., 2018) (Figura 2). Los begomovirus se encuentran distribuidos
a nivel mundial y de acuerdo a su ubicacion geografica se les conocen del Viejo Mundo
(VM) reportados en las regiones de India, Asia, Africa y Japon, donde predominan los
begomovirus nomopartitas es decir de un solo componente gendmico; y del Nuevo Mundo

(NM) que prevalecen en las regiones de América (ICTV 2017a).

El componente gendmico DNA-A se halla toda la maquinaria genética para la replicacion
y en el nucleo a través de dos procesos fundamentales, transformacion de ssDNA a
dsDNA, mediante la amplificacion por circulo rodante y el proceso de encapsidacion
(Gutierrez, 2002), mientras que el componente gendomico DNA-B se hayan componentes
que intervienen en el movimiento de los viriones a corta y larga distancia asi como también
la produccion de sintomas en las células huésped (Briddon, Patil, Bagewadi, Nawaz-UI-

Rehman, y Fauquet, 2010)

Todos los miembros de la familia Geminiviridae tienen una regién intergénica (IR) de
aproximadamente 300 nt. En esta region intergénica es posible distinguir diversos
elementos de secuencia caracteristicos tales como una estructura de tallo y asa la cual es
absolutamente conservada que contiene la secuencia de nucleétidos TAATATTAC que
marca el origen de replicacion mediante circulo rodante y delimita dos promotores
divergentes, asi como otro elemento de secuencia denominado region comun denominada
con este hombre porque estd presente y es idéntica entre los componentes gendmicos A
y B de un mismo begomovirus; esta region posee multiples repeticiones de secuencias de
6-12nt que actuan como sitios de unién para la proteina asociada a la replicacion (Rep)
denominados iterones (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001; Linda Hanley-Bowdoin,

Settlage, Orozco, Nagar, y Robertson, 1999).
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Figura 2. Organizacién genémica de un begomovirus bipartita. Tomado de: Varsani, et al., 2017

1.3.1 Organizacion genémica de los begomovirus bipartitas

Los genes de los begomovirus bipartitas se designan de forma alfanumérica, en el cual la
primera letra refiere al componente viral (A o B) y la segunda letra (V o C) muestra el sentido
en el cual se transcriben los genes. La letra V indica que el gen se transcribe en sentido del
viridn equivalente a la letra R (right) es decir que los genes se transcriben en direccion al
movimiento de las manecillas del reloj mientras que la letra C o L (left) significaen sentido

complementario al sentido del virion o en contra de las manecillas del reloj. (Tabla 2).

En el caso de los begomovirus bipartitas, el componente gendmico A posee cinco marcos
de lectura abiertos(MLAs); asi mismo presentan dos promotores divergentes en relacion a
la estructura de tallo y asa. Los genes que se encuentran en el sentido del viridn
corresponden en el componente genémico A al gen AV1 (CP), y en componente genémico
B (BV1), en contrasentido del virion encontramos los marcos de lectura abiertos
correspondientes a los genes AC1, AC2 y AC3 los cuales codifican la proteina asociada a
la replicacion (Rep), un tran-sactivador transcripcional (TrAP) y un enhancer de la
replicacién (Ren) y un supresor del silenciamiento pos-transcripcional vegetal (AC4)
(Fondong, 2013; Gutiérrez, 2000).

El componente gendmico B contiene 2 MLA que codifican para funciones de movimiento

intra e intercelular del virus a través de la planta. En el antisentido del virién, se halla la
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proteina MP, implicada en el movimiento a larga distancia y la expresién de sintomas, y en
el sentido del viridn, se halla la proteina NPS encargada del movimiento del DNA del nucleo

al citoplasma (Fondong, 2013; Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante, 2007) (Tabla 2).

Tabla 2. Nomenclatura de genes de begomovirus bipartita

COMPONENTE GEN PROTEINA FUNCION

AC1 REP Proteina asociada a la replicacion
AC2 TrAP Proteina transactivadora

A AC3 REn Potencializador de la replicacion
AV1 CP Proteina de la capside
AL4 AC4 Determinante de patogenicidad
BC1 MP Proteina de movimiento
BV1 NSP Proteina de transporte del DNA del

B nucleo al citoplasma

1.3.1.1 El gen AV1 codifica la proteina de la capside geminiviral
(CP)

La capside es una supra estructura molecular proteica encargada de proteger al genoma
begomoviral de agentes externos libres tanto en el citoplasma del vector biolégico como en
citoplasma de la célula vegetal que tienen la capacidad de degradar molécula de DNA
(Kunik et al., 1999), asi como también estar relacionada con la especificidad del mismo
(Ascencio-lbanez, Monsalve-Fonnegra, Pruna-Camacho, Diaz-Plaza, y Francisco, 1999).
Asimismo, presenta semejanza con la proteina BV1 de Begomovirus bipartitas y es
fundamental para el movimiento del DNA viral (Rojas, Hagen, Lucas, y Gilbertson, 2005).
En los geminivirus transmitidos por mosca blanca, la proteina de la capside se halla
suficientemente conservada en comparacion con los que son transmitidos por cicadélidos,
ya que muestran una alta variabilidad, por lo que se ha referido que la proteina de la capside
esta estrechamente relacionada con la transmision de los vectores, asi como la

especificidad de los mismos (Briddon, Bedford, Tsai, y Markham, 1996).



1.3.1.2 Gen AC1 codifica la proteina asociada a la replicaciéon
(Rep)

Rep es la unica proteina viral necesaria para iniciar la replicaciéon del virus por el
mecanismo de circulo rodante por su actividad ATP/GTPasa ya que contiene una
secuencia de union especifica al DNA y actividad endonucleolitica sitio especifica, esta
tiende a ser conservada en funcién, posicion y secuencia (Gutierrez, 2000; Laufs,
Schumacher, Geisler, Jupin, y Gronenborn, 1995; Lazarowitz y Shepherd, 1992). El
proceso de replicacion se inicia cuando la proteina Rep se acopla con los iterones ubicados
cerca de la estructura tallo y asa, este proceso esto ocurre en el nucleo de la célula
infectada (Raghavan et al., ., 2004) este proceso se lleva a cabo mediante el mecanismo
de circulo rodante donde emplea la maquinaria enzimatica del hospedero; durante este
proceso el motivo | de Rep actia como endonucleasa y corta el enlace de union fosfodiéster
entre los ultimos T y A en la secuencia de nonanucleétidos en un proceso bioquimico
mediado por el motivo Il (Fondong, 2013; Raghavan, Malik, Choudhury, y Mukherjee,
2004).

1.3.1.3 Gen AC2 codifica la proteina asociada a la transactivacion
(TrAP)

La proteina TrAP, que es el producto del gen (AV1) es un trans-activador
transcripcional de elementos de secuencia conservados llamados CLEs
(Conserved late elements) los cuales estan presentes en los promotores tardios
tanto de AV1 asi como de BV1 (Hanley et al., 1999). TrAP es una proteina presente en
todos los begomovirus bipartitas siendo susceptible de ser compartida, como trans-
activador transcripcional por begomovirus filogenéticamente relacionados cuyos
CLEs sean similares a nivel de secuencia (Ruiz-Medrano et al., 1999). En 2007, los
estudios de Yang et al., corroborado por las investigaciones de Moreno (2013), permitieron
identificar que TrAP ademas de ser un trans-activador transcripcional, tenia un papel

destacado como proteina supresora
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del silenciamiento postranscripcional (PTGS), mediado por Kinasas vinculada a la

metilacion del DNA via SAM (s-adenilmetionina) (Moreno, 2013).

1314 Gen AC3 codifica la proteina potenciadora de la
replicaciéon REn

La proteina REn se encuentra en la zona codificante del gen (AC1), en el nucleo de las
células infectadas a niveles similares de Rep, sugiriendo que puede actuar con ella durante
la replicacion de DNA viral aumentando el titulo viral. La interaccion REn/Rep incrementa
la afinidad de Rep por el origen de replicacién al igual que potencia el corte y unién del
DNA (Linda Hanley-Bowdoin et al., 1999; Laufs et al., 1995). Por esto se dice que Ren
potencia la replicacion del DNA viral y también interactua consigo misma y con otras
proteinas del mismo virus (Ascencio-lbafiez et al.,1999; L Hanley-Bowdoin, Settlage,
Orozco, Nagar, y Robertson, 2000; Rojas et al., 2005a)

1.3.1.5 Gen AL4 codifica la proteina AC4

En el caso de gen AL4, este codifica la proteina AC4 se considera como determinante de
patogenicidad, se ha visto que acentuan la intensidad de los sintomas producidos de forma
especifica para cada hospedero (Krake et al., 1997; Hanley-Bowdoin, Bejarano, Robertson,
y Mansoor, 2013). También se conoce que posee funciones relacionadas con el

silenciamiento génico (Fondong, 2013).

1.3.1.6 Gen BV1 codifica la proteina NSP

La proteina NSP es codificada por el gen BV1 (proteina de transporte nuclear); su
orientacion se halla en el sentido del virion, este gen presenta afinidad por DNA viral de
cadenas dobles y sencilla (Rojas et al., 1998). El producto del gen BV1 es el encargado de

transportar el DNA geminiviral entre el nucleo y el citoplasma vegetal



formando un complejo llamado NSP-DNA viral. (Lazarowitz y Shepherd, 1992; Pascal et
al., 1994). Para el movimiento larga distancia, entiéndase la diseminacion desde la célula
infectada a otras vecinas, el complejo NSP-DNA interacciona con el producto del gen BC1
(MP) condicién necesaria para que el genoma geminiviral pueda diseminarse de célula a
célula, con el concurso de los plasmodesmos hasta alcanzar la luz del floema y a partir de

alli diseminar por toda la planta y reiniciar todo el ciclo infectivo (Zhou et al., 2007).

1.3.1.7 Gen BC1 codifica la proteina MP

El marco de lectura abierto del gen MP o BC1se encuentra ubicado en posicion antisentido
del viridn, este gen codifica para la proteina de movimiento (MP) de célula a célula, MP se
situa entre la pared celular y la membrana plasmatica por su correlacion con el DNA de

cadena doble y sencilla. (Lazarowitz y Shepherd, 1992).

Las funciones realizadas por la proteina MP llevadas a cabo mediante el proceso de
transporte son: a) acoplarse al complejo NPS-DNA y enviarlo al plasmodesmo; b) alterar el
tamano del plasmodesmo; c) permitir la transferencia célula- célula; y d) soltar el DNA- NSP
en la siguiente entrada plasmodesmal. Por su parte NSP interacciona con la regién central
de MP, quien debe soportar modificaciones postranscripcionales para establecer el
complejo NSP-DNA-MP envolviese en distintos mecanismos de transporte celular (Kleinow
et al., 2009).

1.4 Mecanismo de replicacion en los begomovirus

Los begomovirus replican su genoma mediante el mecanismo de Replicacién por Circulo
Rodante (RCR) (Fontes, 1994; L Hanley-Bowdoin et al., 2000) Este proceso se lleva a cabo
en el nucleo de las células vegetales infectadas empleando como modelo intermediarios
de DNA de doble cadena (DNAds) (Gutierrez, 2002), siendo fundamental la participacion

de la proteina Rep, en la cual se han encontrado residuos de aminoacidos
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conservados involucrados en la unidon a secuencias repetidas especificas de DNA
(Londofo, Riego-Ruiz, y Arglello-Astorga, 2010).

Los Begomovirus emplean la estrategia de replicacion por CR, actividad que acontece en
el nucleo de las células de la planta infectada ya que usan diversos elementos o factores
de replicacion de estas. La actividad hidrolizadora de ATP/GTP de la proteina Rep estaria
presente en la regulacion del ciclo celular de manera que incrementa los niveles del
antigeno de proliferacion nuclear (PCNA) que a su vez reprime una proteina homoéloga del
retinoblastoma (RBR) en plantas para promover que las células diferenciadas que se
encuentran en fase G entren en fase S o de sintesis de DNA (Laufs et al., 1995; Gutierrez,
2002).

La replicacién geminiviral implica la conversion de un DNA de cadena sencilla (DNAss) a
un DNA de cadena doble (DNAds). Este DNAds va a ser utilizado por el replisoma de la
planta como molde para llevar a cabo la replicacién, asi como la transcripcion (Figura 3)
(Gutierrez, 2002; Johne et al., 2009). Para el reconocimiento del sitio de origen de
replicacion presente en el genoma geminiviral el replisoma vegetal reconoce con la ayuda
de la proteina Rep los siguientes elementos de secuencia presentes en la regidn
intergénica viral: una secuencia conservada que da origen a una estructura de tallo y asa
cuya secuencia es (TAATATTAC); otro elemento de secuencia reconocido por Rep
presente en el promotor de AC1 necesario para el proceso de inicio de la replicaciéon lo
constituyen los iterénes .(Figura 4) (Arglello-Astorga, Guevara-Gonzalez, Herrera-Estrella,
y Rivera-Bustamante, 1994; Ascencio-lbafez et al., 1999). El replisoma vegetal lleva a
cabo la replicacion del genoma geminiviral siguiendo el modelo del circulo rodante; para
ello el producto del gen AL1 (Rep) es el encargado de hacer un nick (corte 6 melladura) en
el sitio Sty-I presente en la secuencia nonanucleotidica (TAATATT*AC), obteniéndose asi
un exrtemo OH libre que servira como primer o cebador condicién necesaria para iniciar la

replicacién. Ascencio-lbafiez et al., 1999).

Después del corte, la polimerasa de la célula vegetal acorta varias unidades del genoma
viral llamados concatameros, usandolos como modelo de la cadena complementaria, a
continuacion, Rep que tiene actividad endonucleasal/ligasa corta los concatameros, dando

origen a la liberacion de las unidades gendmicas. Continuo de esto, une los extremos del



DNA viral, generando las moléculas circulares lo que significa una copia del genoma viral

(Haible, Kober, y Jeske, 2006).
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Figura 3. Esquema que representa el ciclo de replicacion de DNA en geminivirus.

Tomado de Gutiérrez, 2002.
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Figura 4. Elementos Cis regulatorios (Iterones y CLESs) identificados como blancos

de accion que reconocen Rep (AL1) y TrAP (AL2) respectivamente

1.5 Ciclo infectivo de begomovirus

El ciclo infectivo de los begomovirus inicia a partir del momento en que su vector biolégico

la mosca blanca (Bemisia tabaci) inocula el virus en una planta susceptible mientras se esta

alimentando de la misma. Gracias a que los begomovirus tienen una preferencia por el

tejido del floema (tropismo de tejido), logran identificar células vegetales susceptibles de



poner en fase “S”, condicidn necesaria para dar origen al ciclo infectivo begomoviral. Una
vez las células susceptibles estan en fase S comienza la expresion organizada y secuencial
de los genes geminivirales. Esto implica la expresion temporal de estos marcos de lectura
es decir la expresion de genes tempranos y de genes tardios. Entre los genes considerados
como tempranos se destacan el gen AL 1 y AL3 que codifican la proteina asociada a la
replicacion (Rep) asi como un enhancer de la replicacién (Ren); los productos de estos
genes son los primeros en expresarse ya que son los responsables de reclutar el replisoma
de la planta al DNA geminiviral con el fin de multiplicar el genoma del virus. (Rojas, et al.,
2005; Lozano-Duran et al., 2016; Hanley-Bowdoin et al., 2013).

Se cree que una vez se alcanza un titulo particular elevado de genomas begomovirales en
aquella primera célula infectada, AC1 (Rep) se auto reprime trasncripcionalmente
permitiendo la expresion del gen AC2 que codifica una proteina trans-activadora
transcrpcional (TrAP) que es la encargada de activar en “frans” la expresion de los genes
tardios (AV1) relacionados con la sintesis de la proteina de la capside (CP) asi como los
genes del movimiento a corta y larga distancia: BC1 responsable del movimiento a larga

distancia, y BV1 encargado del movimiento a corta distancia (Gafni y Epel, 2002).

1.6 Movimiento de los virus en las plantas

El primer movimiento que realizan los begomovirus dentro de la planta se conoce como
movimiento célula-célula, este hace referencia a la célula inicial donde el virus se replicd y
de alli debe transportarse a las células vecinas a través de los palsmodesmos, (Lucas
2006). Llegando a células con nucleo para poder replicarse, las cuales estan conectadas
por los plasmodesmos llegando asi al floema (Lough y Lucas,2006). Una vez alcanzan la
luz del floema los geminivirus se dispersan por toda la planta siguiendo el modelo de flujo
a presion de los fotosintatos evento que les permite a estos virus alcanzar nuevas células,
jévenes, muchas de ellas localizadas lejos del sitio donde estos fueron inoculados por su
insecto vector, reiniciando asi un nuevo ciclo infectivo viral (Wege 2007).

Las proteinas de movimiento (MP y NSP) de los begomovirus ayudan al aumento el tamano
de los plasmodesmos lo que permite un mejor movimiento de una célula a otra (Carrington
1996; Lazarowitz y Sanderfoot 1966).
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1.7 Mecanismos que generan la diversidad genética de
los geminivirus en nuevos hospederos

Al replicarse los begomovirus en el nucleo de las células hay una mayor probabilidad de
que ocurra una variacibn genética ya sea por recombinacion, mutacion o
pseudorecombiancién, esto sumado a las condiciones ambientales cambiantes, la facilidad
de adaptacién a nuevos hospederos y la alta diversidad genética en las poblaciones virales
es un mundo propicio para la aparicion de nuevos recombinantes virales lo que a su vez

conlleva a la evolucion de los virus (Aguilar, et al., 2020).

A nivel de virologia animal, muchos y cuantiosos estudios han expuesto datos sobre la
tasa de mutaciones, la adaptacién y seleccion, la naturaleza y significado biologico de las
cuasiespecies, y el papel de la recombinacion en la evolucion de las familias virales, sin
embargo, en el area de la virologia vegetal, estos estudios no son tan amplios siendo
importantes ya que permiten considerar el impacto econémico que se podria generar en la

agricultura y la emergencia epidemioldgica que estos causarian.

Diversos estudios empiezan a mostrar la importancia de las mutaciones, las
recombinaciones y los reordenamientos gendmicos que han llevado a la evolucion de los
geminivirus y en consecuencia sus hospederos (Schnippenkoetter et al., 2001; Pita,
Fondong, Sangaré, Kokora, y Fauquet, 2001; Padidam et al., 1999; Monci, Sanchez-
Campos, Navas-Castillo y Moriones 2002; Garcia - Arenal et al., 2000)

1.7.1 Mutacion

La cantidad de mutaciones en virus de plantas de DNAss aun no es conocida (Garcia-
Arenal, Fraile, y Malpica, 2001). Las mutaciones reportadas son generalmente de los virus
de RNA, a pesar de las posibilidades de que deberia ser menor para virus de DNA debido
a la actividad correctora de la DNA polimerasa.

No obstante, se cree que los geminivirus no utilizan los mecanismos del huésped para la
correccion en caso de una combinacién erronea que involucra la metilacion de DNA,

permitiendo que las mutaciones no mortales (Seal et al., 2006).



2 Estudio preliminar de la interaccion de geminivirus tomando como modelo plantas de
2 tomate y tabaco

1.7.2 Recombinacion

El intercambio genético por medio de la recombinacion proporciona al virus mecanismos
para evolucionar velozmente, en los virus de DNA y RNA el intercambio genético es
realizado en el proceso de replicacion entre cepas de la misma especie permitiendo el
aumento en el rango de hospederos y aumento en la virulencia del mismo (Fargette et al.,
2006; Froissart et al., 2004; Wispelaere et al., 2005; Martin, Van der Walt, Posada, y
Rybicki, 2005; Seal et al.,, 2006; Garcia- Arenal y McDonald, 2003). Un ejemplo de
recombinacion de begomovirus fue reportado por Zhou et al., (1997), cuando describieron
una nueva especie begomoviral en Uganda, consecuencia de la recombinacién entre dos
virus African cassava mosaic virus (ACMV) y East Afican cassavamosaic virus (EACMV).
También, Monci et al., en el 2002 describieron un recombinante entre Tomato yellow
mosaic virus (TYLCSV) y Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) en ltalia. Asi mismo,
Stewart et al., (2014), muestran que el virus del mosaico dorado de sida de braco
(SiIiGMBcV) es un recombinante derivado del virus del mosaico amarillo de malvastrum
(MaYMHeV).

1.7.3 Pseudorecombinacion

La pseudorecombinacion es un modelo de variabilidad genética y representa el cambio de
componentes genomicos (DNA-A 6 DNA-B) entre dos Begomovirus (Garrido-Ramirez,
Sudarshana, y Gilbertson, 2000; Pita et al., 2001; Ramos et al., 2003; Idris y Brown, 2004;
Seal et al., 2006), En el afno de 1980 se demostrd experimentalmente la posibilidad de
intercambio entre componentes gendmicos (DNA-A 6 DNA-B) entre el virus del mosaico de
la cassava africana aislado de Nigeria y el virus del mosaico de la cassava africana de
Kenya, los cuales formaron pseudorecombinantes viables. (Stanley, Townsend, y Curson,
1985).

El componente geminiviral DNA-A de algunos begomovirus pueden formar
pseudorecombinantes viables con componentes geminivirales DNA-B de otros begomovirus

permitiendo generar infeccion, cuando existe entre ellos iterénes similares, de lo contrario



estos pseudorecombiantes serian quimericos (Karthikeyan et al., 2004). Se han realizado
reporte de begomovirus monopartitas que han interaccionado con el DNA-B de otro virus
adquiriéndolo permanentemente pasando a ser begomovirus bipartitas. Estos begomovirus
han sido definidos como mono-bipartitas, un ejemplo de este tipo de virus, es el Tomato
yellow leaf curl disease (TYLCV) que es un virus mono-bipartita que adquirio un DNA-B que
se hallaba en la planta huésped, el cual intensifico los sintomas causados solo por el DNA-
A (Chakraborty, Pandey, Banerjee, Kalloo, y Fauquet, 2003; Saunders et al., 2002). Basado
en estos ejemplos Seal et al., (2006) afirman que a través de la recombinacion que se puede
presentar una rapida evolucién de los virus de las plantas, generando en muchos casos

cambios en la virulencia y los hospederos.

De esta manera, los ensayos realizados han servido para conocer nuevas funciones de los
de genes en particular, y sobre algunos elementos involucrados en procesos tales como la
replicacién. Aunque los reordenamientos no son fenbmenos comunes, este evento puede
tener un efecto dramatico sobre la evolucion de nuevas especies virales, especialmente si
la nueva combinacion confiere ventajas selectivas, como una gama de hospederos mucho

mas expandida.

El papel de la recombinacion y la pseudorecombinacién en la emergencia deenfermedades
virales con nuevas caracteristicas se demostro a traves de lacaracterizacion del complejo
de begomovirus que infecta a la yuca en Uganda (Pita et al.,2001) y del aislado ES421/99
en las plantaciones de tomate en Espafia (Monci et al., 2002).En el primer caso, se
demostré por primera vez la estabilidad en la naturaleza de unpseudorrecombinante
entre dos cepas de East African casava mosaic virus (EACMV-UG2y EACMV-UG3) y entre
los componentes gendémicos de dos especies begomovirales distintas (EACMV y ACMV).
Para el segundo caso, el aislado ES421/99 es el producto dela recombinacion natural entre
los begomovirus monopartitos TYLCV y TYLCSV, los cualesse presentan frecuentemente
en infecciones mixtas en las plantaciones de tomate del surde Espana. El resultado del
recombinante infeccioso exhibe nuevas caracteristicasbiolégicas que le pueden ofrecer
ventajas adaptativas, al tomar en cuenta que su presenciaen la poblacion es cada vez mas

frecuente (Monci et al., 2002).
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1.8 Begomovirus en Colombia

Los primeros reportes begomovirales para el pais datan de 1975, cuando Gaélvez et al.,
(1975) describieron mosaicos dorados y moteados cloréticos en cultivos de frijol en El
Espinal, Tolima. Afios mas tarde Hidayat et al., (1993), caracterizaron su genoma viral en
muestras de frijol provenientes de Palmira (Valle) recolectadas en 1987, al cual

denominaron virus del mosaico enanismo del frijol Bean dwarf mosaic virus (BDMV).

Posteriormente, Morales et al., (2000) realizaron estudios de diagnostico begomoviral
demostrando que los begomovirus se habian extendido a cultivos de badea en Cordoba,
frijol y soya en el Valle del Cauca, melon en el Atlantico y a tabaco en el Huila. Aunado a los
cambios climaticos y las presiones antrépicas, los begomovirus se han extendido por el

pais.

Para el Valle del Cauca, el fuerte verano registrado en septiembre de 2002 favorecio la
reproduccion de B. tabaci biotipo B y con ello su incremento poblacional desplazo
rapidamente al Biotipo A y aumento los desérdenes fisiolégicos en campos de tomates
probablemente asociados a Begomovirus (Rodriguez, Morales, Bueno, y Cardona M.,
2005). Para conocer el agente causal de dichos desordenes en tomate, Martinez et al.,
(2008) aislaron un begomovirus de tomate que denominaron virus del mosaico amarillo del
tomate Tomato yellow mosaic virus(ToYMV), el cual es homologo en un 92% de identidad
con el virus del mosaico amarillo de la papa de Venezuela Potato yellow mosaic virus
(PYMV).

Asi mismo Vaca-Vaca et al., (2012), reportaron que PYMV es la especie begomoviral
predominante afectando y limitando los cultivos de tomate en Colombia; lo detectaron por
primera vez empleando estrategias moleculares en muestras de tomate colectadas en los
departamanentos de Boyaca, Cundinamarca, Santander, Quindio, Risaralda y Antioquia,
demostrando asi su prevalencia en las principales zonas tomateras de Colombia.
Posteriormente fueron reportados el virus del mosaico suave del tomate Tomato mild
mosaic virus, (TMMV), en plantas cultivadas en el Valle del Cauca (Jaramillo y Tamayo,
2013).



Hacia el afho 2016 se detecta por medios moleculares por primera vez la presencia de un
begomovirus afectando el cultivo de maracuya. (Passiflora edulis var. Flavicarpa, familia
Passifloraceae) en el departamento del Valle del Cauca. Hacia el afo 2017 se termina la
caracterizacion molecular de este begomovirus que afecta el maracuya y se establece que
€s un nuevo virus al cual se le denomina con el nombre de virus de la distorsién de la hoja
de maracuya (Passionfruit leaf distortion virus, PLDV) (Vaca-Vaca, Carrasco-Lozano, y
Lopez-Loépez, 2017; Vaca-Vaca, Carrasco-Lozano, Rodriguez-Rodriguez, Betancur-Pérez,

y Lépez-Lopez, 2016).

Este mismo afio 2017 en el departamento del Valle, se encontraron dos begomovirus
nuevos. El primero, aislado del cultivo de frijol (P. vulgaris), denominado virus de la arruga
de la hoja de frijol (Bean leaf crumple virus, BLCrV) (Carvajal-Yepes, Zambrano, Bueno,
Raatz, y Cuellar, 2017) y el segundo, en plantas de aji (Capsicum spp.) llamado
tentativamente como virus del mosaico rugoso del aji (Pepper rugose mosaic virus, PRMV),
cuya identidad molecular aun se encuentra en estudio (Lopez-l6pez, Morales-Euse, y Vaca-
Vaca, 2017; Vaca-Vaca, Morales-Euse, et al., 2019).

1.9 Begomovirus en arvenses

Las arvenses son todas aquellas plantas que conviven con los cultivos. Existen arvenses
muy agresivas (malezas) y otras que tienen poco desarrollo aéreo o de follaje y poco
desarrollo de la raiz (arvenses nobles, plantas acompanantes no deseables). Las malezas
limitan el crecimiento y la produccién de los cultivos ya que compiten por luz, nutrimentos,
agua y espacio. (Blanco-Valdés, 2016; Salazar e Hincapié, 2011) Son plantas que
aparecen en los cultivos, crecen donde el agricultor no quiere y casi siempre son
perjudiciales.

Existen muchos ejemplos que ilustran que las malezas pueden fungir como reservorios de
virus, en particular de begomovirus particularmente generando las condiciones para la
aparicion de nuevas variantes, producto de recombinaciones, pseudorecombinaciones y

mutaciones entre los mismos virus. (Diaz-Pendém y coladoradores., 2020).
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Muchas de las plantas acompafiantes que se encuentran alrededor del cultivo las cuales
se reportan como hospederos de begomovirus pertenecen a las familias Malvaceae,
Euphorbiaceae y Fabaceae (Morales y Anderson, 2001). Asi mismo, en la base de datos
Genbank (NCBI, 2019) se registran varias especies de arvenses como hospederas de
begomovirus en Latinoamérica. Estos begomovirus fueron aislados de 85 especies de
arvenses, repartidas en 47 géneros y 17 familias botanicas: Acanthaceae (2 sp.),
Alstroemeriaceae (1 sp.), Amaranthaceae (2 sp.), Caryophyllaceae (1 sp.), Cleomaceae
(3sp), Compositae (3 sp.), Convolvulaceae (6 sp.), Euphorbiaceae (6 sp.), Lamiaceae (4
sp.), Leguminosae (14 sp.), Malvaceae (64 sp.), Martyniaceae (1 sp), Nyctaginaceae (2
sp.), Oxalidaceae (1 sp.), Scrophulariaceae (1 sp.), Solanaceae (7 sp.) y Verbenaceae (1
sp.).

Vale la pena resaltar el caso de la familia malvaceae Malvaceae por presentar un alto
nuamero de especies hospederas de diversos begomovirus (64) reportados a la fecha en el
Genbank, tal es el caso del virus del mosaico amarillo de okra aislado México (Okra yellow
mosaic Mexico virus, OYMV), detectado en las malvaceas Abutilon permolle, Anoda
cristata, Corchorus siliquosus, Herissantia crispa, Malachra fasciata, Sida acuta, Sida
aggregata, Sida haenkeana, Sida hyssopifolia y Sida rhombifolia, que han sido producto de

recombinaciones, esto corroborando lo reportado por en 2001 por Morales y Anderson.

De igual manera, se repiten cuatro begomovirus distribuidos ampliamente en
Latinoamérica: virus del mosaico dorado de sida (Sida golden mosaic virus, SiGMV) aislado
en Brasil, Cuba, Honduras, Jamaica, México y Venezuela, virus del mosaico de Euphorbia
(Euphorbia mosaic virus, EuMV) detectado en Cuba, Jamaica, México, Nicaragua y Puerto
Rico, virus del mosaico dorado de Rhynchosia (Rhynchosia golden mosaic virus,
RhGMCYV) reportado en Colombia, Cuba, Honduras, Jamaica y México, y virus del mosaico
dorado de sida (Sida golden mosaic virus, SiGMV) aislado en Argentina,Bolivia, Brasil y

México .

Por ejemplo, en Espafia el virus del enrollamiento de la hoja del tomate de Nueva Delhi
(Tomato leaf curl New Delhi virus, ToLCNDV) fue aislado en las arvenses Sonchus
oleraceus (Compositae), Ecballium elaterium (Cucurbitaceae), Datura stramonium vy

Solanum americanum (Solanaceae) (Juarez et al., 2019), como en Estados



Unidos fue encontrado el begomovirus monopartita virus del rizo de la hoja amarilla del
tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) en Amaranthus retroflexus (Amaranthaceae)
(Smith, Seijo, Vallad, Peres, y Druffel, 2015).

Otros estudios publicados reportan la presencia de begomovirus en arvenses en Costa
Rica, en las especies Brassica sp. (Brassicaceae), Phytolacca icosandra (Phytolaccaceae)
y Solanum quitoense (Solanaceae) (Solérzano-Morales et al., 2017), por otra parte en
Jamaica se han detectado la presencia de begomovirus en arvenses pertenecientes a las
especies de Macroptilium lathyroides (Leguminosae), Malvastrum americanum, Sida
spinosa y Wissadula amplissima (Malvaceae) (Roye, McLaughlin, Nakhla, y Maxwell,
1997).

En México, en el estado de Yucatan la presencia de begomovirus ha sido evidenciada en
arvenses tales como Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae), Desmodium glabrum,
Rhynchosia minima (Leguminosae), A. permolle, A. cristata, Malvastrumcoromandelianum,
S. acuta (Malvaceae) y en la especie Boerhavia coccinea (Nyctaginaceae) (Hernandez-
Zepeda, ldris, Carnevali, Brown, y Moreno-Valenzuela, 2007). Por otra parte, Hernandez-
Zepeda et al., (2009) reportaron el virus de la distorcion de la hoja de Desmodium
(Desmodium leaf distortion virus, DelLDV) fue encontrado en la especie botanica
Desmodium glabrum (Leguminosae); mientras que el virus del mosaico amarillo de
Rhynchosia aislado Yucatan (Rhynchosia yellow mosaic Yucatan virus (RhYMYuV) fue
detectado en las arvenses R. minima y Desmodium scorpiurus (Leguminosae) (Hernandez-
Zepeda et al., 2010).

1.10 Begomovirus presentes en arvenses de Colombia

El virus BDMV fue identificado en el ano 1990 en la arvense S. spinosa (familia Malvaceae),

recolectada cerca de los cultivos de frijol en el Valle del Cauca (Morales et al., 1990).

Luego en el afno 2011 se reportd por primera vez la presencia de begomovirus bipartitas en
arvenses asociadas al cultivo de tomate (Solanum lycopersicum), recolectadas en el

departamento del Valle del Cauca, en las arvenses: Amaranthus dubius (Amaranthaceae),
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Desmodium sp. (Leguminosae), Rivina humilis (Phytolaccaceae), Laportea aestuans
(Urticaceae) y Lantana camara (Verbenaceae), (Vaca-Vaca, Otavo-Fiscal, y Lépez-Lopez,
2011).

Evaluaciones posteriores, dieron a conocer la deteccion de begomovirus en las arvenses
A. dubius (Amaranthaceae), Croton hirtus (Euphorbiaceae), Caesalpinia sp., Desmodium
sp., R. minima (Leguminosae), R. humilis (Phytolaccaceae), L. camara, Verbena sp.
(Verbenaceae.), Hybanthus attenuatus (Violaceae) y Plumbago sp. (Plumbaginaceae)

(Lépez-Lépez, Jara-Tejada, y Vaca-Vaca, 2014).

En el ano 2018, Vaca-Vaca et al., publicaron el genoma completo del virus del mosaico
dorado de Croton (Croton golden mosaic virus, CroGMV), primer begomovirus bipartita
detectado en la especie C. hirtus en Colombia y primer reporte a nivel mundial de un
begomovirus bipartita infectando a esta especie botanica; en el ano 2019 se hallé un nuevo
begomovirus denominado virus del mosaico dorado de Rhynchosia de Colombia
(Rhynchosia golden mosaic Colombia virus, RhGMCYV), aislado de las arvenses R. minima,

R. humilis, Desmodium sp., A. dubius y Caesalpinia sp. (Lopez-Lopez et al., 2019).

Finalmente, en un primer estudio realizado en el Valle del Cauca en plantas acompanantes
asociadas al cultivo de aji (Capsicum spp.), se evidencio la infeccidbn begomoviral en la flora
arvense Parthenium hysterophorus (Compositae), Malvastrum sp., S. acuta (Malvaceae),
Acalypha sp., Euphorbia hirta (Euphorbiaceae), R. minima (Leguminosae) y Rivina humilis

(Phytolaccaceae), (Corredor-Saenz, 2019).

1.11 Infecciones mixtas

Las infecciones mixtas del género Begomovirus transmitidos por mosca blanca son
comunes en la naturaleza, encontrandose en cultivos de importancia agricola y plantas
silvestres, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales (Torres, 1996; Saenz et al.,
2000) y la interaccion entre los patogenos coinfectantes pueden inducir diversos
fenomenos potenciadores o atenuadores de la virulencia (Caricagton,1995; Accotto et al.,
.2003; Jovel et al., 2004).



Las infecciones conducen a una variedad de interacciones entre los virus, que co-infectan
el mismo hospedero, estas pueden ser severas interaccionado como un sinergismo, donde
los sintomas son exacerbados que los causados por una infeccién simple o un antagonismo
en el cual se restringe la infeccion del segundo virus (Seal et al., 2006), siendoprobable que
se produzcan mezclas de interacciones sinérgicas y antagonicas, que creanconsecuencias
biolégicas y epidemioldgicas generalmente impredecibles. Los mecanismos de algunos de

estos aun son desconocidos. (Syller-J 2012).

Estas interacciones sinérgicas pueden desembocar en la aparicion de la enfermedad, pero
también llevar cambios metabdlicos y hormonales responsables, por ejemplo, de una
modificacion en el patrén de emision de compuestos volatiles por parte de la planta,

haciéndola més atractiva a insectos vectores potenciales (Blanc y Michalakis, 2016).

1.11.1 Efectos de las infecciones mixtas ysu papel en la
variabilidad genética y la evolucion

Las infecciones mixtas favorecen los procesos de recombinacién genética, un evento
determinante en la evolucion de los begomovirus. Al igual que los procesos de competencia
y seleccion podrian generar nuevas variantes de virus atenuadas o de mayorpatogenicidad

en corto tiempo (Padidam, M., Sawyer, S., y Fauquet, 1999; Da Silva et al.,2011).

Los ensayos de infecciones mixtas se han realizado de manera artificial por Alves et al., en
2009, utilizando los virus Tomato rugose masaic virus (ToRMV) y Tomato yellow spot virus
(ToYSV) aislados en Brasil afectando tomate, el estudio consinstio en inocular en diferentes
tiempos plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) y tomate (Solanum lycopersicum) con
ToRMV y ToYSV evaluando la infeccion mixta entre ellos, los resultadosmostraron que el
sinergismo no depende de la replicacion viral, puesto que ToORMV obstaculiza la replicacion
de ToYSV en fases iniciales de la infeccion, mientras que ToYSV permite la infeccion
sistémica de TORMV de manera mas rapida en tabaco, también se hall6 ToYSV en células

del mesdfilo y ToRMV limitado al floema, estos
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resultados permitieron concluir TOYSV estad mejor adaptado que ToRMV, y esta adaptacion

fue mas evidente en N. benthamiana que en tomate.

Diferentes tipos de interacciones se presentan entre los geminivirus, estas pueden acentuar
0 exacerbarlos los sintomas en sus hospederos naturales; un ejemplo de ello fue
demostrado por Mendez-Lozano et al., (2003), al inocular una mezcla tripartitas del virus
huasteco del amarillamiento de la vena del chile (PHYVV) componentes genomicos DNA-A
y DNA-B, junto con el componente geminiviral “A” de PepGMV donde hubo trasn-
complementacion a nivel de movimiento de PepGMV-A, presentando sintomas en las
plantas inoculadas, mientras que | componente genémico “B” de PepGMV no fue exitoso
en la transcomplementaciéon del componente geminiviral “A” de PHYVV. Renteria et al.,
(2011), evidenciaron que también el éxito de las interacciones depende del hospedero de
los virus; puesto que estos mismos virus inoculados en plantas de aji (Capsicum annum),
presentaron antagonismo entre ellos, diferente a lo observado en N. benthamiana y N.

tabacum que presentaron sinergismo cuando los virus fueron inoculados al tiempo.

En 2009 Andrade et al., realizaron ensayos con virus aislados de arvenses del género Sida
spp, plantas acompanantes del cultivo de tomate y el begomovirus Tomato yellow spot
virus que afecta este cultivo, resultando pseudorecombinantes no viables mostrando asi
que, aunque exista una alta homologia entre sus componentes geminivirales no siempre se

van pseudorecombinar.

1.11.2 Infecciones mixtas en arvenses

Mediante las relaciones filogenéticas de los begomovirus aislados en plantas cultivadas y
arvenses tal vez se puede explicar la interaccion que hubo entre estos begomovirus para
la aparicion de ellos de forma natural. Por ejemplo, el virus del mosaico de Solanum de
Bolivia (SoMBoV) esta relacionado filogenéticamente con el virus del mosaico de blistering
de soya (SbBMV) (Wyant, Gotthardt, Schéfer, Krenz, y Jeske, 2011).

El virus del mosaico dorado de Sida (SiGMV-Co) de Costa Rica se emparenta con el virus

del mosaico del enanismo del frijol (BDMV) de Colombia y el virus del moteado de tomate
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(ToMoV) de Cuba (Hofer, Engel, Jeske, y Frischmuth, 1997). Al igual que el virus de la
mancha amarrilla de Blainvillea aislado de Blainvillea rhomboidea esta estrechamente

relacionado con el virus del mosaico dorado del frijol (BGMV) (Castillo-Urquiza et al., 2008).

En las arvenses Crotalaria juncea, Sida sp., Euphorbia heterophylla y N. physaloides se
han detectado simultaneamente el virus del mosaico dorado de Euphorbia (EuYMV), el
virus del mosaico de sida micrantha (SiMMV) y el virus rugoso severo del tomate (ToSRV)
(Barreto, 2012).

En la especie Sida jamaicensis se encuentra el virus del mosaico dorado de sida de braco
(SiIGMBCcV), el virus del mosaico dorado de sida de liguanea y el virus de las venas
amarillas dorado de sida (Sida golden yellow vein virus isolate, SiGYVV). (Stewart et al.,
2014).

Los virus tienden a estar latentes en las plantas silvestres o cultivares nativos de una zona
geografica dada, cuando se presenta la introduccién de una especie cultivada los
begomovirus aprenden rapidamente a infectarlos y dependiendo de la naturaleza de la
interaccion virus-planta-hospedero, podrian evolucionar a tal punto de ser emergencias

epidémicas (Nawazul- Rehman y Fauquet, 2009; Calvin et al., 2004).

Lo anterior sugiere que cambios en las condiciones ambientales y pérdida de biodiversidad
da lugar a un incremento de las incidencias virales puesto que acelera significativamente
su evolucién. (Roossinck y Garcia-Arenal, 2015). Se especula que la baja diversidad
genética del tomate facilita la presencia de una especie viral preponderante como
aparentemente es el caso del PYMV sobre cultivares de tomate en Colombia (Vaca-vaca
et al.,, 2011), el virus del rizado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) en Pakistan
(Czosnek, 2007), sin embargo los estudios de Sobrinho et al., (2014) sobre la variabilidad
genética del virus del mosaico dorado del frijol (BGMV) y el virus de la mancha amarilla de
macroptillium (MaYSV) sobre Phaseolus vulgaris, P. lunatus y Macroptilium lathyroides han

concluido que la variabilidad del hospedero no afecta la variabilidad viral.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Metodologia

Este trabajo de investigacion fue desarrollado en los Laboratorio de Sanidad y
Microbiologia Agricola, en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales y en el

Invernadero de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira

2.2 Descripcion de begomovirus utilizado en este trabajo

Los begomovirus utilizados en este trabajo son clonas virales obtenidas en trabajos previos
realizados por el grupo de investigacién IPMA: PYMV-Col componente A y B se obtuvo en el
trabajo realizado por Betancur-Pérez, et al., (2012); y el virus del moteado de verbena (VeMV)
componente B, el virus del mosaico dorado de Rhynchosia de Colombia (RhGMCV) componente
Ay el virus del mosaico dorado de croton (CohGMV) componente A, fueron aislados de arvenses
asociadas al cultivo de tomate en el Suroriente del Valle del Cauca en el trabajo realizado por Jara-
Tejadaet al., (2016) (Tabla 3).

Clona Fuente del aislado Componente Virus Lugar de Referencia
viral viral de DNA colecta

AT 19 Verbena sp B VeMV Florida Manuscrito en
preparacion

AT 20 Croton hirtus A CohGMV Florida Vaca-Vaca et al., 2018

AT 35 Rhynchosia minima A RhGMCV Cerrito Vaca-Vaca et al., 2019

PYMV* Tomate A-B PYMV - Tulua Betancur-Pérez et al.,

Col 2012
Mara* Maracuya B PLDV La Union |Vaca-Vaca et al., 2016

Tabla 3. Clona virales obtenidas objeto de estudio para realizar combinaciones de componentes
geminivirales. * Estas clonas seran utilizadas como controles positivos; la clona de PYMV utilizé

como control positivo para este trabajo ya que proviene de plantas inoculas por biobalistica.



2.3 Multiplicacion de las clonas begomovirales
(purificaciéon de DNA plasmidico)

Las clonas begomovirales se encontraban almacenadas en glicerol a -20°C previamente
identificadas, estas fueron activadas en LB so6lido con ampicilina, de alli se seleccion6 una
colonia que fue transferida a LB liquido con ampicilina dejado en agitacion por 24 horas,
transcurrido este tiempo se realizo la extraccion del DNA plasmidico, el cual se utilizé el kit
de Plasmid Midi Kit (Qiagen ®) para obtener una alta concentracion de DNA, siguiendo la

metodologia propuesta por el proveedor.

La concentracion y la pureza del DNA plasmidico obtenido se visualizd por electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%. El marcador de peso molecular usado fue 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas- Thermo Scientific). Las concentraciones de los diferentes

componentes gendémicos fue mayor de 70 ng (Figura 5).

CONCENTRACIQN DE PYMV CONCENTRACION DE CoHGMV - A
MP C28 CIB CIA C2A e el 2 c1. o2

_3 ‘ e L

CONCENTRACIOMDE RHGMCV-A
= L.
MP c2 CT T c2

(W
el

Figura 5. Concentraciéon de DNA por clona, obtenidas después de la multiplicacion, C1
corresponde a la concentracion de 50 pl y C2 30 pl del producto final recuperado en 100 ul de
TE-RNAasa.
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2.4 Material vegetal empleado

2.4.1 Obtencion de material vegetal de tabaco (Nicotiana tabacum
var. xanthi) para ensayo realizado in vitro

Se germinaron semillas de tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi) in vitro. Las semillas
fueron desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2%, etanol al 70% y agua destilada estéril,
todo este proceso se llevd a cabo en la cabina de flujo laminar, ya que el proceso de

germinacion se realizo in vitro en medio basal MS (Murashige and Skoog, 1962).

Se planté una semilla por frasco, se llevaron al cuarto de crecimiento con condiciones
controladas con un fotoperiodo 16 — 8 h de luz. Este proceso se llevo a cabo en el laboratorio de

Cultivo de Tejidos Vegetales.

2.4.2 Obtencion de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum
var. Santa Calara) para ensayo realizado en invernadero

Transcurridos 15 dias de germinacién y con cuatro hojas verdaderas las plantulas de tomate
variedad Santa Clara fueron trasplantadas a materas con capacidad de 1 Kilo que previamente
habian sido llenadas con suelo estéril, las plantulas se protegieron en jaulas con malla anti-trips
ubicandolas en la casa de malla de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Una vez
pasados 7 dias de trasplante, se realizd una fertilizacion con 15-15-15 complejo N-P-K
CENAGRO ® de manera liquida, para ello se utilizaron 30 gr de fertilizante en un litro de agua
dejando en agitacién media por 24 horas, una vez diluido completamente el fertilizante se
adiciono a cada planta a 20ml de la solucién; esta fue aplicada hacia el plato de planta con el fin
de evitar cualquier dafio por quema. Esta fertilizacién se hizo con base a el manejo convencional
que se hace en campo en este cultivo, asi se evitaba posibles falsos positivos cuando se

presentaran los sintomas.



2.5 Diseno experimental

El experimento se realizé en condiciones in vitro y de invernadero; se realizé un diseno
experimental Completamente al azar (CA), con 8 repeticiones in vitro para tabaco y 10
repeticiones en tomate para el ensayo en invernadero. La unidad experimental estara

conformada por cada planta y los tratamientos (combinaciones) como se describen a en la tabla

4

Combinaciones DNA -A DNA-B # de plantas # de plantas
inoculadas en | inoculadas en
tabaco tomate

1 PYMV VeMV 8 10

2 RhGMCV PYMV 8 10

3 RhGMCV VeMV 8 10

4 CohGMV PYMV 8 10

5 CohGMV VeMV 8 10

Control positivo PYMV PYMV 8 10

Control negativo - - 8 5

Tabla 4. Combinaciones de los diferentes componentes virales a evaluar, incluido control
positivo; con el nimero de repeticiones por tratamiento en tabaco y en tomate.

2.5.1 Variables a evaluar

Tanto para el ensayo “in vitro” como el ensayo de campo se evaluaron las mismas

variables:

v Capacidad de transreplicacién y transcomplementacién entre componentes virales.

v Presencia de sintomas virales.

v

La capacidad de transcomplementacion y transreplicacion se detecté mediante PCR, de

los componentes Ay B, de la parte apical y la parte bajera de cada planta inoculada

transcurridos 20 y 45 dias post inoculacion (Figura 6).
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tomado de Rodrigo et al., .,2014 y

Hojas apicales a
evaluar por PCR

Hojas bajeras a evaluar por PCR

Hojas bajeras inoculadas

Figura 6. Hojas bajeras que fueron inoculadas con los diferentes componentes virales a
evaluar y las hojas apicales que seran evaluadas a fin de corroborar mediante PCR, la

capacidad de transcomplementacién y transreplicacion de los componentes virales.

2.6 Inoculacion por biobalistica de baja presiéon de
begomovirus

La inoculacion de geminivirus se puede llevar a cabo de manera biolégica 6 mecanica,
siendo la técnica de inoculacién por biobalistica el método mecéanico de mejores resultados;
ya que al utilizar esta técnica se puede garantizar la utilizacion de los virus de interés, es
decir uno adosa a las particulas metalicas el componente A y B que del cual ya se obtuvo
sugenoma y va a ser utilizado como modelo para estudiar el evento de infeccion en una
plantaparticular. Este método se basa es acelerar las particulas las cuales son impulsadas
a presion a manera de disparo permitiendo ingresar a tejido vegetal (hoja) no causando
lesiones considerables en esta y permitiendo tener un mayor éxito en la penetracion de las
mismas, ya que por su tamafo es mas facil alcanzar las células del mesofilo.

En este trabajo se utilizo la técnica de biobalistica de baja presién empleando la pistola
manual Helios Gene Gun System (Biorad®) siguiendo el protocolo estandarizado en el

grupo IPMA para inocular virus en plantas de tomate y tabaco (Lépez-Lépez. et al., 2013).



2.6.1 Preparacion de microcarriers de tungsteno con el DNA
begomoviral

Microcarriers de tungsteno de 1.1 um de diametro fueron cubiertas de DNA viral (DNA A + DNA
B de acuerdo al disefio experimental, ver tabla 4), siguendo el protocolo reportado por el

fabricante Biorad®. Aproximadamente se adicion6 2 ug de DNA viral por cartucho a preparar.

2.6.2 Preparacion de cartuchos

Todo el procedimiento se realizé en la estacion de preparacion de cartuchos de Biorad® siguiendo
el protocolo reportado por el fabricante. Este equipo se utiliza para recubrir la pared interna del
tubo tefzel plastico con los microcarriers de tungsteno previamente preparados. Los cartuchos
obtenidos se almacenaron a 4°C hasta el dia del ensayo de inoculacion por biobalistica de las

plantas de tomate y tabaco.

2.6.3 Inoculacion de las diferentes combinaciones realizadas con
los componentes virales Ay B en plantas de tabaco germinadas
In vitro

Transcurridos 60 dias posteriores a la germinacién in vitro de las semillas de tabaco
(Nicotiana tabacum var. xanthi) se eligieron aquellas plantas que tenian 4 hojas
verdaderas, que tuviesen mayor vigor, y la coloracién de las hojas iguales. Se procedi6 a
realizar la inoculacién de las combinaciones virales (tabla 4) en la cabina de flujo laminar
realizando dos disparos por planta a una presion de 220 psi (Lépez-Lopez et al., 2013).
Posterior a la inoculacion las plantas fueron regresadas al cuarto de crecimiento y se
procedi6 a observar el desarrollo de sintomas hasta 45 dpi (dias post inoculacion).

Acaecidos 20 dpi se realizé un muestreo al azar a 4 de plantas de tabaco inoculadas donde
se cosecharon las hojas apicales (hojas nuevas) y hojas bajeras. Como fue un ensayo

destructivo transcurridos 45 dpi se cosecharon las 4 plantas restantes para su evaluacion.
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2.6.4 Inoculacion de las diferentes combinaciones
realizadas con los componentes virales Ay B en plantas de
tomate germinadas en casa de mallas

Para la inoculacién de plantas de tomate (Solanun lycopersicum var. Santa Clara) se tuvo
en cuenta que estas presentaran desarrollo uniforme en color tamafio, aspecto fisiolégico
es decir que todas tuviesen de 5 a 6 hojas verdaderas para la inoculacién de las
combinaciones virales. Se realizd un bouquet con todas las hojas de la planta para asegurar
que al realizar el disparo las particulas virales tengan mayor area de contacto con tejido
vegetal (Figura 7). Se emplearon las condiciones de inoculacion para tomate reportadas
por Lopez-Lépez et al., (2013). Posterior a la inoculacion las plantas fueron regresadas al
invernadero y se procedio a observar el desarrollo de sintomas hasta 45 dpi (dias post
inoculacion). Se llevaron a cabo seguimientos visuales semanales para monitorear la
aparicion y desarrollo de sintomas con el fin de determinar la incidencia y severidad de los
sintomas presentados. Acaecidos 20 dpi se realizd un muestreo al azar de 5 plantas de
tomate inoculadas donde se cosecharon las hojas apicales (hojas nuevas) y hojas bajeras.
Como fue un ensayo destructivo transcurridos 45 dpi se cosecharon las 5 plantas restantes

para su evaluacion.

Figura 7. Inoculacion con la pistola manual Helios Gene Gun System (BioRad, Hércules, CA,

USA) a plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Santa Clara).



2.7 Evaluacidon de sintomas virales

La incidencia de sintomas fue medida como el porcentaje de plantas infectadas basado en los
sintomas; la severidad de sintomas se midié usando una escala tomada de Jawdah et al., (1999).

La escala de sintomas sera:

1: no se observan sintomas
2: aparicion de mosaicos abultamientos en las hojas
3: aparicion de amarillamiento en las hojas, hojas deformada y

mas pequefias que las normales.

2.8 Deteccion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
componentes geminivirales inoculados en plantas de tomate
y tabaco

La capacidad de transcomplementacion y transreplicacion se detectdé mediante PCR, de
los componentes A y B, de la parte apical y la parte bajera de cada planta inoculada
transcurridos 20 y 45 dias post inoculacion (Figura 6). Es de aclarar que este ensayo fue
destructivo y que el dia de evaluacion de la capacidad de transreplicacion vy
transcomplementacion entre componentes virales, se tomo la mitad al azar de cada
repeticion de cada tratamiento, ya que para hacer la deteccién de estos se requeria
cosechar las plantas y evaluar la parte apical y la parte bajera de cada planta.

Luego de ser cosechadas las plantas de tabaco y tomate, se maceraron en nitrdgeno
liquido las hojas apicales y aparte las hojas bajeras de cada unidad experimental (cada
planta), se preservo el polvillo en tubos eppendorf de 1.5 ml rotulandose y almacenandose
a-20°C. Una vez procesadas las muestras se realizo la extraccion del DNA gendmico total
se utilizé la estrategia por el grupo IPMA en el afio 2015 que empleo algunas
modificaciones del método propuesto por Dellaporta y colaboradores en 1983. Para
determinar la calidad y cantidad del DNA purificado se llevé a cabo una estrategia en geles

de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
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Se emplearon juegos de cebadores o iniciadores MP-82 y MP-16(Umaharan, et al.,
1998), para especificamente llevar por PCR a cabo la deteccién de los componentes
geminivirales A, el producto de esta amplificacién con estos cebadores nos permitid
obtener un fragmento entre 400 a 500 pb aproximadamente que abarca a su vez un

fragmento el gen de la proteina de la capside.

Iniciadores o cebadores universales fueron utilizados para llevar a cabo estrategias
de PCR en plantas de tomate y tabaco, incluidas y las no inoculadas (control
negativo). La deteccion de begomovirus con iniciadores universales se realizo en
todas las plantas de tomate y tabaco, incluidas y las no inoculadas (control

negativo), con el fin de hacer la posible deteccion de los begomovirus alli presentes

Fueron disenados y sintetizados un par de primers AT19B-R (5-CTT-CTC-CGC-
TTC- CTT-CTT-3") / AT19B-F (5-CGA-TTC-TCC-AGG-CCT-TAT-T-3"), especificos
para la deteccion del DNA componente B del virus moteado de verbena (VeMV), los
cuales amplifican un fragmento de 320pb. Estos primers se disefiaron utilizando el
software CLC Main Workbeanh v7 (Qiagen®) utilizando la secuencia del genoma

completo del virus.

2.9 Andlisis bioinformatico de laregion promotorade
genes begomovirales

Se obtuvo la secuencia de nucleétidos de los genomas begomovirales utilizados en este
trabajo de la base de datos GenBank: Potato yellow mosaic virus isolate Tulua/Valle del
Cauca/2008 -PYMV-Col componente A (JQ045705.1) y B (JQ045706.1), Rhynchosia
golden mosaic Colombia virus isolate AT35A -RhGMCV) componente A (KX216480.1) y
Croton golden mosaic virus isolate Florida/Valle/2014 -CohGMV componente A
(KX156613.1) y Verbena mottle virus isolate Florida/Valle/2014 -VeMV componente B
(KX156612.1. Estas secuencias fueron editadas en el programa Bioedit (Hall, 1999), donde
se extrajo la secuencia de nucleétidos correspodiente a la region intergenica que incluye
los promotores de los genes Rep y Cp, asi como el elemento nonanucleétido conservado

para los componentes A.



Para los componentes B se extrajo la secuencia de nucleotidos de la region promotora de
los genes MP y NSP, incluido el elemento nonanucleétido conservado. Para identificar
posibles elementos cis-regulatorios presentes en las secuencias de nucleétidos de los
promotores de los begomovirus analizados, se realizé un analisis bioinformatico para
identificar los siguientes elementos: caja TATA, iteron, y elementos tardios conservados
(CLE) empleando el software CLC Main Workbeanh v7 (Qiagen®) utilizando las

secuencias previamente reportadas.
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3 Resultados

3.1 Evaluacion de trans complementacion de
componentes gendmicos (DNA-A / DNA-B) de PYMV y
begomovirus aislados de arvenses RhGMCV, CohGMV y

VeMV inoculados por biobalistica en plantas de tomate.

3.1.1 Evaluacion de transcomplementacion de componentes
gendémicos de PYMV y arvenses: PYMV-A y VeMV-B; CohGMV-A 'y
PYMVA-B; CohGMV-A y VeMV-B inoculados por biobalistica en
plantas de tomate.

Para evaluar los eventos de transcomplementacion, se realizaron PCRs para detectar la
presencia del componente A de los diferentes virus inoculados en las hojas nuevas
(apicales) de plantas de tomate. Como se observa en la figura 8, a los 21 dias post
inoculacion (dpi), se detecto la presencia de los componentes A de los virus inoculados en
las combinaciones realizadas en las hojas nuevas (apicales) (Figura 8A); y a los 45 dpi
(Figura 8C). Este resultado muestra que los virus inoculados, CohGMV-A y PYMV-A se
movieron de las hojas bajeras (inoculadas a los 0 dpi) a las hojas nuevas (apicales).
Adicionalmente, se evaludé la presencia del componente B de VeMV y PYMV,
encontrandose en todas las plantas evaluadas y confirmando este resultado (Figura 10 y
11).

En la figura 8A, se observa que transcurridos 21 dpi, la combinacién PYMV AyB, presenta
4 positivos es decir en cuatro plantas de las cinco plantas inoculadas, el virus fue movido
a las hojas superiores de la planta, y en la mayoria la concentracién del titulo viral es alto,
esto muestra que PYMV esta bien adaptado a su hospedero natural en este caso tomate;
en la figura 8B esta combinacion es positiva en las cinco plantas inoculadas pero la quinta
planta la concentracién es poca, ello podria ser la explicacién al porque en la parte apical

de la planta no se evidencié el virus. Comparado con la combinacion PYMV- Ay VeMV-
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B, donde se presenta el componente geminiviral de PYMV-A, en cuatro de las cinco plantas
inoculadas, pero las concentraciones virales no son tan fuertes como el anterior y sus hojas
basales que fueron donde se realizé la inoculacién la carga viral es poca, esto puede estar
ocurriendo debido a que el componente genémico B de VeMV, no se encuentra bien
adaptado a este hospedero y los mecanismos de defensa de la planta pudieron
contrarrestar la replicacion del virus. La combinaciones realizadas con CohGMV- A y
VeMV-B y CohGMV-A y PYMV-B, muestran una mejor complementariedad entre
componentes puesto que en las hojas apicales titulo viral es abundante y se encuentra
presente en cinco de cinco plantas inoculadas, las hojas bajeras distan en cuanto a lo
evidenciado en las apicales, ya que en la combinacion CohGMV-A y VeMV-B se hall6 en
cuatro de cinco y en una de ellas la concentracion era minima, caso contrario a lo
evidenciado en la combinacion de CohGMV-A y PYMV-B donde se hallé en las cinco

plantas inoculadas y en mayor concentracion que las apicales.
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Figura 8. Evaluacién de trans complementacién de componentes gendmicos (DNA-A / DNA-
B) de PYMV y begomovirus aislados de arvenses en plantas de tomate, VeMV-B y CohGMV-



A. Se inocularon los genomas A y B de manera independiente de cada begomovirus evaluado,
mediante la técnica de biobalistica de baja presion en plantas de tomate. Se tomaron hojas nuevas
(apicales) y hojas inoculadas (bajeras) de tomate en dos tiempos, 21 dias post inoculacion (dpi) y
45 dpi, para evaluar la presencia del begomovirus inoculado mediante la técnica de PCR (ver Figura
7). A, B. Deteccion por PCR de un fragmento de 0,4 kb del genoma A inoculado en hojas apicales
(A) y hojas bajeras (B) de tomate colectadas a los 21 dpi, que fueron inoculadas con las
combinaciones: PYMV-A y B, PYMV-A y VeMV-B, CohGMV-A y VeMV-B, y CohGMV-A y PYMV-

B. M, marcador de peso molecular Gene RulerTM de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control
negativo de PCR; C+, control positivo de PCR usando DNA plasmidico de PYMV-A; Pt-, plantas de
tomate sin inocular; 1, 2, 3, 4, 5, plantas de tomate no inoculadas e inoculadas con las combinaciones
arriba mencionadas. C. Deteccion por PCR de un fragmento de 0,4 kb del genoma A inoculado en hojas
apicales (A) de tomate colectadas a los 45 dpi, que fueron inoculadas con las combinaciones:PYMV-
Ay B, PYMV-A y VeMV-B, CohGMV-A y VeMV-B, y CohGMV-A y PYMV-B. M, marcador depeso
molecular Gene RulerTM de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, control
positivo de PCR usando DNA plasmidico de PYMV-A; 6, 7, 8, 9, 10, plantas de tomate inoculadas
con las combinaciones arriba mencionadas. El asterisco indica el tamafo esperado de amplificacion

de un fragmento de 0,4 kb.

En la evaluacion realizada a los 45dpi (Figura 8C), en la combinacién CohGMV-A 'y VeMV-
B se hallo la presencia del virus en cuatro de cinco plantas inoculadas, la intensidad de las
bandas fue mas clara que las observadas en las plantas colectadas a los 21dpi,
posiblemente se deba a factores de silenciamiento de las planta y factores ambientales que
limitan la replicacién del virus (Fu et al., 2010; Sun et al., 2016). Los resultados obtenidos
en la combinacién CohGMV-A y PYMV-B, es similar a los resultados obtenidos 21dpi,
donde se evidencia la presencia del virus, en estas cicno plantas el virus fue detectado en
cuatro con un poco de mayor intensidad. En la combinacion PYMV-A yB solose pudo
evaluar en tres plantas porque las otras fueron contaminadas, en estas tres plantasse hall6
poca concentracion del virus posiblemente por los factores de estrés ambiental que fueron
sometidas estas plantas, es conocido que las altas temperaturas pueden tenerefectos
sobre el proceso infectivo del virus, disminuyendo en la replicacion en las células, asi como
también pueden tener un efecto en la reduccién de sintomas o no presentarlo a lo cual se
le conoce como “ enmascaramiento por calor” (Johnson, 1922; Hull, 2002). La combinacion

PYMV- Ay VeMV-B, se detecto el virus en cuatro de las cinco plantas inoculadas.
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Con el resultado obtenido mediante las PCR realizadas se corrobora que hubo
trasncomplementacion de los diferentes componentes gendmicos co-inoculados por

biobalistica en las hojas de las plantas de tomate tanto bajeras como apicales.

3.1.2 Evaluacion de transcomplementaciéon de componentes
genomicos de RhGMCV-A y VeMV-B inoculados por biobalistica
en plantas de tomate.

Para evaluar los eventos de transcomplementacién, se realizé6 un PCR para detectar la
presencia del componente A inoculado en las hojas nuevas (apicales) de plantas de
tomate. Como se observa en la figura 9C, a los 21 dias post inoculacion (dpi), se detecto la
presencia de RhGMCV-A en las hojas nuevas (apicales) en cuatro de cinco plantas
inoculadas; y a los 45 dpi, se detecto en cuatro de cinco plantas (Figura 9D). Este resultado
muestra que el virus inoculado, RhGMCV-A, se movio de las hojas bajeras (inoculadas a
los 0 dpi) a las hojas nuevas (apicales). Adicionalmente, se evalud la presencia del

componente B de VeMV, encontrandose en todas las plantas evaluadas (Figura 10y 11).

Figura 9. Evaluacién de trans complementacion de componentes gendmicos (DNA-A / DNA-
B) de begomovirus aislados de arvenses en plantas de tomate, RnGMCV-A y VeMV-B. A. Se
inocularon los genomas A y B de manera independiente de cada begomovirus evaluado, mediante
la técnica de biobalistica de baja presidon en plantas de tomate. B. Se tomaron hojas nuevas apicales
y hojas bajeras de tomate en dos tiempos, 21 dpi y 45 dpi, para evaluar la presencia del begomovirus
inoculados mediante la técnica de PCR. C. Deteccién por PCR de un fragmento de 0.4kb del genoma
A inoculado, combinacion RhGMCV-A y VeMV-B, en hojas apicales y bajeras de tomate colectadas
a los 21 dpi. M, marcador de peso molecular Gene Ruler TM de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-,
control negativo de PCR; C+, control positivo de PCR usando DNA plasmidico de PYMV-A; 1, 2, 3,
4, 5, plantas de tomate inoculadas con la combinacion RhnGMCV-A y VeMV-B. D. Deteccién por PCR de
un fragmento de 0.4kb del genoma A inoculado, combinacion RhGMCV-A yVeMV-B, en hojas
apicales y bajeras de tomate colectadas a los 45 dpi. M, marcador de peso molecular Gene RulerTM
de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, controlpositivo de PCR usando
DNA plasmidico de PYMV-A; 6, 7, 8, 9, 10, plantas de tomate inoculadas con la combinacion
RhGMCV-A y VeMV-B. El asterisco indica el tamafo esperado de amplificaciénde un fragmento de
0.4kb.
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La combinacion del virus RhnGMCV-A y VeMV-B, mostré tanto en las hojas apicales como
en las hojas bajeras la presencia del virus detectado mediante PCR a los 21dpi, en este
muestreo se danoé una planta por ello solo fueron evaluadas 4 plantas, las bandas de las
hojas apicales son mas intensas que las de las hojas bajeras evidenciando el movimiento
del virus a hojas jovenes. La evaluacion realizada a los 45 dias se detecta la presencia del
virus en 4 de 5 plantas evaluadas la planta 9 presenta una deteccion mas leve que el resto
de plantas evaluadas, esto evidencia nuevamente que el componente geminiviral de
VeMV-B, fue capaz de transcomplentar el componente A de RhGMCV, para que este

alcanzara nuevos tejidos de la planta.

3.1.3 Deteccion del componente genomicos B de PYMV y de
VeMV inoculados por biobalistica en plantas de tomate.

Para evaluar los eventos de transcomplementacién, se realiz6 un PCR para detectar la
presencia del componente B inoculado en las hojas nuevas (apicales) de plantas de
tomate. Como se observa en la figura 10, a los 21 dias post inoculacion (dpi), no es posible
detectar con los primers universales para el componente B de begomovirus al DNA-B
inoculado (Figura 10). Unicamente, fue posible detectar con estos primers el componente
B de PYMV, el cual amplifico un fragmento de 0,6 kb (Figura 10A).
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Figura 10. Deteccién del componente genémico B, en hojas apicales y bajeras de plantas de tomate con

Hojas inoculadas
(bajeras)

21 dpi

21 dias de inoculacion utilizando como cebador los fabricados por Rojas, et al., 1993

A. Deteccion por PCR de un fragmento de 0.6kb del genoma B de PYMV, inoculado en las
combinaciones (PYMV-AyB), (PYMV-A y VeMV-B); (CohGMV-A y VeMV-B); (CohGMV-A y PYMV-
B), en hojas apicales de tomate colectadas a los 21 dpi. M, marcador de peso molecular Gene Ruler
TM de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, control positivo de PCR
usando DNA plasmidico de PYMV-B; 1, 2, 3, 4, 5, plantas de tomate inoculadas con la combinacién
PYMV-AyB. vacio 1, 2, 3, 4, 5, plantas de tomate inoculadas con la combinacion PYMV-A y VeMV-
B; vacio, 1, 2, 3, 4, 5, plantas de tomate inoculadas con la combinacién CohGMV-A y VeMV-B; 1,
2, 3,4, 5, plantas de tomate inoculadas con la combinaciéon CohGMV-A y PYMV-B B. Deteccion por
PCR de un fragmento de 0,6 kb del genoma B inoculado en las hojas bajeras de las combinaciones

descritas anteriormente transcurridos 21dpi, el orden es el mismo descrito en la parte A.

En esta evaluacion del componente “B” de PYMV fue detectado solo en la combinacion

de PYMV A&B, en la planta 5 de las hojas apicales a los 21 dpi.

Por lo anterior, se disefiaron primers especificos para detectar el componente B de VeMV.
En la figura 11 se observan que en todas las combinaciones realizadas amplifico el
fragmento esperado de 320 pb de VeMV-B, con mayor intensidad en la combinacion de
PYMV-A y VeMV-B, tanto en hojas apicales como bajeras, mientras que RhGMCV-A y
CohGMV-A, presenta menor intensidad en las bandas de las hojas apicales, mientras en
las hojas bajeras la combinacion de CohGMV-A y VeMV-B, presenta mayor intensidad en

las bandas obtenidas
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Figura 11. A. Deteccion por PCR de un fragmento de 320 pb del componente genémico B de VeMV, en
hojas apicales de tomate colectadas a los 21 dpi. M, marcador de peso molecular Gene Ruler TM
de 1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, control positivo de PCR usando
DNA plasmidico de VeMV - B; 1a, 2a, 3a, 4a, 5a, hojas apicales; 1b,2b,3b,4b,5b, hojas basales de
plantas de tomate inoculadas con la combinacion CohGMV-A y VeMV-B; 1a, 2a, 3a, 4a,5a, hojas
apicales; 1b,2b hojas basales. B. Deteccion por PCR de un fragmento de 320 pb del componente
genomico B de VeM, inoculado en las hojas bajeras marcador de peso molecular GeneRuler TM de
1Kb DNA Lader (Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, control positivo de PCRusando DNA
plasmidico de VeMV -B, C-, negativo, vacio, 3b,4b, 5b, hojas bajeras de la combinacion RhGMCV-
Ay VeMV-B, 1a,2a, 3a,4a, vacio 1a,2a,3a,4a vacio hojas apicales , 1b, 2b, 3b, 4b hojas bajeras de

la combinacion PYMV-A y VeMV-B, Control -, control-, control positivo C+ transcurridos 21 pdi.

Con los primers especificos de VeMV componente “B” se detectdé en todas las
combinaciones corroborando asi que este componente “B” fue capaz de transcomplementar

los componentes “A” con los cuales fue co-inoculado.
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3.2 Evaluacion de sintomas en plantas de tomate que
fueron inoculados por biobalistica con diferentes
combinaciones de componentes gendmicos (DNA-A
/| DNA-B) de PYMV y begomovirus aislados de
arvenses RhGMCV -A, CohGMV-A y VeMV-B.

Una vez transcurridos los 21dpi se evaluaron las 10 plantas incoculadas por cada
combinacion realizada, la combinacion entre de PYMV-A y B presenté sintomas de
abultamientos y hojas con menor desarrollo de lo normal en las hojas apicales, asi como
las combinaciones realizadas entre CohGMV-A y PYMV-B y VeMV-B, mostaron solo
abultamientos en las hojas apicales mas prominentes y la combinacion de PYMV-A y
VeMV-B, también present6 abultamientos; la segunda evaluacién se realizé cuando las
plantas tenian 45 dpi, y los sintomas en las combinaciones se mantuvieron en las cinco
plantas restantes y otras plantas como en la combinacién realizada entre PYMV-A y
VeMV-B, las plantas ya no presentaban abultamientos lo que se conoce como fenotipo de

recuperacion (Tabla 5).

% de plantas % de plantas con
con sintomas sintomas
Combinacioén Sintomas ) o
transcurridos 21 transcuirridos 45
dpi dpi
PYMV-Ay B (Control Abultamientos 10 (1/10)* 20 (2/5)
positivo)
RhGMCV-A y VeMV-B Ninguno 20 (2/10) 90 (4/5)
RhGMCV-A y PYMV-B Ninguno 30 (3/10) 0/5
CohGMV -A y PYMV-B  Abultamiento  0/10 0
CohGMV-A y VeMV-B Abultamiento 10 (1/10%) 90/5(4/5)
PYMV-A y VeMV -B Abultamiento  10(1/10%) 20(2/5)*
Mock control negativo  Ninguno 0/5 0/5

Tabla 5. Porcentaje de sintomas presentes en plantas de tomate en dos tiempos de evaluacion.
Los asteriscos fueron aquellas combinaciones donde se presenteron fenotipos de recuperacion en

las plantas.
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Entre los sintomas observados en tomate se encuentran abultamientos de las hojas,
deformaciénes en algunas de estas y amarillamientos sintomas caracteristicos de
infecciones causadas por geminivirus figura 12B combinacion PYMV A-y B. Las
combinaciones CohGMV-A y VeMV-B, PYMV-B, figural2C y D respectivamente
presentaron sintomas fuertes de abultamientos en las hojas apicales durante las dos
evaluaciones 21 dpi y 45 dpi. esto indica que sus componentes geminivirales A y B son
homologos y que podrian llegar a causar sintomas mas severos dado el caso que llegasen
a encontrarse en una planta susceptible. VeMV- B y PYMV-A, figura 12E se presentaron
sintomas a los 21 dpi y a los 45 dpi las plantas ya no presentaban sintomas, al momento
de evaluar el movimiento del virus a hojas apicales ver figuras 12 F-G se evidencio que en
no todas las plantas inoculas habia presencia de virus inoculado componente A, mientras

que el componente B de VeMV se hallé en todas las plantas muestreadas (figura 11).
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Figura 12. Hojas apicales colectadas de plantas de tomate inoculadas mediante la técnica de

biobalistica de baja presion con componentes gendémicos (DNA-A / DNA-B) de PYMV y begomovirus
aislados de arvenses en plantas de tomate, RhGMCV- A, CohGMV-A y VeMV-B después de 45 dpi.



3.3 Evaluacion de trans complementacion de
componentes gendmicos (DNA-A / DNA-B) de PYMV y
begomovirus aislados de arvenses RhGMCV, CohGMV y

VeMV inoculados por biobalistica en plantas de tabaco.

Las combinaciones de PYMV-A y B; RhGMCV-A y PYMV-B; CohGMV-A y PYMV-B;
CohGMV-A 'y VeMV-B y PYMV-A y VeMV-B, inoculadas en plantas de tabaco var. Xanthi.
mediante la técnica de biobalistica fueron evaluadas transcurridos 21 y 45 dpi; en estas
combinaciones no se detectaron los virus inoculados en los geles visualizados después de

haber realizado PCR (datos no mostrados).

3.3.1 Evaluacion de transcomplementacion de componentes
gendémicos de RhnGMCV-A y VeMV-B inoculados por biobalistica
en plantas de tabaco.

Para evaluar los eventos de transcomplementacién, se realiz6 un PCR para detectar la
presencia del componente A inoculado en las hojas nuevas (apicales) de plantas de tabaco.
Como se observa en la figura 13, a los 21 dias post inoculacién (dpi), se detecté lapresencia
de RhGMCV-A en las hojas nuevas (apicales) en cuatro de cuatro plantas inoculadas; de
igual manera se realiz6 un experimento de inocular solo RhGMCV-A en cinco plantas y tres
de ellas se realizé PCR para la deteccion del virus. Se evidencio en el resultado que el virus
inoculado de RhGMCV-A, se movid de las hojas bajeras (inoculadasa los 0 dpi) a las hojas
nuevas (apicales), tanto en la combinacion realizada con VeMV-B, como en las plantas que
solo tenian el componente A de RhnGMCV-A, aunque la intensidadde las bandas obtenidas
no es tan fuerte indica que posiblemente este virus se encuentre en proceso de adaptacion

a este nuevo hospedero (Figura 13C).
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Figura 13. Evaluacion de trans complementaciéon de componentes gendmicos (DNA-A / DNA-
B) de begomovirus aislados de arvenses en plantas de tabaco, RnGMCV-A y VeMV-B. A. Se
inocularon los genomas Ay B de manera independiente de cada begomovirus evaluado, mediante
la técnica de biobalistica de baja presién en plantas de tabaco. B. Se tomaron hojas nuevas apicales
y hojas bajeras de tabaco transcurridos 21 dpi, para evaluar la presencia del begomovirus
inoculados mediante la técnica de PCR. C. Deteccién por PCR de un fragmento de 0,4 kb del
genoma A inoculado, combinacion RhGMCV-A y VeMV-B, en hojas apicales y bajeras de tabaco
colectadas a los 21 dpi. M, marcador de peso molecular Gene Ruler TM de 1Kb DNA Lader
(Fermentas); C-, control negativo de PCR; C+, control positivo de PCR usando DNA plasmidico de
PYMV-A; 1a, 2a, 3a, 4a, hojas apicales 1b, 2b, 3b, 4b, hojas bajeras de plantas de tabaco inoculadas
con la combinacion RhGMCV-A y VeMV-B. 1a, 2a, 3a, hojas apicales de tabaco inoculadas
unicamente con el RhGMCYV -A. El asterisco indica el tamafio esperado de amplificacién de un

fragmento de 0,4 kb.

Esta fue la unica combinacion donde se evidencio que hubo trasncomplementacion de los

componentes geminivirales evaluados a los 21 dpi.



3.3.2 Evaluacion de sintomas en plantas de tabaco que fueron
inoculados por biobalistica con diferentes combinaciones de
componentes genomicos (DNA-A / DNA-B) de PYMV vy
begomovirus aislados de arvenses RhGMCV -A, CohGMV-A y
VeMV-B.

Una vez transcurridos los 21dpi se evaluaron las 8 plantas inoculadas por cada
combinacion realizada, la combinacién entre de PYMV-A y B no presentaron sintomas
psiblemente porque este virus no se encuentra adaptado a esta variedad de tabaco, asi
comoen las combinaciones de RhGMCV-A 'y VeMV-B, y PYMV-B, CohGMV -A y PYMV-B
y VeMV-B, como PYMV-A y VeMV -B no hubo presencia de sintomas. En la segunda
evaluacion trasncurridos 45 dpi las combinaciones de CohGMV -A y PYMV-B y VeMV -B

, Y PYMV-A 'y VeMV -B, presentaron amarillamientos, posiblemente asociados a factores
de luminosidad dentro del cuarto de crecimiento, ya que como se mencion6 anteriormente
no se detecté la presencia de virus en tabaco en estas combinaciones virales. Las
combinaciones de PYMV-A y B, RhGMCV-A y VeMV-B, y PYMV-B no presentaron
sintomas (Tabla 6) (Figura 14).

Combinacién Sintomas % de plantas con % de plantas con
sintomas sintomas transcuirridos

transcurridos 21 dpi 45 dpi

PYMV-AyB Ninguno 0/8 0/8
(Control positivo)

RhGMCV-A 'y VeMV-B Ninguno 0/8 0/8
RhGMCV-A y PYMV-B Ninguno 0/8 0/8
CohGMV -A y PYMV-B Amarillamiento* 0/8 4/8
CohGMV-A y VeMV-B Amarillamiento* 0/8 4/8
VeMV-B y PYMV -A Amarillamiento* 0/8 3/8

Tabla 6. Porcentaje de sintomas presentes en plantas de tabaco en dos tiempos de evaluacion.
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Figura 14. Plantas de tabaco inoculadas con diferentes combinaciones de componentes gendémicos
(DNA-A / DNA-B) de begomovirus transcurridos 45dpi.1. Control -, 2. Control + (PYMV-AyB), 3.
PYMV-AyVeMV- B, 4. RhGMCV- Ay PYMV- B, 5. RhnGMCV- Ay VeMV- B, 6. CohGMV- A y VeMV
B, 7. CohGMV- Ay PYMV- B.



3.4. Andlisis bioinformatico de elementos cis regulatorios

implicados en

la

transcomplementacion  de

componentes genomicos (DNA-A / DNA-B) de PYMV y

begomovirus
CohGMV y VeMV

En la Figura 15 se observa el analisis bi
genes AC1 (Rep) y AV1 (Cp) del compo

aislados

de arvenses RhGMCV,

oinformatico realizado a la regién promotora de los
nente A, y BC1 (MP) y BV1 (NSP) del componente

B de los begomovirus utilizados en este trabajo de investigacion

Rep . 8 . - se g e Cp
: iteron  iteron iterén iteron CLE
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RhGMCV-A  CAT.GGACTCCA. GGACTCCA.... TGGAGTCC TGGAGTCC.. GGACTCCA., TAATATTAC.. TGGAGTCC..., GTGGTCCC .. GTGGGCCT., ATG.,
Rep iteron iteron  iterén CLE _(Ji_l_)

CohGMV-A  car. crccanar . 26nt ATTGGAGT ATTGGAGT ......5501........ TAATATTAC... 175m GTGGCCCA.. ATG..
ReO iteron  iterén iterdn iterén CLE _I_p

PYMV-A CAT...TTCCCCCG. ., TTCCCCCT. , TGGGGGAR. TGGGGGAA........54nt..... TAATATTAC,, w1310t - TGGCCCAC., ATG,,
Mp N W . ~ NSP

iter6n  iteron iteron  iteron CLE i

PYMV-B CAT...3560t... TTCCOCCG. ... TTCCCOCA ... TGGGGGAA TGGGGGAA. 1701 TAATATTAC. . ... 2570t 1. TGGACCAC, ... 1371t....ATG..
Mp s ; — . NSP
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VeMV- B CAT...3390L ......occoorrrere GTTOCCCC ..., GEGGGAAC. GGGGGTAC 43t TAATATTAC, ........ 600t ;.. GTGGCCLE, ... 355nt... ... ATG..

Figura 15. Representacion esquematica de la Regién intergénica de los componentes gendémicos

(DNA-A / DNA-B) de PYMV y begomovirus
A, CohGMV-A y VeMV-B.

aislados de arvenses en plantas de tomate, RhGMCV-

A continuacion, se realiza una descripcidon de cada uno de los elementos cis regulatorios

identificados en cada componente viral:
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RhGMCV-A:

El componente genomico de RhGMCV-A posee dos elementos conservados tardios
(CLEs): el primero de ellos de secuencia directa GTGGTCCC abarca las posiciones 32 a
39 del genoma, ubicado 124 nt arriba del codon de inicio de CP; el segundo de ellos de
secuencia directa GTGGGCCT se encuentra en las posiciones 116 a 123 del genoma viral
a 47 nt del codén de inicio de CP. Los CLEs se han definido como elementos cis
regulatorios implicados en los procesos de transactivacion de CP y NSP (Argliello-Astorga
et al., 1994; Velten et al., 2005). Por ello se considera que las secuencias octaméricas
GTGGCCCC, TGGTCCAC y GTGGTCCC, sean posiblemente los blancos funcionales de
TrAP para mediar los procesos de transactivacion y transcomplementacion.

También se identificaron seis iterones organizados de la siguiente manera: tres de
secuencias TGGAGTCC se situaron de manera directa, antes del arreglo tallo asay tercero
después de este arreglo; los otros tres iterones invertidos presentaron la secuencia
GGACTCCA orientados hacia Rep. Esta distribucion de iterones corresponde con el clado
del Virus del encrespamiento de la hoja del squash SqLCV el cual pose dicha distribucion,
este virus es predominate en la zona del Caribe y Centroamérica (Arglello-Astorga et al.,
1994).

VeMv-B:

Por su parte en el componente gendmico B de VeMV, se identificé un CLE, localizado 355
nt rio arriba del codén de inicio de BV1 (NSP) en las posiciones 61 a 68 (ver figura 15);
también se identificaron en el promotor de BC1 (MP) la presencia de tres iterones: dos en
sentido directo cuyas secuencias son GGGGGAAC y GGGGGGTAC, asi como un tercer
iteron en sentido invertido cuya secuencia es GTTCCCCC.

Con base en la orientacién y numero los iterones de VeMV, se asemejan a aquellos
presentes en los begomovirus que pertenecen al Clado del Virus del Abutilon (AbMV);
como también se han visualizado en lo virus: Virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV-
CO), Virus de la distorsion de la hoja de maracuya (PLDV-CO- KT899302) y Virus del
mosaico enano del frijol (BDMV-CO).



PYMV Ay B:

La region comun de PYMV-A y B, cuenta con los elementos tardios conservados (CLE),
en el componente gendmico A presento la secuencia TGGCCAC en la posicion 141 del
genoma viral.

En el promotor del gen BC1(MP) la presencia de cuatro iterones dos en sentido directo y
dos en sentido invertido proximos a la estructura de tallo y asa, en relacion con los
elementos tardios (CLESs), present6 un unico motivo TGGACCAC en sentido invertido rio

arriba del codon de inicio de la trascripcion de BV1 (NSP).

CohGMV-A:

En el componente gendmico de CohGMV-A se hallaron tres iterones en relacion con la
proteina asociada a la replicacion (Rep) presente en el componente A, uno en sentido
directo proximo al sitio de inicio de transcripcion de la proteina Rep y dos en sentido
opuesto en relacién a la estructura de tallo y asa, en cuanto a los CLEs se hallaron
presentes en el gen de la proteina de la capside (CP), un unico CLE cercano al inicio de
transcripcion de esta proteina (CP). (ver figura 15)
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4. Discusion

Evidencia de mecanismo de transcomplementacién entre
pseudorecombinantes de PYMV y begomovirus aislados de arvenses

presentes en cultivos de tomate.

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar la existencia de un fendmeno de
transcomplementacion a nivel de movimiento sistémico entre los diferentes
pseudorecombinantes geminivirales evaluados, esto comprobado por PCR mediante la
deteccién de cada componente A en hojas apicales nuevas, las cuales eran diferentes de
aquellas hojas en donde el pseudorecombinante geminiviral inicialmente habia sido
inoculados (ver figuras 8, 9 y 13). Evidencias en este sentido pudieron verse en varios
casos particulares: en el caso de los pseudorecombinantes que fueron inoculados con el
componente genémico A de RhGMCV y el componente genémicos B de PYMV-B o con el
componente genomico B de VeMV (ver figura 9) pudo comprobarse que hubo
trascomplementacion a nivel de movimiento entre estos pseudorecombinantes. Es decir,
los genes de movimiento presentes en PYMV-B y VeMV-B fueron capaces de movilizar el
componente genémico A de RhGMCV, desde el sitio donde fueron inoculados
mecanicamente (hojas bajeras) hasta las hojas jovenes nuevas proximas al meristemo
apical, donde este RhGMCV-A fue finalmente detectado por PCR. Este resultado esta

demostrando que TrAP el producto del gen AC2 presente en RhGMCV-A fue capaz de



transactivar heterélogamente la transcripcion de los genes de movimiento presentes en los

componentes genomicos B del begomovirus VeMV y PYMV.

En el caso de lo observado cuando CohGMV-A fue co-inoculado por biobalistica en plantas
de tomate junto con el componente B de PYMV o junto con el componente genémico B de
VeMV, se pudo comprobar que hubo trascomplementacién a nivel de movimiento entre
estos dos pseudorecombinantes. Es decir, el producto del gen AC2 (TrAP) de CohGMV-A
pudo reconocer los elementos regulatorios presentes en el promotor de los genes tardios
del componente B tanto de PYMV como VeMV (Ver figura 15). Algo semejante ocurrio
cuando el componente gendmico A de PYMYV fue co-inoculado por biobalistica en plantas
de tomate junto con el componente gendmico B de VeMV. En este caso también se pudo
poner en evidencia un proceso de transcomplementacion heterdloga a nivel de movimiento
entre estos dos componentes gendmicos pertenecientes a diferentes geminivirus.
Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion fueron obtenidos por
Hung yPetty (2001) quienes comprobaron que los genes tardios del virus BGMV pudieron
ser transactivados heterologamente por una fuente de TrAP perteneciente no al BGMV sino
al tomato golden mosaic virus (TGMV). Resultados similares obtuvo Gilbertson et al.,(1993)
en ensayos realizados en tabaco con pseudorecombinantes para los componentesA y B
del bean dwarf mosaic virus (BDMV) y tomato motle virus (ToMoV) quienes evidenciaron
también transcomplementacién a nivel de movimiento entre estos dos virus. Asi mismo
transcomplementacion heterologa a nivel de movimiento entre begomovirus; dos
begomovirus que afectan al aji y al tomate en México, el Pepper yellow huasteco virus
(PYHV) y el pepper golden mosaic virus (PepGMV) respectivamente, por Méndez-Lozano
et al., (2003).

Todos estos resultados, tomados en conjunto confirman una vez mas las observaciones de
Sunter et al., (1994, 2003) en el sentido de que la funcidon de transativacién de TrAP
principalmente sobre los genes de expresion tardia (CP y NSP) es intercambiable entre

geminivirus incluso asi estén estos lejanamente relacionados a nivel filogenético.

El fendmeno de transactivacién mediado por TrAP es un proceso finamente regulado en
los geminivirus que permite controlar la transcripcion de sus genes tardios una vez que la
transcripcion de los genes tempranos del ciclo infectivo viral ha culminado (Sunter y Bisaro,
1991; 1992). En general la trasactivacién geminiviral implica una proteina codificada por el

gen AC2 (TrAP) la cual, bajo condiciones especiales y en un tiempo bioldgico particular,
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dentro del ciclo infectivo, es producida y actua en “trans” sobre los promotores de los genes
tardios del virus, favoreciendo la transcripcién ultima de estos genes. Estos genes tardios
en el ciclo infectivo geminiviral bajo el control transcripcional de TrAP corresponden a los
productos proteicos relacionados con la proteina de la capside (CP), el gen de movimiento
a larga distancia (BV1, NSP) via floema, este ultimo exclusivamente codificado por el

componente B geminiviral (Sunter y Bisaro, 1997; 2003).

Esta propiedad de TrAP de actuar como una proteina transactivadora no especifica de
virus fue la que indujo a Arguello et al., (1994) a buscar elementos cis- regulatorios
conservados los cuales podrian estar presentes en los promotores de los genes tardios de
los begomovirus mediante estrategias bioinformaticas. Sus investigaciones condujeron a
la identificacion de los CLES (Conserved Late Elements) en estos promotores de estos
genes tardios, los cuales son elementos cis-regulatorios que poseen el consenso (5'-
GTGNCCN-3’) los cuales a su vez son el blanco de la accion en “trans” de la proteina
transactivadora TrAP (Ruiz-Medrano et. al., 1999). En el caso especifico de la expresion
del gen BV1 (NSP) que codifica para una proteina que media el movimiento de los
begomovirus en la planta a larga distancia, su expresion es regulada positivamente por
TrAP (Cantu-lIris et al., -.2019).

En la figura 15 se representan el resultado del anélisis bioinformatico realizado con el
objetivo de identificar los CLES presentes en los promotores de los genes de expresion
tardia viral presentes en el componente gendmico A y B begomoviral correspondientes a
los genes CP y NSP respectivamente. Este analisis se efectud a nivel de las secuencias
de RhGMCV, PYMV, CohGMV y VeMV reportadas en Gen Bank.

En el caso de la combinacion RhGMCV-A y VeMV-B, en la figura 15 se puede apreciar que
el promotor del gen CP de RhGMCV-A y el promotor del Gen NSP de VeMV, poseen CLEs
no solo idénticos en secuencia sino todos en el mismo sentido directo (GTGGCCCQC). Esta
disposicion y similitudes entre los CLEs presentes tanto en componente A de RhGMCV,
asi como en componente B de VeMV, le permito a TrAP de RhGMCYV transactivar no solo
sus propios CLEs sino ademas aquellos presentes en el componente B de VeMV, hecho
que a su vez permitié mover el componente A de RhGMCYV desde las hojas bajeras donde
se inoculo hasta las hojas apicales nuevas en donde se detecté por PCR varios dias

después de inoculado.



Como se observa en la figura 15, para el caso de la combinacién RhGMCV -A y PYMV-B
en el promotor de CP de RhGMCV-A hay dos CLEs en sentido directo mientras que en el
promotor del gen BC1 (MP) de PYMV hay un solo CLE en sentido invertido (TGGACCAC).
Si los comparamos con detalle vemos que este ultimo CLE en sentido invertido presente
en PYMV es complementario en secuencia a los otros dos CLEs presentes en el Promotor
de CP de RhGMCV-A. Esto permitiria explicar la transcomplementacion en movimiento que
se observo en este pseudorecombinante a través del hecho de que el producto del gen
AC2 (TrAP) de RhGMCV presente en el componente A no tuvo dificultades para
transactivar los CLEs de PYMV ya que eran similares en secuencia. Hecho que permitio a
la proteina de movimiento de PYMV mover el componente A de RhGMCYV desde las hojas
bajeras donde se inoculo hasta las hojas apicales nuevas en donde se detecté por PCR

varios dias después.

En el caso de la combinacién CohGMV- A y PYMV-B figura 15, el analisis bioinformatico
revela que tanto en el promotor del gen CP de CohGMV- A hay un CLE en sentido directo
mientras que en el promotor del gen BV1 (NSP) de PYMV-B hay otro CLE en sentido
invertido, siendo ambos elementos cis-regulatorios complementarios a nivel de secuencia
entre si (GTGGCCCA, TGGACCAC). Esto permitiria explicar la transcomplementacion en
movimiento que se observé entre CohGMV A y PYMV-B a través del hecho de que el
producto del gen AC2 (TrAP) de CohGMV A no tuvo dificultades para transactivar los CLEs
presentes en PYMV-B ya que a pesar de diferir en sus orientaciones eran complementarios

a nivel secuencia entre si.

Para el caso de la combinacién CohGMV-A y VeMV- B figura 15 el analisis bioinformatico
muestra que tanto en el promotor del gen CP de CohGMV-A como en el promotor del gen
BV1 (NSP) de VeMV- B se halla un CLE en cada promotor en sentido directo, ambos
elementos cis-regulatorios idénticos a nivel de secuencia (GTGGCCCA, GTGGCCCQ).
Este hecho explica como TrAP de CohGMV -A pudo sin problema reconocer los CLEs
presentes en el promotor de BV1 (NSP) de VeMV- B y transactivarlo permitiendo la

transcomplementacion a nivel de movimiento del componente A de CohGMV.

Asimismo, de la figura 15 se puede apreciar que en para la combinacion PYMV-A 'y VeMV-
B el analisis bioinformatico revela que tanto en el promotor del gen CP de PYMV hay un
CLE en sentido invertido mientras que en el promotor del gen BV1(NSP) de VeMV-B hay

otro CLE en sentido directo, siendo complementarios a nivel de secuencia (TGGACCAC,
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GTGGCCCQO). Esto permitiria explicar la transcomplementacion en movimiento que se
observé en este pseudorecombinante a través del hecho de que el producto del gen AC2
(TrAP) de PYMV-A presente en el componente A no tuvo dificultades para transactivar los
CLEs presentes en VeMV-B ya que a pesar de diferir en sus orientaciones eran

complementarios a nivel de su secuencia

En el caso de los resultados bioinformaticos del analisis de secuencia en busca de los
CLEs presentes en el componente A y B de los promotores tardios de PYMV (ver figura
15) se logré identificar la presencia de dos CLEs invertidos en secuencia: uno localizado
en el promotor de CP y el otro en el promotor de BV1(NSP). Las secuencias de estos CLEs
son idénticas entre si. Al pertenecer estos componentes gendmicos Ay B a PYMV era de
esperarse que su TrAP sin problemas pudiera cumplir sin problema su papel como

transactivador transcripcional, comprobado en este estudio a nivel de movimiento.

Es interesante resaltar que el fendmeno de transcomplementacion simétrica a nivel de
movimiento fue observada en todas y cada una de los pseudorecombinantes artificiales
evaluados en este estudio. Asi mismo los resultados de este estudio son similares a los
obtenidos por Hou et al., (1996) y Frischmutt et al., (1993) quienes comprobaron que el
begomovirus African cassava mosaic virus (ACMV) transcomplementaba a nivel de
movimiento a otros begomovirus tales como el virus TGMV asi como también al virus AbMV.
También son similares a los obtenidos por Kanaka et al., 2013 quienes demostraron la
transcomplementacion a nivel de movimiento entre dos geminivirus que limitan la
produccioén de tomate en la india: el tomato leaf curl virus New Delhi (ToOLCNDV) y el tomato

leaf curl Palampur virus (ToLCPaLV).

Contrastan nuestros resultados con los de Méndez-Lozano et al., (2003) quienes
estudiando los eventos de pseudorecombinacion que se pudiesen dar entre los diferentes
componentes gendémicos de PHV y virus PepGMV comprobaron que en PHV eraincapaz
de mover sistémicamente a PepGMV cuando estos eran inoculados por biobalistica en
tomate y tabaco. Los estudios de Zhou et al., (2011) con BDMV demostraronque las
proteinas MP (BC1) y NSP (BV1) forman complejos con cientos de proteinas del hospedero
permitiendo el movimiento de este virus no solo célula a célula sino a larga distancia,
empleando el floema para diseminarse por toda la planta. Basados en esta observacién no
seria descabellado hipotetizar que para los pseudorecombinantes evaluados en este

trabajo de investigacion las proteinas de sus respectivos componentes



B, con los cuéles se combinaron, pudieran interactuar con los mismos complejos proteicos
presentes en cada uno de los hosperos evaluados (tomate y tabaco) hecho que facilito la
transcomplementacion a nivel de movimiento observada en cada una de las combinaciones
aqui analizadas. Una pregunta que surge de estos resultados es si en condiciones
naturales estos pseudorecombinantes podrian generar virus viables en un hospedero
comun y ser capaces de generar una infeccion sistémica. Esta inquietud seria materia de

futuras investigaciones.

Evidencia de mecanismo de transreplicacién entre pseudorecombinantes de

PYMV y begomovirus aislados de arvenses presentes en cultivos de tomate

El establecimiento de pseudorecombinante viables entre dos begomovirus cuales quiera
requiere el cumplimiento de dos condiciones: 1) La interaccidn y reconocimiento por parte
de la proteina Rep (AC1) de una serie de elementos de secuencia repetidos de 6 a 10nt de
longitud (lterones) presentes en la regién comun (CR) asi como la transreplicacion del
componente genético B por parte del componente A begomoviral. La segunda condicion
es la posibilidad de que este virus pseudorecombinante logre moverse a corta y larga
distancia gracias a los genes de movimiento codificados en el componente B geminiviral.
(Kanakala et al., 2013). Diferentes investigaciones sobre infecciones mixtas entre
begomovirus se han podido evidenciar fenédmenos de transreplicacion. Estos procesos
transreplicativos entre geminivirus fueron asociados a elementos cis-regulatorios presentes
en la RC presente en la region intergénica begomoviral. Los estudios de Arguello et al.,
(1994) y posteriormente deZhou Hanley-Bowdoin (1997) permitieron identificar una serie
de elementos de secuencia llamados Iterones (AATTGGGGG) presentes en el promotor
del gen de la proteina asociada a la replicacion (Rep/ AC1). A partir de sus resultados se
puede afirmar que entre 3 a 6 copias de estos iterones se encuentran en la region
intergénica de todos los geminivirus y asumen una disposicion linaje especifica. Asimismo,
estos iterones tienen un papel en la replicacion geminiviral pues son reconocidos
especificamente por la proteina Rep (AC1), convirtiendo a los iterones en elementos cis-
regulatorios esenciales para la replicacion geminiviral (Handley- Bowdoin et al., 1999). La
replicacion del componente B geminiviral es facilitada por la proteina Rep codificada por el
DNA A, y este proceso es mediado a su vez por el reconocimiento de los iterones presentes

en la CR localizada en las regionesintergénicas
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tanto del componente gendmico B como del A begomoviral (Arguello-Astorga y Ruiz-
Medrano, 2001; Handley-Bowdoin et al., 1999). La habilidad con la cual la proteina Rep
codificada por el componente A reconoce y se asocia a estos iterones en el componente
B determina si es viable la pseudorecombinacién (es decir el intercambio entre
componentes genémicos A y B) entre begomovirus de diferentes especies (Harrison y
Robinson, 1999). Es decir, virus pseudorecombinantes formados por combinaciones de
componentes gendmicos A y B de diferentes begomovirus son infecciosos solo si las
secuencias de sus iterones presentes en sus regiones intergénicas son similares (Kanakala
et al., 2013). Recombinacion y Pseudorecombianciéon durante las infecciones mixtas de
begomovirus son los principales mecanismos que pueden conducir a la aparicion o
emergencia de nuevos virus; a este respecto solanaceas como el tomate se convierten en
el hospedero ideal debido a la gran cantidad de begomovirus que lo infectan y que en el

producen severas enfermedades (Vaca, Betacur y Loez 2012).

En la figura 15 (andlisis de elementos cis regulatorios de begomovirus en estudio) se
esquematiza el resultado del andlisis bioinformatico en busca de los iterones presentes en
la region comun (RC) tanto del promotor del gen de la proteina asociada a la replicacion
Rep (AC1) como aquellos presentes en la RC del promotor de proteina de movimiento MP
(BC1) del componente B de los begomovirus objeto de este estudio: PYMV, CohGMV,
VeMV y RhGMCV. Como se puede apreciar en la Fig 16 en PYMV A nivel de sus
componentes gendmicos A presentan 4 iterones similares no solo a nivel de secuencia sino
a nivel de su orientacion: dos iterones en sentido directo (ATTGGGGG/ AcTGGGGG)y otros
dos en sentido opuesto (CCCCCnAT); a nivel de su componente B esta disposicionse
conserva. Este hecho comprueba que estos dos componentes pertenecen a un mismo
geminivirus, en este caso PYMV, permitiendo gracias a la similitud entre sus iterones quese
verifique su efectiva transreplicacion y transcomplementacion entre sus dos componentes
cumpliendo los postulados para ello propuestos por Arguello et al., (1994). Este hecho se
corrobora por el hecho que las pantas de tomate inoculadas por biobalisticacon esta
combinacion PYMV-A y PYMV-B pudo evidenciarse la presencia de sintomas talescomo
abultamientos, deformaciones de las hojas a los 21 dpi. En el caso de las plantas
inoculadas con los pseudorecombinates CohGMV-A y PYMV-B presentaron sintomas
suaves tales como abultamientos a los 21 y 45 dpi. Este resultado podria explicarse por el
hecho de la similitud que presentan los iterones presentes en el componente A de CohGMV

con relaciodn a los presentes en la region intergénica del
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Componente B de PYMV (Ver fig 15). El componente gendmico A de CohGMV presenta 3
Iterones: dos en sentido directo (AATTGGAG) y otro en sentido invertido (CTCCANT); por
otra parte, en el componente gendémico B de PYMV hay 4 iterones: dos iterones en sentido
directo (ATTGGGGG/ AcTGGGGG) y otros dos en sentido opuesto (CCCCCnAT). La
disposicion y secuencia de los iterones presentes en tanto en el componente A de CohGMV
como B de PYMV son similares salvo que este ultimo componente presenta un iteron extra
en sentido opuesto no presente en CohGMV- A. Sin embargo, este hecho parece que no
fue Obice para que el replisoma de la planta previamente reclutado por la proteina Rep
geminiviral pudiera reconocer el promotor de los genes tempranos e iniciar el ciclo infectivo
viral este ultimo hecho es bastante factible si tenemos en cuenta lo publicado por Vaca-
Vaca et al., (2017) en donde se establecio que CohGMV y PYMV estan filogenéticamente
muy relacionados lo que hipotéticamente haria viable fendmenos de pseudorecombiancion
entre ellos. La evidencia de sintomas suaves observados en plantasde tomate inoculadas
con CohGMV -A'y PYMB-B puede ser debida a que pése a que hubotransreplicacién entre
en estos dos componentes puede ser que no se alcanzd una alta tasa de moléculas del
virus necesarias generar una infeccion sistémica eficiente que condujera a ver sintomas
mas acentuados, lo que a su vez podria indicar que hasta ahoraestos dos virus se estan
co-adaptando entre si y que en un futuro, dadas las condiciones biolégicas, podrian
emerger como una nueva enfermedad Geminiviral en Colombia que limite la produccion de

tomate en Valle del Cauca.

En otra combinacion del componente A de CohGMV, pero esta vez co-inoculado con el
componente B de VeMV pudo evidenciarse en las plantas inoculadas presencia de
sintomas fuertes tales como abultamientos deformaciones a los 21 dpi. El analisis
bioinformatico de estos componentes gendmicos muestra que el componente gendmico A
de CohGMV presenta 3 Iterones: dos en sentido directo (A ATTGGAG) y otro en sentido
invertido (CTCCANT); el componente genémico B de VeMV tiene también 3 iterones
similares en secuencia y orientacion con aquellos que presenta el componente A de
CohGMV. Estas similitudes a nivel de iterones permite explicar cdmo eventos de
transreplicacién y transcomplementacién a nivel de movimiento pudieron darse entre estos
dos begomovirus, eventos que a su contribuyeron a la expresion de sintomas, aunque en
este caso particular dichos sintomas con el tiempo fueron desapareciendo. Esta ausencia
de sintomas con el paso del tiempo de inoculaciéon puede ser asociada a la manifestacion

de un fenotipo de recuperacién (FR) en las plantas inoculadas con este begomovirus
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pseudorecombinante. Los fenotipos de recuperacion en plantas post inoculacion de virus
estan intimamente asociados al fenémeno del silenciamiento de genes (siRNA) inducido
por la formacién de moléculas pequenas de RNA de doble cadena (RNAds). En si es un
sofisticado mecanismo de defensa a través del cual las plantas activan rutas especificas
de degradaciéon de estos RNAds virales como mecanismo de defensa en contra de la
invasion de estos fitopatogenos (Baulcombe, 2007). Las respuestas de silenciamiento
pueden ser propagadas via floema por toda la planta hospedante, protegiéndola asi de
ataques posteriores por parte del mismo virus o de otros que tengan similitud a nivel de
secuencia con el virus silenciado previamente (Baulcombe, 2004; Rodriguez-Negrete et. al.,
2009). Los mecanismos de defensa basados en el silenciamiento de genes mediados por
RNA pueden operar a través de dos mecanismos: inhibicién de la transcripcion viral o
silenciamiento a nivel transcripcional (PTG) o a través de otra via que implica la
degradacién de los transcritos conocida como silenciamiento postranscripcional (PTGS)
(Voinnet, 2005). En el caso de los geminivirus estos pueden ser blanco del silenciamiento.
Producciéon de siRNA asi como PTGS han sido reportados tanto para geminivirus
monopartitas como para los begomovirus (Chellapann et al., 2004; Carrillo et al., 2007). Se
ha demostrado que hay una correlacién muy significativa entre el FR, produccion de siRNA
asi como el nivel de DNA viral y sus transcritos en plantas infectadas con geminivirus
(Rodriguez-Negrete et al., 2009), hecho que sugiere que el FR depende hasta cierto punto
de la interaccion especifica que se da entre cada geminivirus y su planta hospedera (Patil
et al., 2020). Esto se ha visto en begomovirus como el PepGMV (virus del mosaico del
chile) cuando infecta al aji; en este caso particular diversos estudios han demostrado que
los mecanismos de PTGS de la planta operan activamente en contra de los transcritos de
Rep, TrAP, REn y MP codificados por los genes begomovirales AC1, AC2, AC3 y BC1
respectivamente. Se cree que el silenciamiento eficiente de estos transcritos virales le
permite a la planta de aji, desplegar un mecanismo de defensa efectivo que impida la
propagacion de la enfermedad, asi como la manifestacion de sintomatologia viral alguna.
(Méndez-Lozano et al., 2001; 2003; Patil et al., 2020). Fuertes indicios apuntan a que la
severidad de la enfermedad begomoviral esta asociada a la expresiéon de los genes de
movimiento presentes en el componente gendmico B: tanto la proteina NSP(BV1) como la
proteina MP (BC1) son determinantes de patogenicidad y blancos a su vez de los
mecanismos PTGS de defensa del hospedero tal y como lo han demostrado los resultados

de estudios con modelos begomovirales tales como BDMV,
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BGMV y TGMYV (Gilbertson et al., .1993; Faria et al., 1994; Von Arnin y Stanley, 1992).

En este caso de la combinacion RhGMCV-A y PYMV-B (ver figura 15) el andlisis
bioinformaticao permitié identificar la presencia de 6 iterones en el componente A de
RhGMCYV: 5 de estos iterones (tres en sentido invertido y dos en sentido directo) se
encontraron hacia 5 de la estructura nonanucleotidica conservada (TAATATTAC).
Mientras que el restante iteron (en sentido directo) fue identificado justo rio abajo de esta
secuencia conservada en el promotor de la proteina CP (AV1). Por su parte en el
componente genoémico B de PYMV hay 4 iterones: dos de ellos iterones en sentido directo
(ATTGGGGG/ AcTGGGGQG) y otros dos en sentido opuesto (CCCCCnAT) y ubicados hacia
el 5’en relacion con la estructura nonanucleotidica conservada (TAATATTAC). Al comparar
los iterones presentes entre tanto en RhGMCV -A como PYMV-B se puede observar que
no son similares ni en disposicién, ni en secuencia ni en orientaciéon. No se observo
sintomatologia alguna ni en las plantas de tomate coinoculadas con RhGMCV-Ay PYMV-
B. En la fig 16 se esquematizan los iterones identificados para combinacion RhGMCV-A'y
VeMV-B; como en esta imagen puede observarse los iterones de RhGMCV-A vy los que
presenta VeMV- B distan mucho de parecerse entre si. Tomando como base las
observaciones de Arguello et al., (1994) se puede afirmar que los pseudorecombiantes
formados entre RhGMCV-A y PYMV-B asi como con VeMV-B no se transreplican
eficientemente entre si, dada su marcada diferencia en cuanto a la secuencia de sus

iterones como en su numero, orientacién y disposicion.

A este argumento puede afadirse otro no menos importante y es que RhGMCYV se agrupa
en el mismo clado filogenético que forma el SLCV (Arguello 1994) el cual se caracteriza a
Su vez unico y por estar alejado de la gran mayoria de los begomovirus del hemisferio
occidental. En la practica esto significa que RhGMCV solo podria transreplicarse y generar
infecciones viables con otros begomovirus siempre y cuando estos pertenezcan a su
mismo clado o sea al grupo del SLCV. Aunado a este hecho esta el antecedente de que,
aunque PYMV y VeMV pertenecen al clado del abutilon y estos a su vez no se agrupan con
ninguno de los begomovirus que pertenecen al clado del SLCV (Jara, Lopez y Vaca 2016).
Tal vez estos argumentos permitan explicar por qué en ninguna de las plantas de tomate o
tabaco co-inoculadas con RhGMCV-A y PYMV-B / VeMV- B pudo evidenciarse

sintomatologia alguna. Es decir, no formaron pseudorecombinantes viables ni a nivel
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replicativo ni a nivel de sintomas. Es pertinente tener en cuenta que los sintomas causados
por una infeccidn viral podrian ser en gran parte debidos a los efectos inhibitorios sobre los
miRNA de los hospederos por parte de los supresores virales del silenciamiento. Es decir,
la mayoria de los virus vegetales codifican proteinas que actuan como supresores de los
mecanismos de silenciamiento antivirales de sus hospederos vegetales y muchos de estos
supresores virales afectan directa o indirectamente los miRNAs vegetales; muchos de los
miRNAs descritos a la fecha en plantas estan involucrados en el desarrollo de las mismas
(Dunoyer et al., 2004). Estas afirmaciones encuentran asidero en los resultados de los
experimentos de Voinnet (2005) quien sobre expreso algunos de los supresores de
silenciamiento virales (algunos de los cuéles interferian o actuaban sobre los miRNAs
vegetales) en plantas transgénicas, las cuales conforme se fueron desarrollando
comenzaron a expresar fenotipos similares a los sintomas causados por enfermedades
virales. A la fecha se han reportado en begomovirus diversos genes cuyos productos
actuan como supresores del silenciamiento viral de sus hospederos (Bisaro, 2006). Los
genes begomovirales y sus productos tales como AC1 (REp), AC2 (TrAP) y AC4 han
demostrado actuar como factores de patogenicidad al comportase como supresores
activos de los mecanismos de defensa de sus hospederos mediados por RNA a nivel de
iniciacién, mantenimiento, asi como a nivel de la diseminacion sistémica en la planta de
sus sefiales (Ramesh et al.,, 2017). Es asi que se han reportado sinergismos entre
geminivirus a este nivel: es decir plantas que se encuentran infectadas por dos o mas
geminivirus pueden presentar sintomatologias mas severas debido a la accion cooperativa
que puede darse entre sus supresores del silenciamiento, como ampliamente se ha
documentado ocurre entre variantes del African Cassava mosaic virus (ACMV) junto con
variantes del Sri-Lanka Cassava mosaic Virus (SLCMV) (Bisaro, 2006; Ramesh et al.,
2017). Tomando estos antecedentes en consideracion seria posible postular que para el
caso de los pseudorecombianantes en este estudio que fueron inoculados en planta y no
fue posible evidenciar en esta ultima el desarrollo de sintomas, esto sea debido en parte a
gue los mecanismos de contrasilenciamiento virales no se expresaron eficientemente para
contrarrestar las medidas de defensa vegetales basadas en PTGS, hecho que culmino con

el no desarrollo de sintomas visibles en las plantas inoculas con los estos begomovirus.
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¢Por qué no se evidenciaron sintomas en plantas de tabaco?

Después de haber realizado la extraccién de DNA de las plantas de tabaco y realizar la
deteccion de los virus por PCR se evidencié que en ninguna de las plantas de tabaco var.
xanthi hubo sintomas en ninguna de las combinaciones de pseudorecombinates
inoculados por biobalistica. Exceptuando la combinacién de RhGMV-A y VeMV-B, y esto

pude explicarse desde varios puntos de vista:

1) Begomovirus con tropismos de tejido diferentes: una caracteristica de todos los
geminivirus es que poseen un tropismo de tejido. Esta cualidad puede definirse como
el potencial que tiene un geminivirus de infectar ciertas células o tejidos vegetales
gracias a la presencia de receptores especificos a productos del virus presente en las
plantas. Por ejemplo, el virus del mosaico dorado de tomate (TGMV) preferentemente
se encuentra en células del mesofilo mientras que el BGMV tiene tropismo por el tejido
vascular (More et al., 2019; Quin y Petty, 2001). Morra y Petty (2000) estudiaron el
tropismo de tejido de dos geminivirus el TGMV y el BGMV en tabaco (Nicotiana
benthamiana). A través de sus experimentos se pudo comprobar que BGMV fue incapaz
de infectar Nicotiana benthamiana mientras que TGMV por su parte si lo logro hecho
que quedd evidenciado por la presencia de sintomas en las plantas de tabaco
inoculadas con este begomovirus. Sin embargo, cuando TGMV y BGMV fueron
coinoculados de manera simultdnea en plantas de Nicotiana benthamiana pudo
evidenciarse infeccion sistémica en las plantas de tabaco y la limitacion a células del
floema de BGMV (su tropismo de tejido) fue violada gracias a factores en “frans”

facilitados por TGMV. Es decir, TGMV indujo factores virales o del propio hospedero

que le permitieron a BGMV escapar del tejido vascular hacia células del mesofilo
adyacentes e iniciar una infeccién sistémica en tabaco. Entre los factores virales que
permitieron este escape Morra y Petty (2000) comprobaron que el producto de BV1

(NSP) de TGMV jugo un papel primordial para la invasiéon de BGMV desde el tejido

vascular hacia las células del mesofilo adyacente a este y a partir de este ultimo

diseminarse por toda la planta de tabaco. A la fecha en que se presentan los resultados
de la presente investigacion no se conoce plenamente los tropismos de tejido que
presentan PYMV, CohGMV o RhGMV, esto debido a que son begomovirus
recientemente reportados y todo de ellos aun esta por descubrirse. Fundamentados en

este hecho no podriamos descartar que entre si cada uno de estos begomovirus tengan
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2)

tropismos diferentes, hecho que pudo ser uno de los causantes de la ausencia de

sintomas en tabaco observados en este estudio.

Limitaciones en tabaco para que AC2 (TrAP) transactive los genes de movimiento y se
produzca asi una infeccion sistémica: la viabilidad de dos cualesquiera
pseudorecombinantes geminivirales directamente implica que cualquiera de los
factores trans-activadores (trans-acting) comprometidos tanto en la replicacion como
en el movimiento son intercambiables o pueden actuar cooperativamente entre los dos
virus asociados en la pseudorecombinacion. Los resultados de Hill et al., (1998) ilustran
muy bien este principio. Estos investigadores efectuaron experimentos de
psedorecombinacion entre dos begomovirus: el Squash leaf curl virus (SqLCV) y el
Cabbage leaf curl virus (CLCV). Ellos observaron en protoplastos que al coinocular el
componente genomico A de CLCV junto con el componente B de SqCLV estos se
replicaban y causaban infeccién en Nicotiana benthamiana, un hospero comun a
ambos. Sin embargo, si este mismo experimento se llevaba a cabo en Arabidopsis
thaliana (un hospedero comun de CLCV) ni replicacion ni infeccion sistémica se
evidenciaba. Estas observaciones indican que diferentes geminivirus con diferentes
rangos de hospederos pueden tener origenes de replicacién similares que permitan que
eventos de transreplicacion sucedan estos hechos no son suficientes para que una
enfermedad sistémica se establezca en el hospedero y esta ultima sea evidente por
medio de sintomas. Es decir, TrAP (AC2) de CLVC en su papel de proteina
transactivadora de los genes de movimiento (BV1) de SqCLV tuvo una actividad sub-
Optima no tanto debida a las propias caracteristicas de los virus sino a las propias
condiciones bioldgicas e intrinsecas impuestas por Arabidopsis thaliana. Es decir, son
los propios factores del hospedero los que restringen si la enfermedad begomoviral por
pseudorecombinantes se verifica 0 no. Para el caso de los pseudorecombinantes
evaluados en el presente estudio una situacién similar puede haber sucedido. Es decir,
en tabaco xanthi pueden no darse las condiciones Optimas que permitan la actividad
transactivadora de TrAP sobre los genes de movimiento. Esto indicaria que para el caso
de los pseudorecombiantes evaluados en tabaco la transcomplementacion a nivelde
movimiento es hospedero especifico, ya que solo pudo evidenciarse en tomate, un
hospedero al cual cada uno de los begomovirus evaluados parece bien adaptado.

Como ejemplo de este caso tenemos a BGMV el cual esta perfectamente adaptado a
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frijol, pero muy pobremente adaptado a Nicotiana benthamiana (Petty et al., 1995)

En la combinacion RhGMV- A y VeMV -B, se puede pensar que no es necesario de un
componente B para movilizar el componente A de RhGMV- A, ya que en las plantas que se
inoculo solo el componente A hubo movimiento a las hojas apicales, esto probablementese
pueda explicar ya que los iterones presentes en RhGMV se encuentran emparentados con
el Clado del Virus del encrespamiento de la hoja del squash SqLCV que tiene arreglo de
iterones del viejo mundo mas uno adicional a la regién palindromica (Arguello-Astorga et
al., ., 1994) . Teniendo en cuenta que los geminivirus del viejo mundo son monopartitas y
tienen en su componente A la proteina de movimiento V2 podria relacionarse con lo ocurrido

en dicha combinacién ya que fue la Unica en donde se evidencio movimiento.



5. Conclusiones

Este es el primer trabajo donde se evalué la posibilidad de transcomplementacion
heterdloga entre el genoma del virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV) y otros
componentes gendémicos pertenecientes a begomovirus aislados de arvenses (virus
del mosaico dorado de Croton- CohGMV, virus del mosaico dorado de Rhynchosia de
Colombia- RhGMCV, y virus moteado de Verbena- VeMV) que acompaian los

cultivos de esta solanacea en Valle del Cauca.

Los ensayos en plantas de tomate evidenciaron que el componente gendmico B de
PYMV transcomplemento a nivel de movimiento a los componentes gendmicos A
pertenecientes a CohGMV y a RhGMCV. Mientras que el componente genémico A de
PYMV transcomplemento a nivel a movimiento al componente B de VeMV. El analisis
bioinformatico de los promotores de los genes AR1y BR1 presentes en el componente
Ay B, respectivamente, permitio identificar la presencia de elementos conservados
tardios (CLEs) similares entre los begomovirus evaluados, explicando los resultados

experimentales obtenidos.

Se encontro evidencia de fendmenos de transreplicacion en plantas de tomatecuando
estas fueron co-bombardeadas con mezclas de los componentes genomicos
pertenecientes a: PYMV-A + VeMV-B; CohGMV-A + PYMV-B y RhnGMCV-A + PYMV-
B. Estos eventos se explican por la similitud entre los iterones presentes entre
loscomponentes A y B de PYMV, CohGMV, RhGMCV yVeMV, los cuales fueron

plenamente identificados mediante analisis bioinformaticos.

De los ensayos realizados en plantas de tabaco xanthi nc, unicamente aquellas co-
bombardeadas con la combinacion RhGMCV-A + VeMV-B mostraron evidencia que

podria indicar eventos de transcomplementacion y transreplicacion. Este resultado
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indicaria que para la combinacion RhGMCV-A + VeMV-B a futuro podria bien
adaptarse y ser con el discurrir evolutivo un nuevo pseudorecombinante viable posible

de estudiar tomando esta variedad de tabaco como modelo.

Estos resultados podrian indicar que a futuro podrian emerger nuevos
pseudorecombinantes begomovirales a partir de la combinacion de los componentes
genomicos de PYMV, CohGMV, RhGMCV y VeMV, con probabilidad de mayor

capacidad infectiva para el cultivo de tomate en Colombia
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