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Resumen

Delimitacion experimental del dominio de union especifica a DNA de la
proteina de replicacion de los geminivirus

Los geminivirus se replican por un mecanismo de circulo rodante utilizando las
proteinas del huésped. La Unica proteina viral esencial para este mecanismo de
replicacion es la proteina relacionada a la replicacion, denominada Rep. La
proteina Rep reconoce de manera especifica secuencias cortas repetidas
(iterones) presentes en el origen de replicacion y después da inicio a la replicacion
por circulo rodante al introducir un corte endonucleolitico en la secuencia
TAATATTAC, universalmente presente en los geminivirus. Estudios realizados
mediante comparacién de secuencias de las proteinas Rep de mas de 240
especies de geminivirus, y mediante el andlisis estructural de la proteina Rep de
un begomovirus, Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) han permitido delimitar un
dominio que parece estar implicado en el reconocimiento especifico de los
iterones. Este segmento proteico denominado Dominio Relacionado al iteron (IRD)
comprende los primeros 11-12 amino&cidos de la proteina Rep y se ha propuesto
como el principal determinante de especificidad de la replicacién geminiviral. En el
presente trabajo el IRD del Virus de Moteado de Tomate (ToMoV) se reemplazo
con el IRD de otras especies de geminivirus, generando asi proteinas Rep
quiméricas. Mediante ensayos de replicacién transitoria en protoplastos de tabaco,
y en experimentos de infectividad in planta se pudo demostrar que las proteinas
quiméricas poseen la capacidad de reconocer el origen de replicacion de los virus
donadores del IRD de Rep, produciendo infecciones sistémicas cuando los DNA-
As genéticamente modificados se combinaron con los componentes genémicos B
de las especies de las que se derivd el IRD. Estos resultados confirman
experimentalmente que éste pequefio dominio de Rep es la region que determina
principalmente la unién especifica de la proteina viral a su origen de replicaciéon
cognado. Sin embargo, en experimentos de infectividad en plantas de Nicotiana
benthamiana en los que los componentes gendmicos A derivados de ToMoV se
combinaron con el componente B de ese mismo begomovirus, se observo que las
proteinas Rep quiméricas no perdieron del todo la capacidad de reconocer el
origen de replicacion de ToMoV, sugiriendo de ese modo la participaciéon de otra
region de la proteina Rep en el reconocimiento de los iterones, o alternativamente,
que el origen de replicacion de ToMoV es reconocido de modo relajado por las
proteinas Rep quiméricas cuando éstas alcanzan una concentracién elevada en
las células vegetales.
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ABSTRACT
Experimental evaluation of the DNA specific-union domain in the replication
associated protein of geminivirus

Geminiviruses replicate by a rolling circle replication using host proteins. The only
viral protein essential for this mechanism is the protein associated to replication
(Rep). Rep recognizes iterative sequences in a specific form located in the origin of
replication and gives way to the beginning of rolling circle replication. Using a
theoretical approach and based on structural analysis, a domain has been
localized in Rep that could be involved in the specificity of iteron recognition. The
domain (iteron-related domain) is located in the first 12 amino acids and is
presumed to be the major specificity determinant. In this work, the IRD of Tomato
Mottle Virus (ToMoV) has been replaced with the IRD of heterologous geminivirus
resulting in chimaeric Rep proteins able to recognize the heterologous origin of
replication. This result demonstrates that the IRD is the major region involved in
specific iteron recognition during geminivirus replication. However, despite the
quimeric proteins recognize heterologous origin of replication they maintain a
weakly recognition of ToMoV's replication origin. This observation suggests that
there is another region in Rep protein that participates in the recognition of
Replication origin or that the ToMoV, s replication Origin is binding without high
specificity.
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l.- INTRODUCCION
I.1.- Generalidades

Los geminivirus son patdgenos de plantas superiores que poseen un genoma de
DNA de cadena sencilla que replican mediante un mecanismo de circulo rodante.
La familia Geminiviridae debe su nombre a la morfologia geminada de su céapside
(Mumford, 1974; Zhang. et al., 2001; Bottcher, et al., 2004.), la cual es Unica entre
el gran nimero de virus existentes. Los geminivirus han emergido como uno de los
principales grupos virales que afectan la produccion agricola alrededor del mundo.
Los cultivos de tomate, chile, calabaza, frijol, maiz, betabel, yuca (cassava), entre
otros, son afectados por miembros de alguno de los cuatro géneros de esta familia
viral (Akhter et al., 2009; Patil y Fauquet, 2009; Legg y Thresh, 2000; Salati, et al.,
2002). Durante una infeccién las moléculas de DNA geminiviral interactdan con
proteinas de la planta y las codificadas por el propio virus para replicarse en el
nacleo de la célula y moverse luego a través del floema (Lazarowitz et al., 1989,
Fontes et al., 1994; Lewiz y Lazarowitz, 2009; Briddon y Markham, 2001). En el
nucleo de las células vegetales el DNA viral de cadena sencilla y sentido positivo
interactia con los factores de replicaciéon del huésped (DNA polimerasas,
primasas, helicasas, etc) y con ello permite la replicacion de la cadena negativa al
parecer de igual forma en la que se replica la cadena retrasada del DNA
cromosomico (Saunders et al., 1992). Una vez que se ha sintetizado la cadena
negativa, el DNA de doble cadena se replica por un mecanismo de circulo rodante
para multiplicar la cadena positiva; este proceso lo realiza con la participacion de
la proteina viral asociada a la replicacion, denominada AC1, C1 o Rep. Aunque
estas caracteristicas, de manera general, son compartidas por los cuatro géneros
de la familia, la organizacién de los genes, las interacciones de cada tipo viral con
su huésped, su distribucidon geografica asi como el insecto vector que lo dispersa
es particular para cada género. EI mecanismo de replicacion por circulo rodante
(RCR) es un mecanismo primitivo de replicacion usado por plasmidos de bacterias
y arqueas (llyina y Koonin, 1992) y por otras familias virales como los nanovirus en
plantas (Vega-Rocha et al., 2007 b) y los circovirus en aves y mamiferos (Vega-
Rocha et al., 2007 a). La funcién de la proteina Rep es interactuar y unirse al
origen de replicacion viral para producir un corte endonucleolitico en la secuencia
conservada TAATATTAC entre la séptima y la octava base generando un extremo
3-OH libre el cual usan las polimerasas de la planta como “primer” o cebador para
sintetizar de novo una cadena positiva de DNA viral (Fontes et al., 1994; Laufs et
al., 1995). El mecanismo RCR ha sido el mas estudiado en geminivirus, sin
embargo un proceso de replicacién por recombinacion se ha propuesto como otra
forma en la que los virus pueden generar nuevas moléculas de DNA (Jeske, et al.,
2001). Estos dos mecanismos de replicacion, y la interaccién especifica de la



proteina Rep con el origen de replicacion, que es primordial en el proceso
replicativo por CR, serdn abordados de manera detallada en esta introduccion
para fundamentar el desarrollo de los experimentos que se realizaron en el
presente trabajo de investigacidn, orientados a delimitar la regiébn minima de la
proteina Rep que es capaz de reconocer de manera especifica el origen de
replicacion de una especie viral determinada.

|.2.- Taxonomia de la familia Geminiviridae

En la familia Geminiviridae se distinguen 4 géneros: Begomovirus, Mastrevirus,
Curtovirus, y Topocuvirus. Estos subgrupos comparten caracteristicas como la
capside geminada, el mecanismo de replicacién y una secuencia conservada de 9
nucledtidos “TAATATTAC” que se encuentra en el “asa” de un elemento con el
potencial de formar una estructura de “horquilla” (tallo-asa). Sin embargo cada
género presenta caracteristicas particulares como los hospederos que infecta, el
insecto vector que los transmite, y la organizacion de su genoma (Figura 1). Las
caracteristicas propias de cada género son expuestas en los siguientes apartados.

[.2.1-Begomovirus

Los begomovirus constituyen el grupo mas diverso de la familia Geminiviridae, con
con mas de 200 especies descritas (Fauquet et al., 2008; Briddon et al., 2010),
que infectan plantas dicotiledéneas y son transmitidos exclusivamente por la
mosquita blanca (Bemisia tabaci), un homoptero perteneciente a la familia
Aleyrodidae. Segun el numero de moléculas de DNA que constituyen su genoma,
existen dos tipos de begomovirus; los monopartitas y los bipartitas (Figura 1). Los
begomovirus monopartitas poseen un genoma compuesto por una sola molécula
de DNA. El componente Unico de los virus monopartitas contiene 6 genes, 4 que
se transcriben en el sentido complementario y codifican las proteinas C1, C2, C3y
C4, y dos genes que se transcriben en el sentido del virion y codifican las
proteinas V1 (CP) y V2 (Hanley-Bowdoin et al., 1999). La proteina C1 (Rep) es el
iniciador de la replicacion del DNA viral por un mecanismo de CR; C2 (TrAP) es un
activador de la transcripcibn de genes tardios; C3 (REn) es una proteina
potenciadora de la replicacibn, y C4 es un supresor de la respuesta de
silenciamiento de la planta, funcibn que también realiza C2. Las proteinas
codificadas por los genes en el sentido del virion V1 (CP) y V2 son responsables
del movimiento local y sistémico del virus. El virus Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) es un virus perteneciente al grupo de los begomovirus monopartitas en el
gue se han estudiado la mayoria de las propiedades de cada una de las proteinas
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mencionadas. Los virus monopartitas han evolucionado en el Viejo Mundo,
aunque en afos recientes algunos de estos han sido introducidos en el continente
americano (Lefeuvre et al., 2010). Una caracteristica comun pero no universal de
los virus monopartitas es su asociacion con moléculas satélites, denominadas
satélites alfa o beta, con las cuales se favorece su capacidad de infeccion (Dry et
al,. 1997; Saunders et al., 2000). Los begomovirus bipartitas, por otro lado, poseen
un genoma compuesto por dos moléculas de DNA denominados componentes
genomicos A y B, o simplemente “DNA-A” y “DNA-B”. Estos componentes son
encapsulados de manera individual por la proteina de la capside, pero la infeccion
de una planta con un virus bipartita requiere de la presencia de ambos
componentes virales en las células del huésped (Liu et al., 1997). Los
componentes A y B codifican para genes involucrados en diferentes procesos de
la infeccidn. EI DNA-A incluye al gen V1 (CP) en la cadena en el sentido del virion,
y a los genes Rep, TrAP, REn y AC4 en la cadena complementaria. La proteina
Rep, que se describe en detalle mas adelante, es la encargada de la replicacion
de ambos componentes gendmicos, lo cual es posible porque comparten un
segmento de DNA no-codificante denominada “region comun”, en la cual se
encuentran los elementos necesarios para la replicacion viral (Revington et al.,
1989). La proteina TrAP es una proteina multifuncional que transactiva a los genes
tardios CP y BV1, y esta involucrada ademas en la supresion del silenciamiento
mediado por RNAs pequefios (Rodriguez-Negrete et al., 2007; Bisaro, 2006). La
proteina REn por su parte potencia la replicacion de los genomas virales
interactuando con la proteina Rep (Settlage et al., 2005). La proteina AC4 ha sido
estudiada experimentalmente en algunos virus bipartitas del Viejo Mundo y se le
ha encontrado una participacion en la supresion del silenciamiento (Vanitharani et
al., 2004). En el DNA-B, por otra parte, solo se codifican 2 proteinas: una
denominada BV1 o NSP (Nuclear-shuttle protein) que posee sefales de
localizacion nuclear y es responsable del movimiento del DNA viral del nacleo al
citoplasma, y la segunda denominada BC1, la cual est4d implicada en el
movimiento sistémico de las moléculas virales (Sanderfoot et al, 1996; Florentino
et al., 2006; Zhou et al., 2011).

|.2.2- Curtovirus.

El género curtovirus se caracteriza por presentar una sola molécula de DNA con
un tamafo aproximado de 3000 nt en la cual se codifican 7 proteinas. En la
cadena del virion se codifica a la proteina de movimiento V3, la proteina V2
reguladora de la proporcion de cadena sencilla y doble del DNA viral, y la proteina
de la capside V1 (Hormuzdi y Bisaro, 1993). En la cadena complementaria se
codifican a las proteinas C1, C2, C3 y C4 (Hormuzdi y Bisaro, 1995). Las
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funciones de estas proteinas son un tanto parecidas a las funciones de las
proteinas homologas en los begomovirus. C1 es la proteina encargada de la
replicacion; C2 es una proteina supresora del silenciamiento que, en comparacion
con TrAP, no tiene actividad de transactivador, C3 es potenciadora de la
replicacion y C4 es una proteina determinante de patogenicidad (Stanley y
Latham, 1992) y parece estar involucrada en el movimiento de las moléculas
virales del nucleo al citoplasma (Teng et al., 2010). El virus mas estudiado en este
género es el virus del enchinamiento de la punta del betabel (BCTV, beet curly top
virus). Los curtovirus son transmitidos por el insecto Circulifer tenellus de la familia
Cicadellidae (chicharritas) e infectan plantas dicotiledoneas. Este género se
encuentra distribuido en los Estados Unidos y norte de México y recientemente se
han encontrado especies que divergen de los curtovirus americanos en Iran (Yazdi
et al., 2008).

|.2.3- Mastrevirus.

Los Mastrevirus son transmitidos por insectos de la familia Cicadellidae, infectan
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas y poseen una Unica molécula de DNA
de aproximadamente 2600nt. En esta molécula se encuentran codificados los
genes Rep Ay Rep en la cadena complementaria y los genes MP (V1) y CP (V2)
en la cadena del virion. La molécula presenta dos regiones intergénica
denominadas region intergénica corta (SIR) y region intergénica larga (LIR). En la
region intergénica corta se inicia la replicaciéon de la cadena negativa la cual es
iniciada por una molécula pequefia de RNA (primer) que es también contenida en
la capside que contiene el genoma viral (Donson et al., 1984 ; Hayes et al., 1988).
En la regidn intergénica larga se encuentran dos promotores en direccién opuesta
qgue dirigen la expresion de los genes tanto en el sentido del virion como en el
sentido complementario. En esta regién se encuentran las secuencias necesarias
para la replicaciéon de la cadena positiva por el mecanismo de RCR. Los
mastrevirus se encuentran distribuidos en varios continentes del Viejo Mundo
(Africa, Europa, Australia) y causan severos dafios a cultivos de maiz y trigo
(Shepherd et al., 2007; Van der Walt et al., 2008). La especie mejor estudiada de
este género es el virus del estriado del maiz (MSV; Maiz Streak Virus).

[.2.5- Topocuvirus.

En el género Topocuvirus solo se clasifica actualmente a una especie denominada
virus del pseudo-enchinamiento de la punta del tomate (TPCTV; Tomato pseudo-
curly top virus). Este virus presenta 4 genes en la cadena complementaria y 2 en
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el sentido del virion. En la cadena complementaria se codifican los genes C1, C2,
C3 y C4. En la cadena del virion se codifican las proteinas V1 y V2. Este virus
infecta plantas dicotiledoneas y es transmitido por el insecto Micrutallis malleifera
de la familia Membracidae (Mcdaniel y Tsai, 1990). El andlisis de la secuencia de
este virus indica que surgié como una recombinacién entre un begomovirus y un
curtovirus (Briddon et al.,, 1996). Es interesante en este virus conocer Su
interaccion con el vector que lo transmite ya que es el tnico conocido dentro de la
familia Geminiviridae que se transmite por homoépteros comunmente llamado
“periquitos” (“treehoppers”). Como puede notarse poco son los estudios que se
han realizado en este virus, sin embargo los procesos generales de replicacion y
transcripcion se asume que son semejantes a los virus ampliamente estudiados en
los curtovirus y begomovirus.
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'C4 v\

cp
~ intron Vi1
4 v Rep (C1)
\ \_C2
- REn (C3)
Mastrevirus Curtovirus
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AC4 cp
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DNA-A
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\JrAP (AC2) \JrAP (C2)
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Figura 1. Organizacion gendémica de los géneros de la familia Geminiviridae.
Los marcos de lectura abierta de cada gen son indicados en flechas. El nombre
de la proteina codificada por cada gen se indica al lado de cada marco de lectura,
en cada caso fuera del paréntesis se indica el nombre comidn y dentro de
paréntesis el nombre oficial de los genes. En los recuadros en negro se sefala la
region del origen de replicacion de la cadena positiva que incluye también el
elemento tallo-asa.



[.3.- Replicacion de los geminivirus
[.3.1.- Sintesis de la cadena negativa

Durante el ciclo infectivo de los geminivirus, unas vez que el virion ha sido
introducido por la mosquita blanca al floema, el DNA de cadena sencilla contenido
en el mismo, llega al ndcleo de las células mediante un mecanismo no bien
entendido aun, en donde sirve como molde para generar el DNA intermediario de
doble cadena. Una de las hipétesis propuestas para la llegada del DNA al nacleo
es que la proteina de la capside se desensambla en el citoplasma y forma un
complejo con la molécula de DNA para transportarla al nucleo. Esto se ha
sugerido ya que la proteina CP de los geminivirus contiene secuencias sefial para
la entrada y salida del nucleo (Sharma y Ikegami, 2009). Las moléculas de DNA
de cadena sencilla que han alcanzado el nucleo sirven como templado para
generar el DNA intermediario de doble cadena. La sintesis de esta segunda
cadena (cadena complementaria o cadena negativa) es llevada a cabo por la
maquinaria de la planta y requiere de las proteinas propias para la sintesis de la
cadena retardada de la replicacion del DNA celular (Figura 3). Esta sintesis es
iniciada usando como cebador para la replicaciéon secuencias cortas de RNA, a
semejanza de lo que ocurre con los fragmentos de Okasaki (Saunders et al.,
1992). En el caso de los mastrevirus el “primer” para la sintesis de la cadena
negativa es también encapsidado en las particulas virales (Donson et al. 1984;
Hayes et al., 1988) y esta caracteristica los hace diferente en este aspecto a los
otros géneros de geminivirus que no llevan el cebador en las particulas
encapsidadas sino que es sintetizado una vez que esta en el nucleo de la célula
infectada. La molécula de DNA de doble cadena generada es entonces unida por
histonas y empaquetada en un minicromosoma con la caracteristica de tener libre
de nucleosomas la region del origen de replicacion viral (Pilartz y Jeske 2003). En
esta regién del minicromosoma es donde se regulan los procesos de transcripcion
y replicacion de la cadena positiva del virus.

I.3.2- Sintesis de la cadena positiva

Una vez que el DNA viral ha alcanzado el nlcleo y se ha sintetizado la cadena
negativa, la molécula circular de doble cadena empacada en forma de
minicromosoma es ahora transcripcionalmente activa, con la capacidad de
expresar y regular cada uno de los genes codificados. En los begomovirus
bipartitas los mecanismos de regulaciéon de la transcripcion de cada gen es
regulada de manera temporal como lo han mostrado estudios en virus especificos
(Shimada-Beltran y Rivera-Bustamante, 2007; Hung y Petty 2001). Esta regulacién



se da en atencion a las necesidades especificas del ciclo viral y de infeccion. En
esta expresion temporal la primera proteina en expresarse es la proteina de
replicacion. La explicacion detallada de la expresion de cada gen se deja para otro
apartado para adentrarnos aqui en el proceso de replicacion de la cadena positiva
del DNA viral, que es el que genera nuevas moléculas de DNA circular de cadena
sencilla.

Para la replicacion de los geminivirus en un inicio se considero solamente el
mecanismo de RCR (Saunders et al., 1991; Lazarowitz, et al. 1992; Hanley-
Bowdoing, et al. 1999) en donde la proteina Rep es la proteina principal
encargada de este mecanismo. Sin embargo el analisis mas detallado del DNA en
sus diferentes formas replicativas (Jeske et al., 2001; Preiss y Jeske, 2002),
muestra moléculas de DNA que no parecen encajar en los productos esperados
para el mecanismo de circulo rodante. De estas observaciones se ha propuesto un
mecanismo alternativo para la replicacion de los geminivirus; el mecanismo de
replicacion-dependiente de recombinacion (RDR). En los dos subtemas siguientes
se explican estas dos formas de replicacion usadas por los geminivirus.

[.3.2.1.- Mecanismo de replicacion dependiente de recombinacién

La replicacion por RCR genera monomeros de las moléculas de DNA viral, sin
embargo el analisis de extractos de DNA de platas infectadas con geminivirus ha
mostrado que se generan moléculas virales con un tamafio mayor al peso del
mondmero. La generacion de multimeros de las moléculas de DNA viral se ha
atribuido a la replicacion dependiente de la recombinacién (Erdmann et al., 2010;
Preiss y Jeske, 2003; Jeske et al., 2001). En la figura 2 se presentan las posibles
formas de DNA generadas por RDR. El paso béasico de la recombinaciéon
dependiente de la recombinacion es la invasidon de una molécula de cadena
positiva sencilla (completa o un fragmento de esta), en una molécula de doble
cadena lineal o circular cerrada. Una vez que ha invadido al DNA doble cadena la
molécula “intrusa” utiliza a la cadena negativa de este ultimo como templado para
elongarse (Figura 3). La recombinacion de estas moléculas se cree que es
mediada por proteinas de recombinacion propias de la planta puesto que los
geminivirus no codifican proteinas de recombinacion (Jeske et al., 2001). La
figura 3 muestra el principio de esta replicacion. Es importante resaltar que este
mecanismo es solo complementario al mecanismo de RCR, ya que éste ultimo es
el Unico que tiene la capacidad de generar DNA de cadena sencilla.
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Figura 2. Complejidad de las formas replicativas de los geminivirus. A).-
Andlisis por Southern blot de extractos de DNA de planta infectada con el virus
AbMV. B).- interpretacion de los spots generados en el Southern blot. C).-
posibles formas de intermediarios de la replicacion. oc (open circular): DNA
circular abierto, ccc ( covalently-closed circular): DNA circular covalentemente
cerrado, ss (single strand): DNA circular de cadena sencilla, hds
(heterogeneous doble strand): DNA lineal de doble cadena de tamafio
heterogeneo, hss (heterogeneous single strand): DNA circular de cadena
sencilla de tamafio heterogéneo. CSR (complementary strand replication):
intermediarios de replicacion en la sintesis de la cadena negativa, RDR
(recombination dependent replication): intermediarios de replicacion por
recombinacién, SDR (splaiced dependent recombination): intermediario de
replicacion por desplazamiento de cadena. Los prefijos 1 2 y 3 indican el nimero
de concatameros y los sufijos ¢ y | (en cursiva), indican forma circular o lineal.
Figuras tomadas y modificadas de Preiss y Jeske, 2002.
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Figura 3. Principio de replicacion por el mecanismo RDR. En la replicacion
dependiente de la recombinacién una molécula de cadena sencilla(a),
correspondiente al genoma viral se entrelaza por recombinacién homologa con
una molécula viral de doble cadena (b); a partir del sitio de entrecruzamiento la
molécula de cadena sencilla se elonga usando como templado una de las cadenas
del DNA de doble cadena(c y d). Tomada y modificada de Jeske, 2001.

1.3.2.2- Mecanismo de replicacion por circulo rodante

El mecanismo de replicacion por circulo rodante es el mas estudiado en los
geminivirus y en este la proteina viral Rep tiene el papel central. La replicacién de
la cadena positiva en este mecanismo se genera cuando la proteina Rep se une al
origen de replicacion del virus. Esta unién de la proteina Rep es especifica de
cada especie viral, es decir, la proteina Rep de un virus hipotetico X se une solo
al origen de replicacion del virus X y no al origen de replicacién del virus Y. Una
vez establecida la union de la proteina Rep la capacidad de formar multimeros con
otras unidades de Rep le permite posicionarse en la secuencia TAATATTAC que
también se localiza en el origen de replicaciéon y estd conservada en todos los
geminivirus, a excepcion de uno recientemente descubierto (Yazdi et al., 2008). En
esta secuencia de 9 nucleotidos la proteina Rep ejerce su accién catalitica
rompiendo el enlace fosfodiester entre los nucleétidos 7 y 8 (TAATATT/AC, Laufs
et al.,, 1995). Una vez dada la ruptura la proteina Rep se mantiene unida al
extremo 5°de la cadena (5°AC), y el extremo 3" (TAATATT 3") que se genera sirve
de iniciador para que la maquinaria de replicacion de la planta (DNA polimerasas y
proteinas del complejo de replicacion) comience la sintesis de la cadena positiva a
partir de este punto (Luque et al.,, 2002). La elongacién de la cadena continta
hasta cerrar el circulo y completar la replicacién de un genoma completo del virus.
La proteina Rep que permanece unida en el extremo 5°de la cadena sencilla
saliente al replicarse toda la molécula del virus corta la cadena sencilla y liga los
extremos 5y 3" (Laufs et al., 1995). Este mecanismo genera asi una molécula de
cadena doble con una cadena positiva sintetizada de novo y una molécula de DNA
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de cadena sencilla libre. Estas dos moléculas pueden entrar de nuevo al ciclo de
replicacion o, para el caso de la cadena sencilla, puede ser encapsulada para
generar nuevos viriones. La figura 4 describe los pasos principales de la
replicacion por circulo rodante.

| -
O—§=

Encapsidacidn

virus &<—
=

Inicio de la replicacién

Elongacion de la
cadena positiva

DNA
polimerasa

Capside

Figura 4. Mecanismo de replicacion por circulo rodante. a: DNA de cadena
sencilla que llega al nacleo después de la inoculacion por la mosquita blanca. b:
Intermediario de doble cadena capaz de expresar la proteina Rep. c:
Reconocimiento del origen de replicaciéon por la proteina Rep y ruptura de una de
las moléculas en la secuencia TAATATT/AC. d y e: union del complejo de
replicacion de la planta y elongacion de la cadena positiva. f: union de los
extremos 5 y 3" de la cadena positiva saliente(genoma completo). g y g’:
generacion de una molécula de cadena sencilla y restablecimiento de la molécula
de doble cadena original con una de las cadenas sintetizadas de novo.

La importancia que tiene la union de la proteina Rep al origen de replicacién para
iniciar la replicacién viral me lleva a la redaccién del siguiente apartado dedicado a
exponer las propiedades de la proteina y las caracteristicas de su unién con el
origen de replicacion.

I.4.- Interaccion especifica de la proteina Rep y el origen de replicacién

Rep es una proteina multifuncional con actividades de helicasa (Choudhury et al.,
2006; Clerot y Bernardi, 2006 ), ATPasa (Desbiez et al., 1995), Ligasa (Laufs et
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al., 1995), que puede interactuar con ella misma y con la proteina viral AC3 para
formar multimeros ( Orozco, et al., 2000) y ademas interactia con proteinas del
huésped como la proteina relacionada al retinoblastoma (Arguello-Astorga, et
al.,2004), el antigeno de proliferacion nuclear (Bagewadi et al., 2004) y la enzima
de sumoilacion (SUMO) de la planta (Sanchez-Duran et al., 2011; Castillo et al.,
2004) entre otras. La proteina Rep ha sido muy ampliamente estudiada por ser la
Gnica proteina viral esencial para la replicacion de los geminivirus. Este
descubrimiento se hizo cuando se hicieron mutaciones de los genes individuales
gue forman el componente A del begomovirus bipartita TGMV y vieron que al
mutar el gen que codifica para la proteina Rep (AL1) la capacidad de replicacion
del virus cuando era agro-infiltrado en Nicotiana benthamiana se abolia (Elmer et
al., 1988). A la postre, experimentos donde se crearon plantas transgénicas que
expresaban la proteina Rep, cuando se agroinoculaban estas plantas con el
componente B del virus TGMV este era replicado en ausencia del componente A
(Hanley-Bowdoin et al., 1990) indicando la actividad de replicacion de la proteina
Rep expresada por la planta. Estos experimentos se hicieron conociendo las
secuencias del propio TGMV a si como también de otro begomovirus bipatrtita, el
entonces denominado Cassava Latent Virus CLV y que ahora conocemos como
Virus Africano del mosaico de la cassava (ACMV). En estos dos virus se habia
observado que en las secuencias de los componentes A y B de cada virus existe
una regién conservada en secuencia de entre 230 y 250 pares de bases la cual se
sugirié que podria ser el origen de replicacion de ambos componentes, dado que
Rep podia reconocer ambas moléculas(Elmer et al., 1988). Los experimentos que
demostraron la funcionalidad de la region comun como origen de replicaciéon se
realizaron aflos mas tarde empleando los virus TGMV (Tomato Golden Mosaic
Virus) y SLCV (Squash Leaf Curl Virus). Estos experimentos observaron que
cuando la regiéon comun era puesta en plasmidos bacterianos estas moléculas al
agro-inocularse con los virus en plantas de N. benthamiana también eran
replicados (Lazarowitz et al., 1992). En estos experimentos un hallazgo de gran
relevancia para lo que concierne en nuestro trabajo es que los origenes de
replicacion de estos dos virus no podian ser intercambiados llevando a la
deduccién de que el reconocimiento del origen de replicacion era especifico de las
secuencias que estos contenian en cada especie. Para analizar de manera mas
fina la interaccion de la proteina con el origen de replicacion se hicieron ensayos
de inmunoprecipitacién en los que se ponia a interactuar la proteina Rep con
diferentes fragmentos pertenecientes al origen de replicacion hipotético. Mediante
los ensayos de inmunoprecipitacion y ensayos de competencia de uniéon a DNA
se logro identificar en el Ori (origen de replicacion) de TGMV una secuencia de 52
nucledtidos a la cual era altamente afin la proteina Rep (Fontes et al., 1992).
Posteriormente estudiando este mismo virus mediante mutaciones dirigidas la
secuencia de reconocimiento se delimito a trece pares de bases (5-
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GGTAGTAAGGTAG) y dentro de esas 13 pares de bases la secuencias criticas
para la interaccion fueron los repetidos directos de 5 pares de bases, GGTAG, de
la secuencia. De los dos repetidos, el repetido localizado hacia el extremo 3°
mostro tener mas importancia para la union de la proteina Rep (Fontes et al.,
1994). Experimentos bajo el mismo fundamento se realizaron con virus del género
Curtovirus en donde dos variantes del virus del enchinamiento de la punta del
betabel (BCTV-Logan y BCTV-CFH) presentan repetidos en el origen de
replicacion que son los importantes para la interaccion con la proteina Rep (Choiy
Stenger 1996; Choi y Stenger 1995; Stenger 1998). En la bausqueda de secuencias
de este tipo en los diferentes virus se realizo un estudio de analisis de secuencias
de los virus conocidos hasta ese momento y en el cual se encontré que los 4
géneros de los geminivirus (mastrevirus, begomovirus, curtovirus y topocuvirus),
presentan elementos repetidos en su origen de replicacion, se encontrd también
gue estos repetidos son especificos de las especies y que el arregld, el nimero y
la orientacion que presentan varia segun el género y el origen geogréfico del linaje
(Arguello-Astorga et al., 1994). Los elementos repetidos presentes en el origen de
replicacion de los geminivirus fueron denominados “iterones”.

Una vez que se habia dilucidado los elementos del origen de replicacion que
interactuaban con la proteina Rep, la pregunta légica que surgio fue: ¢Cual es la
region de la proteina Rep que reconoce de manera especifica las secuencias
repetidas presentes en el origen de replicacion de los virus? En adelante los
experimentos realizados por diferentes grupos estudiosos de los geminivirus se
condujeron para encontrar la regién de la proteina Rep que pudiera reconocer e
interactuar de manera especifica con los iterones del Ori.

Uno de los primeros trabajos experimentales fue realizado con dos cepas del virus
del enchinamiento y amarillamiento de la hoja de tomate (TYLCV), la cepa de
Cerdefna y la cepa de Israel (TYLCV-Sar y TYLCV-Is). Estas dos cepas altamente
similares en secuencia general tienen iterones diferentes y las proteinas Rep no
pueden complementarse para replicar. En un primer ensayo intercambiaron las
regiones intergénica de los virus y observaron que los virus hibridos obtenidos no
se replicaron cuando fueron introducidos en protoplastos. Posteriormente en un
segundo experimento realizaron proteinas Rep quiméricas en donde cambiaron la
region carboxilo terminal de la proteina de TYLCV-Sar por la de TYLCV-Is dejando
116 aminoéacidos de la region amino terminal de la proteina de TYLCV-Sar. Este
mismo cambio lo hicieron en el virus hibrido de TYLCV-Sar que llevaba la region
intergénica de la cepa TYLCV-Is. Cuando transformaron protoplastos con estas
construcciones observaron que la proteina quimérica solo podia replicar el virus
original que lleva los 116 aa de la cepa de Cerdefia y su region intergénica
respectiva, en tanto que el virus que llevaba la regién intergénica de la cepa de
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Israel y la proteina quimérica no replicaba. De esto dedujeron que dentro de estos
116 amino&cidos amino terminales de la proteina Rep residian aminoacidos
implicados en reconocer los iterones. (Jupin et al.,, 1996). En un experimento
semejante al realizado por Jupin y colaboradores se trabajo con el virus BCTV que
pertenece al género de los curtovirus. Las cepas CFH y logan del virus BCTV no
son compatibles en replicacion pero al hacer quimeras de la proteinas Rep
observan que intercambiando el dominio que abarca del aminoacido 3 al 89 se
podia cambiar la especificidad de replicacion (Choi y Stenger, 1995). En este
experimento, cuando se trasladan los 89 aminoacidos amino terminal mas la
region intergénica de una cepa a otra, el virus hibrido resultante tiene la capacidad
de replicar. En el andlisis de la secuencia de esta region de 89 aminoacidos se
observa que existen 12 posiciones distribuidas que difieren entre las dos proteinas
y sobre las cuales se pens6 que podria el reconocimiento especifico. En este
interés cientifico en el area de geminivirus de definir que aminoacidos le daban la
alta especificidad de Rep por los iterones en el Ori y que permitia la replicacion del
DNA viral, Chatterji y colaboradores realizaron un experimento que analiz6 de
manera puntual el residuo aminoacido 10 del virus del enchinamiento de la hoja de
tomate de Nueva Delhi(ToLCV-Nde) el cual propuso que interactuaba con la base
3(T) del iteron GGTGT presente en el repetido imperfecto GGTGTCGGAGTC del
origen de replicacion (Chatterji et al., 1999). En este experimento se trabajo con
dos variantes del virus de nueva Delhi, la cepa severa que en su proteina Rep
tiene en la posiciébn 10 el residuo Asn y los iterones que reconoce tienen la
secuencia GGTGTCTGGAGTC y la cepa moderada que en la posicion 10 tiene el
residuo Asp y reconoce los iterones GGCGTCTGGCGTC. En estos virus cuando a
la cepa moderada se le cambia la Asp por Asn deja de replicarse y al hacer una
segunda mutacién en la que se muta la tercera base del iteron C por T se restable
la replicacion del virus.

Otra forma en la que se analiz6 la correlacion en variabilidad entre la proteina Rep
y los iterones fue mediante un andlisis de alineamiento de secuencias de los virus
conocidos para el afio 2001 en este trabajo por comparacion de secuencias de la
proteina Rep y de las iterones se encontr6 que los primeros 11 aminoéacidos de las
proteinas Rep son altamente variables entre virus que poseen iterones diferentes
y por el contrario son conservados en virus que poseen iterones iguales. Esta
region variable entre las proteinas que se relaciona con la variabilidad en la
secuencia de los iterones se denomino Dominio Relacionado al Iteron, IRD, por
sus siglas en ingles de Iteron Related Domain (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano,
2001). Otra caracteristica de estos aminoacidos es que estan adyacentes al
motivo conservado | en las proteinas de replicacion por circulo rodante. Este
motivo | habia sido expuesto por llyina y Koonin en 1992 como un motivo
conservado dentro de las proteinas iniciadoras de la RCR en plasmidos de
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bacterias y en los geminivirus. Ademas de este motivo | las proteinas Rep
presentan en su extremo amino terminal los dominios conservados Il y Il (llyina y
Koonin, 1992). Para los motifs Il y Ill se ha encontrado experimentalmente que
funcionan para unir iones divalentes (Mg o Mn*?) y para realizar el corte
endonucleolitico, respectivamente (Orozco y Hanley-Bowdoin 1998; Laufs et al.,
1995), sin embargo para el motivo | no se habia tenido inferencias sobre su
funcionalidad. Del analisis de secuencia realizado por Argtello-Astorga que ubica
al dominio relacionado con el iteron adyacente al motivo | se propuso que estos
aminoacidos conforman un dominio en conjunto que le permite reconocer de
manera especifica los iterones en el origen de replicacion y establecer las
interacciones iniciales para unirse a este. Un trabajo mas en aportacion al estudio
de la proteina Rep fue la obtencion de la imagen tridimensional de la region
amino- terminal (primeros 120aa) de la proteina Rep del virus TYLCV, la cual
conserva las propiedades de union y catalisis del origen de replicacién. En la
imagen obtenida por resonancia magnética nuclear (RMN) se revela que los
aminoacidos 13 a 19, en los cuales esta presente el motivo | “15-FLTY-20”, forman
una estructura de lamina beta. Esta lamina beta tiene una extension estructural
gue forma una lamina beta pequefia conformada por los residuos 9, 10, 11y 12
(SIKA). Esta hoja de lamina beta pequefia en la configuracion tridimensional esta a
un lado de la hoja de lamina beta 5 conformada por los residuos 68, 69, 70, 71y
72(KYNCT). Juntas, estas dos hojas de lamina beta (beta 1 y beta5) forman un
dominio de lamina beta plegada que se asemeja a el dominio de la proteina del
antigeno SV40 que interactia con DNA (Campos-Olivas et al., 2002).

En resumen todos estos experimentos han aportado el conocimiento para
delimitar la region de interaccion especifica de la proteina Rep con los iterones, en
los estudios experimentales en planta lo han hecho analizando bloques de la
proteina Rep que conservan el reconocimiento especifico, y mediante el analisis
de un aminoacido puntual para el caso de las cepas de TYLCV nueva Delhi, el
analisis tedrico de Argliello-Astorga y el andlisis por RNM de Campos-Olivas et al.,
proponen un dominio de 4 aminoacidos adyacente al motivo | como el encargado
del reconocimiento especifico de los iterones. Sin embargo, aunque la mayoria de
los estudios de interaccion de la proteina Rep con los iterones son consistentes
en encontrar que existe una alta especificidad de unién entre la proteina y los
iterones, existen algunos reportes en donde la proteina de algunos virus puede
reconocer iterones con secuencias diferentes. Uno de los principales casos de
reconocimiento con baja especificidad se da en los begomovirus del Viejo Mundo
en donde los DNA satélites de estos virus pueden ser replicados por mas de una
especie viral (Lin et al., 2003; Dry et al., 1997). Otro de los casos en donde se ha
visto in-especificidad de replicacion es en algunos virus bipartitas. Por ejemplo,
Andrade y colaboradores reportaron en 2006 que el componente A del virus
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TGMV puede establecer una infeccion en planta si es inoculado con el
componente B del virus del punteado amarillo del tomate(ToYSV), aun cuando en
estos dos virus el IRD y los iterones son un tanto diferentes (Andrade et al., 2006).
Este proceso en el que el componente A de un begomovirus puede establecer una
infeccibon con el componente B de otra especie se conoce como
pseudorecombinacion y es comunmente dado entre virus que poseen IRD e
iterones iguales. Otro caso interesante es el estudio realizado en el virus TLCV en
donde mutaciones en los iterones impiden la union de la proteina Rep, sin
embargo cuando los mismos virus mutantes son inoculados en plantas estos
conservan la capacidad de replicarse (Lin et al., 2003, Chakraborty et al., 2008).

Como se puede ver a través de esta revision de la literatura existente, es claro que
la proteina Rep reconoce de manera especifica el origen de replicacion a través
de su extremo amino terminal, y en los estudios relacionados de Campos-Olivas et
al. y Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, se sugiere que los aminoacidos
adyacentes al motivo son los responsables directos de las interacciones
especificas con los iterones del origen de replicacion de los geminivirus. En el
trabajo que hemos realizado para el desarrollo de este proyecto de tesis se ha
adoptado la hipotesis de trabajo de que los 11 aminoé&cidos iniciales de la proteina
Rep son suficientes para conferir la especificidad de reconocimiento hacia los
iterones y se han disefiado experimentos in planta para explorar esta conjetura.

En el siguiente apartado de este escrito se describira el disefio de los
experimentos y las metodologias aplicadas. Los resultados obtenidos implican al
IRD como principal dominio en el reconocimiento especifico, aunque parecen
existir otros factores que contribuyen a la interaccion de Rep con el origen de
replicacion viral. Los datos obtenidos conducen a nuevas interrogantes en las que
se habra de trabajar para dilucidar de manera mas completa las interacciones
moleculares entre la proteina Rep y el DNA.
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Il.- MATERIALES Y METODOS

II.1.- Modificacion del plasmido pBluescript SK Il

La secuencia GAAAACGTTC que es reconocida por la enzima Xmnl fue mutada a
GAAAgCGCcTC utilizando el método de “QuickChange® site-directed Mutagenesis
Kit” de Stratagene (Apendice A), usando los oligonucleétidos Bla-mutag2 directo
(5-GTGCT CATCATTGGAAAQCGCTCTTCGGGGCG-3") y BLA-Mut 1 reverso (5'-
CGC CCCGAAGAgCGCTTTCCAATGATGAGCAC-3’), que se alinean de la
posicion 2608 a 2659 en el plasmido pBlueScript SK I+ (5’-2607-
gtgctcatcattggaaaacqgttcttcggggcg- 2660-3’). En el producto de PCR obtenido
los tripletes ACG y TTC (subrayado en la secuencia de pBS), cambia a GCG y
CTC. En la cadena complementaria del plasmido que es la que codifica el gen Bla
los cambios serian CGT a CGC y GAA a GAG. En el primer caso ambos tripletes
CGT y CGC codifican para el aminoacido arginina y en el segundo GAA y GAG
codifican para el aminoacido glutamato. De esta manera los cambios de secuencia
conservan el marco de lectura para la expresion del gen Bla que da la resistencia
a la ampicilina. Este vector modificado se identifico como pBSAXmnl.

[I.2.- Clonacién del DNA-A de Tomato mottle virus (ToMoV) en el vector
pBSAXmnl

El componente gendmico A de ToMoV A, que consta de 2601 nt, se escindio del
vector pGEMTX mediante digestion completa con la enzima Apal (1 ug DNA
plasmidico, 1uL Apal, 1uL buffer Apal, 7ul agua MQ estéril, 25°C por 12 horas). La
reaccion de digestion se corrié en gel de agarosa al 1% del cual se aislé la banda
correspondiente al DNA viral y se purifico por columna acorde a las indicaciones
del kit (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). El DNA purificado
se eluyd con 30ul de agua MQ estéril, de los cuales se corrieron 3ul en gel de
agarosa 1% para verificar la purificacion y estimar la concentracion del DNA
purificado.

El plasmido pBSAXmnl se digirié con la enzima Apal hasta que todo estuviera
completamente linearizado. Para ello de la mezcla de digestion se corrié una
alicuota en gel al 1% para revisar la progresion de la digestion. Normalmente a las
2 horas la digestion es completa usando 1ul de la enzima y 1ug de DNA. Una vez
linearizado el DNA se precipito agregando a la reaccién de digestion 2 volimenes
de etanol absoluto y un décimo de acetato de sodio 3M pH 5.2 (Apendice B).
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El plasmido pBSAXmnl digerido se ligo con el genoma viral de ToMoV
previamente aislado (mezcla de ligacion; 1uL T4 ligasa, 1uL buffer T4 ligasa 10X,
200ng vector en 1lul y 600ng de inserto en 1ul, 6ul de agua MQ estéril,
temperatura 25 °C, 2 horas). De la ligacion se tomaron 5ul para transformar por
choque térmico la cepa TOP10F de E. coli. De las clonas obtenidas se eligieron
15 de ellas y se extrajo DNA plasmidico mediante el protocolo de Birboin
(Sambrook and Russell, 3er ed, 2001). EI DNA de cada clona se analiz6 por
restriccion con la enzima Apal para seleccionar aquellas que tuvieran el inserto y
posteriormente mediante digestion doble con las enzima Apal / Sacl para
determinar la orientacion del genoma viral en el plasmido. Con este proceso
obtuvimos el plasmido ToMoV A- pBSAXmnl cuyo mapa general se muestra en la
figura 5.
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Figura 5. Clonacion del genoma viral de ToMoV A en el plasmido pBSAXmnl.
A) Esquema de clonacion del DNA-A de ToMoV en el plasmido modificado. B)
Mapa general del pldsmido obtenido. Entre el sitio Sacl y Apal se encuentra el sitio
multiple de clonacién del vector pBS. El sitio Apa | es el sitio de clonacion del
genoma viral. Los sitios Sacl, Xmnl, Pmll y Ncol son uUnicos en el virus. El
recuadro rojo entre el gen Rep y CP, indicado como RI, sefala la region
intergénica viral. La regibn SMC corresponde al sitio multiple de clonaciéon de
pBluescript SK.

I1.3.- Disefio de construcciones virales

El plasmido ToMoV-A-pBSAXmn (ToMoV A, numero de acceso en el GenBank
NC_001938) se digiri6 con las enzimas Xmnl y Ncol (Biolabs, New England
company durante toda la noche a 37°C. 1ul de la digestién se corrié en un en gel
de agarosa al 1% para verificar que el plasmido se hubiera digerido
completamente. La mezcla de digestion restante se precipito con etanol absoluto y
acetato de sodio 3M pH. 5.2. El DNA precipitado se disolvio en 30ul de agua de

18



los cuales se corrieron 3 para verificar la presencia de DNA y estimar su
concentracion.

Usando los oligonucledtidos degenerados Rep-Mot-Gus forward  (5’GAGTCT
AGATGGATANGTDAGGAAATARTTCTTRGC3) 'y  CP-Xba-Gus  reverso
(5GAGTCT AGAACGCCATGGRGCATCNCGCTTAGSCAT3") se amplifico por
PCR la region equivalente a la comprendida entre el sitio Xmnl y Ncol de ToMoV
usando como templado DNA de los virus Tomato mottle taino virus (ToMoTV),
Potato yellow mosaic virus (PYMV), Pepper huasteco yellow vein virus ( PHYVV),
Tomato golden mosaic virus (TGMV) y Pepper golden mosaic virus (PepGMV).
También se utilizaron como templado clonas de pGEM-Teasy con fragmentos de
virus desconocidos denominados previsionalmente como Okra yellow mosaic
Mexico virus (OKYMMV), un begomovirus aislado de Datura stramonium, un
begomovirus de Ipomea spp. y un virus aislado de frijol colectado en Sinaloa. El
oligonucledtido Rep-Mot-Gus forward lleva el sitio de reconocimiento de la enzima
Xmnl y el primer CP-Xba-Gus reverso el sitio de reconocimiento de la enzima Ncol
los cuales se denotan en subrayado en las secuencia de los oligonucleotidos. Los
productos de PCR obtenidos fueron digeridos mediante doble digestién con las
enzimas Xmnl —Ncol (New England Biolabs) y luego purificados en columnas
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) para ligarlos al vector
pBSAXmnI-ToMoVA digerido previamente con las mismas enzimas. De la mezcla
de ligacién se tomaron 5ul para transformar E. coli TOP10F (Apendice C). De las
transformantes obtenidas se extrajo DNA plasmidico de 10 de ellas y se
analizaron por restriccion. Primeramente se digirié con las enzimas Xmnl y Ncol
(0.3ul de cada enzima, 600ng de DNA, buffer 4 de New England Biolabs), para
identificar las clonas con el inserto, y luego con una enzima que cortara de manera
especifica en el fragmento de PCR clonado (Tabla 1). Mediante este proceso
obtuvimos nueve diferentes virus hibridos derivados de ToMoV-A, los cuales de
acuerdo al virus usado como donador del fragmento Xmnl/ Ncol etiquetamos del
siguiente modo: Tohib-ToMoTV (el cual para una mejor distincibn nombrare
en adelante Tohib-Taino), TohibPYMV, TohibPHYVV, TohibTGMV,
TohibPepGMV, TohibOkYMMV, TohibDatura, Tohiblpomea y TohibSinaloa.
Estas quimeras virales tienen un genoma base de ToMoV, en tanto que toda la
region intergénica y los 12 codones iniciales del gen Rep provienen del virus
heterélogo usado para la PCR.

I1.4.- Analisis de restriccidn de las construcciones

Las diferentes construcciones generadas se cortaron con enzimas de restriccion
que tienen un sitio de reconocimiento en la region intergénica del fragmento del
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virus insertado pero no en la region intergénica de ToMoV. De esta manera se
revisaron los virus hibridos de PHYVV (Hind IIl), TGMV (Avall), y PepGMV (Xbal),
OkYMMV(Sacl), Datura(Apal) e Ipomea(Apal). En la Tabla 1 y la Figura 6 se
indican las bandas diferenciales a obtener en cada caso. Para los virus hibridos
con PYMV y ToMoTV no existe una enzima adecuada que diferencie con un solo
corte la region intergénica de estos respecto a la de ToMoV, por lo que la
estrategia seguida fue la siguiente. El DNA de 5 clonas obtenidas se sometio a
PCR con los oligonucleotidos All-Mot-Gus y CP-Xbal-Gus. De igual manera se
hizo PCR para el Virus ToMoV, ToMoTV y PYMV. Los productos de PCR
obtenidos fueron digeridos con la enzima Hhal y se corrieron en gel de agarosa el
1.5%. Las clonas con el patron de restriccion semejante al generado por el
producto de PCR del virus que deseamos unir al ToMoVA-pBSAXmnl fueron
seleccionadas (Figura 7). Para descartar que estas clonas fueran fondo de los
virus silvestres del que se hizo la PCR se les realizo una digestion con la enzima
Xmnl'y Ncol sobre el DNA plasmidico.
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Tabla 1. Enzimas diferenciales en los fragmento de PCR clonados en ToMoV A-

pBSAXmnl.

Begomovirus

Enzima con sitio

Tamafo

Observaciones

donador de la RI Unico en el aproximado de
y el IRD producto de PCR | banda diferencial
a insertar en la construccién
ToMoTV Inexistente NA Clonas seleccionadas
por RFLP.
PHYVV Hind IlI 1200pb
TGMV Ava ll 1250pb
PYMV Inexistente NA Clonas seleccionadas
por RFLP.
PepGMV Xba | 1200
OkYMMV Sac | 350pb
Datura Apa 1100 y 1500pb Apal es el sitio de
clonacion de ToMoV
A en el plasmido
pBS.
Ipomea Apa | 1100 y 1500pb Apal es el sitio de
clonacién de ToMoV
A en el plasmido
pBS.
Sinaloa Ava ll 1100

I1.5.- Secuenciacién de las construcciones realizadas

De cada una las construcciones realizadas se realizo PCR con los oligos DGRS-
forward (5" GAGTCTAGATGCTGACCTCCTCTAGCWGATCTGCCGTCS3) y CP-
Xbal-Gus (ya citado). El Oligo DGRS esta situado aproximadamente 400nt arriba
del sitio Xmnl en ToMoV-A. Los productos de PCR da cada construccion fueron
ligados en el vector PGEM-Teasy (Promega inc.), y enviados a secuenciar con el
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“primer” universal M13. Las secuencias obtenidas se analizaron en la base de
datos de NCBI y mediante alineamiento local con Clustal W.

1 2 3 4 S 6 7
Mabababababababm

1000pb __

500pb __s

Figura 6. Digestiones del DNA-A de ToMoV silvestre y de los virus hibridos
con enzimas especificas que los diferencian. Los DNA virales estan clonados
en el plasmido pBSAXmnl. 1.- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibPHYVV(b) con la enzima Hindlll. 2.- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibOkYMMYV (b) con la enzima Sacl. 3.- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibTGMV(b) con la enzima Avall. 4.- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibDatura(b) con la enzima Apal. 5..- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
Tohiblpomea(b) con la enzima Apal. 6.- Digestion de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibSinaloa(b) con la enzima Avall. 7.- Digestién de ToMoV A(a) y del hibrido
TohibPepGMV(b) con la enzima Xbal. M.- marcador de Peso molecular de 1kb
(New England Biolabs). M.- Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen). A
la izquierda se indican los pesos de las bandas del marcador de peso molecular
de 1Kb. Con asterisco (*), se sefialan las bandas diferenciales que se obtienen
después de la insercidn del producto de PCR de cada virus.
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Figura 7. Analisis de RFLP para buscar las clonas con las construcciones de los
hibridos TohibTaino y TohibPYMV. A).- Amplificacion por PCR con los oligos All-
Xba-Gus forward y CP-Xbal-Gus reverso. B).- Digestion de los productos de PCR
con la enzima Hhal. M.- Marcador de peso molecular de 100pb, 1.- ToMoV A 2.-
ToMoTV A, 3.- PYMV A, 4.- TohibTaino, 5.- TohibPYMV.

I1.6.- Bombardeo de células NT1 con las construcciones virales

Las células NT1 cultivadas en medio liquido durante tres dias se colectaron por
filtracion al vacio en papel filtro millipore de 2 micras. Las células colectadas en el
papel se colocaron en cajas de Petri chicas (120 x 7mm) con medio NT1 osmatico
durante tres horas previas a la inoculacion por bombardeo. Cada uno de los DNA
virales a bombardear se escindio del pldsmido mediante digestion con la enzima
apropiada (Tabla 2). De cada plasmido con DNA viral se digirieron 6.5ug.
Terminada la digestion, las enzimas usadas en cada caso se inactivaron por
temperatura (65°C por 20min) y los DNA digeridos se usaron para recubrir
particulas de tungsteno M10 (Apéndice D), con las cuales se inocularon por
biobalistica las células NT1 mantenidas en medio osmotico (Apéndice E). Para los
ensayos de autorreplicacion las particulas se recubrieron con el componente A de
ToMoV o con los virus hibridos (Tabla3), mientras que para los ensayos de trans-
replicacion de componentes B las particulas se recubrieron con la mezcla de los
componentes A y B digeridos (Tabla 4).

Después de ser inoculadas, las células NT1 se transfirieron de las cajas con medio
NT1 osmoético a cajas con medio NT1 normal en el cual se mantuvieron por 72
horas en obscuridad (cubiertas con aluminio), a una temperatura de 25°C.
Transcurridas las 72 horas se colectaron las células en tubos Eppendorf de 1.5ml
gue contenian 250ml de NT1 liquido. De las células colectadas se extrajo DNA
total mediante el protocolo de extraccion de DNA de protoplastos (Shimada-
Beltran et al., 2007.; apéndice F). En caso de no proceder consecutivamente con
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la extraccion las células se guardaron en un ultracongelador a menos 70°C hasta

su extraccion.

Tabla 2. Plasmidos y enzimas usadas para el manejo de los genomas virales.

Plasmido/peso Resistencia | Virus clonado | Sitio de Observaciones
molecular clonacion
PGEMX-1/4000pb | Carbenicilina | ToMoV B Apa | Monomero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | ToMoV A Apa | Mondmero
pBluescript SK 1 / Carbenicilina | ToMoTV A Xba | Monomero
2964pb

pZero / 3300pb Kanamicina | ToMoTV B Xba | Monomero
pBluescript SK 11/ Carbenicilina | PHYVV A Hind 111 Hemidimero
2964pb

pBluescript SK 11/ Carbenicilina | PHYVV B BamHI Hemidimero
2964pb

PBluescript SK 11/ Carbenicilina | PepGMV A EcoRl Dimero
2964pb

pBluescript SK 11/ Carbenicilina | PepGMV B Hind 111 Dimero
2964pb

Desconocido/3700pb | Carbenicilina | TGMV A EcoRI Monomero
pBSAXmnl / 2964pb | Carbenicilina | TGMV B Clal Monomero
PGEM/3000pb Carbenicilina | PYMV A Apa | Monomero
PGEM/3000pb Carbenicilina | PYMV B EcoRI Monomero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenecilina | TohibTaino Apal Mondmero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | TohibPYMV Apal Mondmero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenecilina | TohibPHYVV | Apal Monomero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | TihibTGMV Apal Monomero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | TohibPepGMV | Apal Mondmero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenecilina | TohibOKYMMV | Apal Mondmero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenecilina | TohibSinaloa | Apal Mondmero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | TohibDatura Apal Monomero
pBSAXmnl/ 2964pb | Carbenicilina | Tohiblpomea | Apal Monomero
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Tabla 3. Virus hibridos inoculados en células NT1 para evaluar su
autorreplicacion.

ToMoVA(wt)

TohibTaino

TohibPYMV

TohibPHYVV

ToHIbTGMV

ToHiIbTGMV

ToHiIbOkKYMMV

ToHibSinaloa

OO N0 WIN|F

ToHibPepGMV

Tabla 4. Combinaciones de componentes Ay B inoculados en células NT1 para
evaluar la trans-replicacion del componente B.

Combinacién | Componente A | Componente B

1 ToMoV A ToMoV B

2 ToMoV A ToMoTV B
3 ToMoV A PHYVV B
4 ToMoV A TGMV B

5 ToMoV A PYMV B

6 TohibTaino ToMoTV B
7 TohibPHYVV PHYVV B
8 TohibTGMV TGMV B

9 TohibPYMV PYMVB

I1.7.- Analisis por Southern blot en DNA total de células NT1 transfectadas

Del DNA total extraido de las células NT1 se tomaron 40ug y se digirieron con
0.5ul de la enzima Dpnl a 37°C durante toda la noche, posteriormente a esta
digestidon se le agrego 1ul de la enzima Apal para linearizar el genoma viral y se
dejé actuar al menos durante 2 horas a 25°C. El DNA digerido se fraccion6 por
electroforesis en gel al 1% y se trasfiri6 a una membrana de nylon hybond N+
(Amersham) con SSC 6X (Sambrook and Russell, 3era ed, 2001). Una vez
transferido el DNA, la membrana se fijo mediante radiacién UV en el entrecruzador
de DNA usando la opcién de “optimal crosslinker” (SPRECTOLINKER™, XL-1500
UV ESPECTROLINKER, MODEL XL-1500). La membrana con el DNA fijado se
hibrido a 50°C durante 12 hrs usando como sonda radiactiva el fragmento
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Apal/Sacl del gen Rep de ToMoV A marcado con el isotopo radiactivo fosforo 32
(**P), siguiendo las indicaciones del kit (Amersham inc.). Transcurridas las 12
horas de hibridacién la membrana se lavé tres veces por 15 min con la solucion |
(SSC2X/SDS0.1%). La membrana lavada se coloco en un casete de exposicion y
en un ambiente obscuro se expuso en ella una pelicula Kodac por 3 horas al cabo
de las cuales esta fue revelada en el equipo Kodac para revelado.

En los ensayos de trans-replicacion, para la deteccién del componente B, se siguio
el mismo procedimiento para el Southern blot usando como sonda el fragmento
Apa I/ Hincll del gen BC1 de ToMoV B.

[1.8- Inoculacién de plantas de Nicotiana benthamiana

Se cultivaron semillas de N. benthamiana en un preparado comercial de tierra para
geminacion (Sunshine #3, SUN GRO Horticulture). Las plantulas obtenidas se
trasplantaron a macetas con preparado de tierra comercial para crecimiento
(Sunshine #6, SUN GRO Horticulture). Cuando las plantas presentaron su 3era o
4ta hoja verdadera se inoculo el DNA en sus hojas apicales mediante biobalistica
a baja presion, 120psi, (Carrillo-Tripp et al., 2006). Las particulas usadas para la
inoculacion fueron recubiertas con la mezcla de 1ug del componente A mas 1lug
del componente B para cada planta. El DNA fue previamente digerido para
escindir el DNA viral del plasmido. La preparacion de las particulas de tungsteno
con el DNA se hizo para un lote de 6 disparos como se describe en el apéndice D.
Las plantas fueron inoculadas con diferentes combinaciones de componente A y
componente B (Tabla 5). De manera general lo que se hizo fue co-inocular el
componente A de ToMoV con los componentes B de ToMoTV, PYMV, PHYVV,
TGMV vy el propio ToMoV B.

Los virus hibridos por su parte fueron bombardeados en combinacién con el
componente B heterologo o con el componente B de ToMoV. En el caso del
hibrido TohibPYMV, este se co-bombardeo ademas con el componente B de
ToMoTV con el cual se ha reportado que es capaz de infectar, ya que en un primer
experimento no fue capaz de infectar con el componente B de PYMV.

Para cada una de las combinaciones se inocularon 6 plantas por experimento y se
observaron diariamente para ver la aparicion de sintomas y registrar los datos
(Tabla 6). Transcurridas tres semanas post-inoculacion, tiempo en el que ya se
habia observado sintomatologia en la mayoria de las plantas, se extrajo DNA tanto
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de las plantas sintomaticas como de las asintomaticas (apéndice G), y se

analizaron por PCR.

Tabla 5. Combinaciones de componentes A y B inoculados en plantas Nicotiana

benthamiana.

Combinaciéon | Componente A | Componente B
1 ToMoV A ToMoV B

2 ToMoV A ToMoTV B
3 ToMoV A PHYVV B
4 ToMoV A TGMV B

5 ToMoV A PYMV B

6 TohibTaino ToMoTV B
7 TohibTaino ToMoV B

8 TohibPHYVV PHYVV B
9 TohibPHYVV ToMoV B
10 TohibTGMV TGMV B
11 TohibTGMV ToMoV B
12 TohibPYMV PYMV B
13 TohibPYMV ToMoV B
14 TohibPYMV ToMoTV B

[1.9.- Andlisis por PCR de los extractos de las plantas inoculadas

De cada uno de los extractos de las plantas sintomaticas o asintomaticas se tomo
un microlitro de DNA total y se us6 como templado en una reaccién de PCR con
los oligonucledtidos degenerados DGRS forward/CP-Xba-Gus en las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial, 5min 94°C; desnaturalizacion 94°C 1min;
alineamiento 55°C 1min; elongacién 72 °C 1min, con 35 ciclos y una elongacion
final de 5 min a 72°C. Estos oligonucleétidos dirigen la amplificacion de un
producto de 900pb del componente A que abarca del codén 134 del gen Rep al
coddn 9 del gen CP.

Para deteccion del componente B la PCR se hizo con los oligonucledtidos
BC1290 forward y BV1310 reverso los cuales producen un fragmenté de
amplificacion de 1480pb que van del nucle6tido 290 del gen BC1 al nucledétido 310
del gen BV1. Las temperaturas utilizadas fueron iguales a las usadas para la
amplificacion del componente A.
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Los productos de PCR del componente A y del componente B se corrieron en gel
de agarosa al 1% para visualizar la obtencion del producto de amplificacion.

[1.10.- Secuenciacién de los productos de PCR de los extractos de las plantas
inoculadas

Los productos de PCR obtenidos tanto para el componente A como para el
componente B fueron clonados en el vector pGEMT-easy de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (Promega). Para el PCR de cada planta se
secuenciaron tres clonas. Las secuencias obtenidas de las muestras de cada una
de las plantas se alinearon con la secuencia del virus ToMoV A y con las
secuencias de las quimeras previamente determinadas. El alineamiento se hizo
utilizando el método Clustal W del programa DNA Star. En el alineamiento se
analizaron posibles modificaciones en la region sustituida; se buscaron cambios
puntuales en los iterones, cambios en la region codificante del IRD y posibles re-
arreglos por recombinacion (esto en el componente B).
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[ll.- RESULTADOS

[11.1.- Obtencion del plasmido pBluescript mutante pBSAXmnl

Mediante el Kit “QuickChange® Site-directed Mutagenesis” se elimind del
plasmido pBlueScript SK Il el sitio de reconocimiento para la enzima Xmn |,
localizado en el gen de resistencia a Ampicilina. Los cambios realizados en la
secuencia fueron mutaciones silenciosas en los codones CGT a CGC y GAA a
GAG que no alteran la secuencia de aminoacidos de la proteina betalactamasa.
En el primer caso ambos tripletes CGT y CGC codifican para arginina y en el
segundo GAA y GAG codifican para glutamato. El plasmido obtenido lo
denominamos pBSAXmnl.

[11.2.- Clonacién del genoma A de ToMoV en el vector pBSAXmnl

El DNA-A de ToMoV fue escindido con la enzima Apal del vector pBluescript y
clonado en el plasmido pBSAXmnl. La eliminacién previa del sitio Xmnl en el
vector pBSAXmnl permitié que al clonar en este plasmido el componente A de
ToMoV se pudiera usar el sitio tnico Xmn | presente en ese DNA viral. El plasmido
con el DNA-A de ToMoV se denomino ToMoVA-pBSAXmnl y su mapa se muestra
en la figura 5.

[11.3.- DNA-A quiméricos derivados de ToMoV

El plasmido ToMoV A-pBSAXmnl posee los sitios Xmnl y Ncol como anicos, como
se muestra en la figura 5. Estos sitios flanquean lo que teéricamente es el modulo
de replicacion especifica del virus. Esto es, el sitio de restriccion Xmnl ubicado al
lado izquierdo del origen de replicacion delimita los primeros 13 codones del gen
Rep, de los cuales los primeros 11 son altamente variables entre proteinas Rep
con diferente especificidad de replicacion y son considerados como el Dominio
Relacionado al Iteron o IRD, por sus siglas en ingles (Arguello-Astorga y Ruiz-
Medranol 2001). Por otro lado, el sitio de restriccibn Ncol se ubica en el 8vo
codén del gen CP. Ncol fue usado en nuestro caso para delimitar,la regién
intergénica del virus por el extremo 3" de la secuencia viral. La region intergénica
comprende el segmento del virus que va del coddn de inicio del gen Rep al coddn
de inicio del gen CP. La ubicacion de estos sitios de restriccion permiten escindir
el modulo IRD-Region intergénica del virus ToMoV mediante digestion doble
(Figura 8). Por otro lado estos sitios de restriccion se ubican en zonas semi-
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conservadas del genoma viral, lo que permitié el disefio de los oligonucleotidos
degenerados Rep-Mot-for y CP-Xba-rev, los cuales flanquean esta region e
integran ambos sitios de restriccion en el producto de PCR de los virus que no los
poseen en forma natural, sin alterar la regién de los genes Rep y CP en la que se
alinean. Con estos oligonucleétidos pudieron amplificarse las regiones homologas
de otras especies virales (Figura 8). Las especies utilizadas para estos PCR
fueron los siguientes: ToMoTV, PHYVV, TGMV, PYMV, PepGMV, OkYMMV, y
begomovirus aislados de una planta de frijol colectada en Sinaloa, y de dos
malezas, Ipomoea sp. y Datura stramonium, respectivamente, los cuales fueron
caracterizados solo parcialmente Los productos de PCR comprenden el médulo de
replicacion especifica de los virus heterdlogos, los cuales fueron insertados
individualmente en el DNA-A de ToMoV luego de ser digeridos con las
endonucleasas Xmnl y Ncol y ligados en los sitios equivalentes de ToMoV-A.

Esta metodologia nos permitié obtener 9 hibridos derivados de ToMoV diferentes,
los cuales denotamos como TohibTaino, TohibPHYVV, TohibTGMV,
TohibPYMV TohibPepGMV, TohibOkYMMV, TohibDatura, Tohiblpomea vy
TohibSinaloa (Figura 9). Lo que se espera, de acuerdo al conocimiento existente
sobre la replicacion de geminivirus, es que los DNA-As hibridos seran capaces de
autorreplicarse sélo si el IRD de la proteina Rep quimérica generada en cada
caso presenta elevada afinidad por los iterones presentes en el origen de
replicacion heterélogo, el cual reemplazd completamente al Ori de ToMoV..Es
importante sefialar aqui que las proteinas quiméricas generadas no presentan
ninguna otra diferencia con la proteina Rep de ToMoV mas que la substitucion de
los once aminoacidos del extremo N-terminal de la proteina, que incluyen al IRD.
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Figura 8. Vector ToMoVA-pBSAXmnl digerido con las endonucleasas
Xmnl/Ncol y productos de PCR derivados de los 9 begomovirus utilizados en
este estudio. M).- marcador de peso molecular de 1Kb (New England) 1).-
ToMoVA-pBSaXmnl digerido con Xmnl y Ncol. 2-11).- Productos de PCR con los
oligos RepMotGus y CPXbaGus usando diferentes virus como templados; 2).-
Amplicon de ToMoTV, 3).- PYMV, 4).- PHYVV, 5).- TGMV, 6).- PepGMV, 7).-
OkYMMV, 8).- Datura 9).- Ipomea, 10).- Sinaloa 11).- Control negativo. Estos
productos de PCR fueron digeridos con Xmnl y Ncol y ligados al fragmento
superior de ToMoVA-pBSAXmnl purificado.
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Figura 9. Esquema grafico de los virus hibridos derivados de ToMoV-A. A).-
ToMoV A original. Con asterisco se indican las coordenadas de los sitios de
restriccibn Xmn | (2568) y Nco | (343) y de los codones de inicio de los genes Rep
(2487) y CP(319). Las flechas negritas indican la posicién de los iterones de
ToMoV A y la secuencia TAATATTAC presente en todos los geminivirus es
sefalada en el “asa” de la estructura de horquilla ilustrada en la figura. B).-
Esquema general de la organizacion de los DNA-As hibridos, los cuales contienen
en la region comprendida entre los sitios Xmn | y Nco | el producto de PCR
obtenido a partir de los diferentes virus usados en el presente trabajo. X
representa la region de ToMoV que fue substituida por el segmento homologo de
cada uno de los virus heterélogos. Los productos de PCR contienen la region
codificante del IRD y la regién intergénica completa del virus heterdélogo.

[11.4.- Autorreplicacion de los virus hibridos en células NT1

Los componentes A hibridos y el DNA-A del ToMoV silvestre se inocularon por
biobalistica en células NT1 para explorar sus propiedades de replicacion. En el
caso de los virus hibridos TohibDatura y Tohiblpomea no se realizaron las
inoculaciones debido a que en el proceso de digestion para separar el virus del
vector con la enzima Apa | , el DNA viral se corta en dos por la presencia del sitio
de restriccion en la region intergénica de estos dos virus (Figura 6). Las células
NT1 inoculadas con los DNA virales se mantuvieron a 25°C por 72hrs, tiempo en
el cual ToMoV-A realiza varios ciclos de replicacion. De las células inoculadas se
extrajo el DNA total, el cual se trato con las enzimas Dpnl y Apal. La enzima Dpn |
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reconoce DNA metilado y permite eliminar el DNA plasmidico que se introdujo a
las células, mientras que la enzima Apal lineariza el DNA que se genera en la
replicacion viral. EI DNA digerido se corri6 en un gel de Agarosa al 1%, se
transfirid a una membrana de Nylon y se procedié a realizar un Southern blot
usando como sonda el fragmento Apal/ Sacl de ToMoV-A. En la figura 10 se
muestra el resultado obtenido en el Southern blot, en el que observamos dos
bandas que hibridan con la sonda utilizada, una de ~2600pb y otra de ~1600nt. La
banda de 2600pb corresponde al DNA viral de cadena doble y la banda de 1600nt
corresponde a DNA circular de cadena sencilla generada en el proceso de
replicacion viral por CR. La capacidad de autorreplicacion en células NT1 de 6 de
los 7 DNA-As hibridos indica que la proteina Rep quimérica es capaz de reconocer
los iterones del virus donador del IRD. El Unico caso en el que no se dio la
autoreplicacion fue en el virus hibrido TohibPepGMV. La incapacidad para
autorreplicarse de este DNA-A hibrido puede estar relacionada al hecho de que el
virus donador del médulo replicativo, (PepGMV) es el Unico entre los begomovirus
examinados que pertenece a un linaje diferente al de ToMoV, el llamado clado del
Squash leaf curl virus (SLCV). Los begomovirus de este linaje poseen
caracteristicas distintivas en el arreglo, posicionamiento y nimero de iterones que
presentan, ademas de tener en su origen de replicacion elementos como la caja
GYA adyacente a la estructura de tallo-asa, la cual podria interactuar con factores
de la planta. Por otro lado algunos otros elementos como la caja G y GA-1
presentes en los begomovirus tipicos como ToMoV no se encuentran en los virus
del clado SLCV (Arguello-Astorga et al 1994, Hernandez-Zepeda et al., 2009;
Figura 11). Las mencionadas diferencias en el origen de replicacion de ToMoV y
PepGMV sugieren que la proteina Rep de PepGMV en su forma silvestre
probablemente establece interacciones con ciertos factores de la planta para
formar un complejo proteinico necesario para la replicacion; este complejo podria
no ensamblarse adecuadamente en presencia de la proteina quimérica de
TohibPepGMV.
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Figura 10. Southern blot de extractos de DNA total de células NT1 inoculadas
con ToMoV A o con los componentes A hibridos. 1) Vector vacio
pBluescriptSK-Il;  2).- ToMoV-A; 3).- TohibTaino; 4).- TohibPYMV; 5).-
TohibPHYVV; 6).-TohibOkYMMV; 7).- TohibSinaloa; 8).-TohibTGMV; 9).-
TohibPepGMV.
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—t AT &

TATA-Dox

Figura 11. Organizacion de los iterones y otros elementos diferenciales entre
los begomovirus del clado del SLCV y los begomovirus “tipicos”. El nimero
de iterones, representados con flechas, es mayor en los begomovirus del clado
SLCV que en los begomovirus tipicos: ademas dos de los iterones en el clado
SLCV existen en la proximidad del elemento tallo-asa. Otros elementos
diferenciales como las cajas GA-1, GYA y G son mostrados. (Modificada de
Hernandez-Zepeda et al., 2009)

[11.5.- Transreplicacién de componentes B heterélogos por los componentes
A hibridos

Habiendo evaluado la capacidad de autorreplicacion de los virus hibridos el
siguiente paso fue evaluar la habilidad de replicar los componentes B heterélogos
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con el origen de replicacibn en comun. Para llevar a cabo este experimento se
cobombardearon los hibridos de TohibTaino, TohibPYMV, TohibPHYVV vy
TohibTGMV con su respectivo componente B heterdlogo (Tabla 4). Los hibridos
de OkYMMV y BGV-Sinaloa no se usaron en este experimento ya que no se
contaba con los componentes B de estos virus. Como control negativo en el
experimento de trans-replicacion también se hicieron las coinoculaciones de
ToMoV-A tipo silvestre con cada uno de los componentes B heterdlogos (Tabla 4).
El Southern blot realizado al DNA total de las células coinoculadas (Figura 12)
mostroé que los cuatro virus hibridos son capaces de trans-replicar el componente
B heterdlogo respectivo; lo que contrasta con el resultado obtenido con el virus
ToMoV-A silvestre el cual no trans-replico ninguno de estos componentes
heterologos (Figura 13). Es de recalcar en este punto que la proteina Rep
quimérica producida por cada uno los virus hibridos solo difiere de la producida
por ToMoV-A en los 11 primeros aminodcidos. En la figura 12 se muestra en la
parte superior la auto-replicaciéon del componente A. La variacion en la intensidad
de la sefial en cada caso puede estar relacionada con la eficiencia de inoculacion
de las células durante el bombardeo, para esta réplica en particular, mas que con
la eficiencia de replicacion per se, ya que en otras replicas la intensidad de sefal
para TohibPYMV y TohibPHYVV fue igual o superior a la intensidad observada
con el virus silvestre ToMoV A (Figura 10). La parte inferior de la figura 12 nos
muestra la trans-replicacion del componente B en las mismas muestras en que se
evaluo la autorreplicacién. Se observa una correlacion entra la sefial que se
obtiene para el componente A y la obtenida para el componente B en los casos de
TohibTaino, TohibPHYVV y TohibPYMV, sin embargo en el caso de TohibTGMV
aun cuando tenemos una sefial muy alta en el componente A la sefal en el
componente B es muy baja. Otro caracteristica encontrada en el virus hibrido de
TGMV fue que de manera consistente mostro una mayor intensidad de banda para
la cadena sencilla que para la cadena doble. Ambas observaciones podrian estar
reflejando algun defecto en la proteina quimérica para reconocer el origen de
replicacion o para interactuar con proteinas del complejo de replicacion. La figura
12 muestra la réplica del carril 6 dado que el gel corrido especialmente para
obtener la imagen, no mostro sefial para la muestra de TohibTGMV, hecho
atribuido a error humano ya que en todos las otras replicas realizadas siempre
mostro sefal.
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Figura 12. Southern blot en DNA total de células NT1 inoculadas con el
componente A de ToMoV o los virus hibridos y su respectivo componente B.
1).- ToMoV B banda purificada de Gel de agarosa; 2).- ToMoV A / ToMoV B; 3).-
TohibTaino / ToMoTV B; 4).- TohibPHYVV/ PHYVV B; 5).- TohibPYMV /PYMV B;
6.- Tohib TGMV/TGMV B, 7).- pBS, 8).- ToMoV A banda purificada de gel de
agarosa, 6b).- Experimento replica de TohibTGMV/TGMVB. La membrana se
hibrido con una sonda especifica para el componente A (arriba) y después de
obtenida la imagen se regenerd e hibridd con una sonda especifica para el
componente B (abajo).
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Figura 13. Southern blot en DNA total de células NT1 inoculadas con el
virus ToMoV A y los componentes B heterologos. 1).- ToMoV B purificado de
gel de agarosa. 2).- ToMoVA/ToMoVB, 3).-ToMoVA/ToMoTVB, 4).-
ToMoVA/PYMVB, 5).- TOMoVA/PHYVVB, 6).- TOMoVA/TGMVB, 7).- pBS, 8).-
ToMoV A purificado de gel de agarosa. En A la membrana fue hibridada con una
sonda radiactiva para el componente A y después de tomarse la imagen se
regenero y se hibrido con la sonda para el componente B.

[11.6.- Infeccidn de plantas Nicotiana benthamiana con los virus hibridos

La habilidad de los virus hibridos para autorreplicarse y trans-replicar los
componentes B heterologos en el sistema de células NT1, y a la vez la variabilidad
que encontramos de un resultado a otro en el sistema de células y la cual no es
posible eliminar, nos llevé a plantear la posibilidad de evaluar la capacidad de los
hibridos para infectar plantas. Para llevar a cabo el experimento se inocularon
plantas de N. benthamiana mediante biobalistica y se mantuvieron en observacion
para detectar el desarrollo de sintomas. A continuacion se explican las
combinaciones con las que se infectaron las plantas (Tabla 6). Como grupo
control se infectaron las plantas con las combinaciones siguientes: ToMoV A con
ToMoV B (6 plantas), ToMoV A con Taino B (6 plantas), ToMoV A con PHYVV B
(6 plantas) y ToMoV A con TGMV B (6 plantas), de estas plantas solo las
inoculadas con la combinacion de ToMoV A con ToMoV B dio sintomas mientras
que las otras combinaciones no produjeron sintoma alguno (Figura 14, incisos A,
F, G y H; Tabla 6). Otro grupo de plantas fue inoculado con la combinacién de
cada uno de los virus hibridos y el componente B de ToMoV por un lado y por otro
con el componente B heterdlogo correspondiente al hibrido (Tabla 6). En este
caso, las plantas inoculadas con cada virus hibrido y su componente B heterélogo
correspondiente mostraron una sintomatologia muy severa (Figura 14, incisos |, J
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y K) mientras que las plantas inoculadas con cada virus hibrido y el componente B
de ToMoV, de manera no esperada, también mostraron sintomas aunque estos
fueron de manera atenuada y con un retraso de al menos 5 dias con respecto a la
infeccion tipo silvestre (Figura 14, incisos L, M y N; Tabla 6). Los sintomas
observados en las plantas inoculadas con cada hibrido y componente B
heter6logo fueron mas semejantes a los sintomas que produce la infeccion de los
virus heterologos silvestres (Figura 14, incisos B, C y D) que a la producida por
ToMoV (Figura 14 inciso A). De esta manera la infeccién por TohibTaino con
ToMoTV B genera un enchinamiento tenue y amarillamiento de las hojas de
manera parecida (no idéntica) a la infecciéon de ToMoTV-A con ToMoTV-B (Figura
14 incisos | y B). La infeccion de TohibPHYVV con PHYVV-B genera una
deformacion severa de la hoja, con un enrollamiento hacia el envés de la hoja y
amarillamieto de las venas (Figura 14, incisos J y C), y el hibrido TGMV con
TGMV-B genera enchinamiento y moteados amarillos de la hoja de manera similar
a la infeccion de TGMV A con TGMV B (Figura 14, incisos D y K). En contraste
con lo anterior los sintomas de las plantas inoculadas con TohibTaino y ToMoV B,
TohibPHYVV y ToMoV B y TohibTGMV y ToMoV B se asemejan mas a los
sintomas generados por ToMoVA con ToMoV B mostrando un enrrollamiento de la
hoja hacia el envés sin amarillamientos moteados o en las venas. También es de
notar que el enrollamiento en las infecciones con los hibridos se da de manera
menos acentuado que en el caso de la infeccion con el virus silvestre (Figura 14,
incisos L, M, Ny A). En este experimento la presencia del DNA viral en las plantas
sintomaticas, asi como la ausencia en las plantas asintomaticas, se corroboro por
PCR con los oligonucleétidos DGRS forward / CP-Xba-Gus para el componente A
y con los oligonucleétidos BC1290 Forward/BV1 310 Reverso para el componente
B (Figura 15). Estos resultados nos llevan a pensar que la interaccién de las
proteinas quiméricas con el origen de replicacion del componente B heterélogo es
fuerte y eficiente ya que se encuentran los sitios de reconocimiento (iterones) para
el IRD especifico mientras que para el componente B de ToMoV que no los posee
el reconocimiento es débil y se refleja en una atenuacion y retardo en la aparicion
de la sintomas (Tabla 6). Otra posible explicacién es que el reconocimiento dado
entre la proteinas Rep quiméricas y el componente B de ToMoV se deba a que
este componente haya recombinado con el componente A hibrido y con ello haya
obtenido elementos del origen de replicacion suficientes para establecer la
infeccion. Para dilucidar esta ultima hipotesis los PCR realizados para el
componente A y componente B (Figura 15) se clonaron en el vector PGEM-Teasy
y se secuenciaron para analizarla progenie viral en las plantas.
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Figura 14. Plantas inoculadas con combinaciones diferentes del componente
viral Ay B. A).- ToMoV A:ToMoV B, B).-ToMoTV A:ToMoTV B, C).-PHYVVA:
PHYVV B, D).-TGMV A:TGMV B, E).- pBluescript, F).- ToMoV A: ToMoTV B, G).-
ToMoV A : PHYVV B, H).- ToMoV A : TGMV B, I).- TohibTaino : ToMoTV B, J).-
TohibPHYVV : PHYVV B, K).- TohibTGMV : TGMV B, L).- TohibTaino : ToMoV B,
M).- TohibPHYVV : ToMoV B, N).- TohibTGMV : ToMoV B.
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Figure 15. Deteccién por PCR de los componentes virales A y B en hojas
apicales de las plantas de Nicotiana benthamiana inoculadas. A) Plantas
coinoculadas con ToMoV A y los componentes B heterologos. A1) ToMoV A:
ToMoV B, A2)ToMoV A:ToMoTV B, A3)ToMoV A:PHYVV B, A4) ToMoV A:TGMV
B,. B) plantas inoculadas con los virus hibridos y su respectivo componente B
heter6logo. B5) TohibTaino:ToMoTV B, B6) TohibPHYVV:PHYVV B, B7)
TohibTGMV:TGMV B. C) Plantas coinoculadas con los virus hibridos y el
componente B de ToMoV. C8) TohibTaino:ToMoV B, C9) TohibPHYVV:ToMoV B,
C10) TohibTGMV:ToMoV B. D) planta inoculada con el vector vacio (11) y planta
sin inocular (12).
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Tabla 7. Descripcion de los sintomas presentados por las plantas Nicotiana
benthamiana inoculadas con cada una de las combinaciones de componentes Ay

B.
Construccion | Componente B | Observaciones  en | Plantas Dias  post
las plantas infectadas | inoculacion
/  plantas | de aparicion
inoculadas | de sintomas
Amarillamiento
(moteado) y | 11/11 15
ToMoV enrollamiento apical
ToMoV A (tipo de hojas
silvestre) ToMoTV Asintomaticas 0/6 NA
PYMV Asintomaticas 0/6 NA
PHYVV Asintométicas 0/6 NA
TGMV Asintométicas 0/6 NA
ToMoTV Amarlllamlento de | 6/11 21
hoja
Amarillamiento y
TohibToMoTV enrollamiento apical | 6/6 21
ToMoV .
de la hoja de manera
atenuada
PYMV Asintomaéticas 0/6 NA
TohibPYMV ToMoTV Asintomaticas 0/6 NA
ToMoV Asintométicas 0/6 NA
Severo enrollamiento
PHYVV aplcql dg la hoja, | 6/11 20
enchinamiento y
TohibPHY\VV motegdo a_lmarlllo
Amarillamiento y
ToMoV enrrollar_nlento apical | 6/6 21
de la hoja de manera
atenuada
Mosaico amarillo vy
TGMV enchinamiento de la | 7/12 21
hoja
TohibTGMV Amarillamiento y
ToMoV enrollamiento apical | 2/6 23

de la hoja de manera
atenuada
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ll.7.- PCR de las plantas inoculadas y secuenciaciéon de los productos
obtenidos

De cada de una de las plantas de los experimentos previamente descritos se
extrajo DNA total y de este se tomo 1ul para utilizarlo en pruebas de PCR usando
oligonucledtidos para amplificar tanto el componente A como el componente B de
la progenie viral. Del componente A se obtuvo una banda de 900 pb que
comprende desde el codén 125 del gen Rep hasta el inicio del gen CP. Para el
componente B se usaron el par de oligonucle6tidos BC1290 forward y BV1310
reverso que amplifican 1100pb. Ambos productos de PCR abarcan la region
intergénica y en el caso de del componente A abarca hasta el codon 134 de la
proteina Rep. Estos productos de PCR se clonaron en PGEM-Teasy y se
secuenciaron. Las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias de
ToMoV y de los hibridos inoculados para detectar posibles re-arreglos gendmicos.
Los alineamientos mostraron que la progenie viral era idéntica a la usada para la
infeccion por lo que se deduce que el reconocimiento es dado por la proteina
quimérica sin modificaciones y que el reconocimiento es aparentemente mas débil
debido a la menor capacidad de interactuar con el origen de replicacion. Estos
resultados correlacionan con aquellos ejemplos en los que el componente B de un
virus puede ser trans-replicado por el componente A de otro aun cuando pareceria
no haber compatibilidad entre el IRD y los iterones (Andrade et al., 2007). También
da pie este resultado a la discusion de como los satélites de DNA que acompafan
a los virus monopatrtitas en el Viejo Mundo, pueden ser trans-replicados por mas
de una especie viral con diferentes IRD (Saunders et al., 2008).
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IV.- DISCUSION

La union de la proteina Rep al origen de replicacion viral ha mostrado que es
altamente especifica y que esta especificidad esta determinada por elementos en
cis (iterones) presentes en el Ori (Lazarowitz et al.,, 1992; Fontes et al., 1992;
Fontes et al., 1994; Arguello-Astorga et al., 1994; Choi y Stenger 1995; Choi y
Stenger 1996; Stenger 1998;). Por otro lado los determinantes de la replicacion
especifica en Trans que interactian con los iterones han sido mapeados dentro
de los primeros 120 aminoacidos de la regibn amino terminal de la proteina Rep
(Jupin et al., 1996; Choi y Stenger, 1995; Campos-Olivas et al., 2002). En una
aproximacion mas fina se mostro que para el virus ToLCV-New Delhi el
aminoacido 10 de la proteina es responsable de interactuar especificamente con
el tercer nucledtido de los iterones del virus (Chatterji et al., 1999). En otro trabajo,
mediante analisis comparativo de secuencias virales, se propuso la hipétesis de
qgue dentro de los primeros 11 aminoacidos de la proteina se encontraban los
residuos responsables de la replicacion especifica de los geminivirus, estos
residuos de aminoécidos forman un dominio denominado Dominio relacionado al
iteron (IRD) (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001). En nuestros experimentos
observamos que el componente A de ToMoV es incapaz de manera silvestre de
establecer una infeccibn con los componentes B heterologos de ToMoTV,
PHYVV, y TGMV. Pero, en cambio los virus hibridos TohibTaino, TohibPHYVV y
TohibTGMV que producen una proteina Rep quimérica con el IRD heterélogo si
pueden establecer la infeccién con el componente B de ToMoTV, PHYVV y TGMV
respectivamente. Este resultado muestra que el IRD es suficiente para conferir a la
proteina Rep de ToMoV la capacidad de unir de manera especifica el origen de
replicacion del componente B heterélogo.

Una observaciéon inesperada fue que los virus hibridos no pierden al cien por
ciento su capacidad para establecer una infeccion con el componente B de ToMoV
si no que mantuvieron su capacidad infectiva aunque los sintomas fueron tenues
y tardios. Esta observacion nos hace pensar que, ademas del IRD, existe otro u
otros dominios en la proteina Rep quimérica que al no ser alterados pueden
interactuar con baja eficiencia con los elementos de replicacion en cis en el
componente B de ToMoV. El trabajo que determino la estructura tridimensional
de la regidon amino-terminal de Rep Yy en el andlisis tedrico del las secuencias de
Rep (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001; Campos-Olivas et al., 2002),
sefialan que el domino beta 5 al estar formando la lamina beta con el dominio
beta 1(IRD) también interactia con el origen de replicacion. En las proteinas
quiméricas este dominio permanece intacto y podria ser el causal del
reconocimiento débil de ToMoV B por los virus hibridos. Por otro lado podemos
citar aquellos trabajos en los que el componente A de un virus puede trans-replicar
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componentes B de otros que no poseen iterones iguales (Andrade et al., 2006) o
el caso de los begomovirus del viejo mundo que trans-replican DNAs beta satélites
sin poseer iterones semejantes (Lin et al., 2003; Dry et al., 1997). Las proteinas
Rep quimericas de ToMoV tienen un comportamiento muy semejante a las de los
virus ToYSV y virus del viejo mundo analizados en estos trabajos. Los autores de
estos trabajos sugieren que la proteina Rep es un tanto verséatil en la replicacion y
gue no es un requisito la conservacion de la relacion de los iterones y el IRD.
Segun nuestros resultados parece haber cabida a ambas ideas, por un lado el IRD
es de gran importancia durante la replicacion que el hecho de cambiarlos en la
proteina de ToMoV le permitié reconocer de manera muy eficiente los iterones de
los virus heterologos y por otro lado puede permitirse cambios en el IRD de la
proteina Rep de ToMoV sin perder de todo su capacidad replicativa. Ahora la tarea
es buscar en la proteina Rep esos factores ademas del IRD que permiten la
replicacion o buscar factores presentes en la planta que pudieran colaborar con la
proteina Rep para formar el complejo inicial con el DNA.

Una indicacion de la importancia de los factores de la planta para la accién de la
proteina Rep nos la da el virus hibrido de TohibPepGMV en donde llevando
aparentemente los elementos virales necesarios, IRD e iterones, este no puede
replicarse.
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V.- CONCLUSIONES

En nuestro trabajo se ha evaluado experimentalmente la participacion de los 11
aminoécidos iniciales como un factor que determinan la union especifica de la
proteina Rep de geminivirus a los iterones en el origen de replicacion. Los
resultados nos indican que los 11 aminoéacidos de las proteinas Rep de ToMoTV,
PHYVV y TGMV son suficientes para conferir especificidad hacia su origen de
replicacion cognado logrando que las proteinas quiméricas de ToMoV pudieran
autoreplicar el virus hibrido y pudieran transreplicar los componentes B
heterologos tanto en la linea celular NT1 como en las plantas de Nicotiana
benthamiana.

Para la proteina Rep de ToMoV, puesto que las quimeras de la proteina aun
mantienen la capacidad de unir el componente B de ToMoV, queda abierta la
pregunta de cuan especifica es y de qué participacion pudieran tener otras
regiones de la proteina en reconocer los iterones cognado. Si analizamos la
secuencia de los iterones de ToMoV, GGAGTATTAGAGTA, observamos que la
primera base de los iterones directos no se conserva, llevandonos a pensar en
una baja especificidad necesaria para ser reconocidos por la proteina Rep. Si
este planteamiento no fuera acertado otra posibilidad que explique porque las tres
diferentes quimeras de Rep de ToMoV mantienen el reconocimiento de ToMoV B
puede encontrarse en los titulos de Rep necesarios para replicar el componente B.
Asi, el hecho de que la sintomatologia en la plantas de Nicotiana benthamiana se
dé con un retraso de 3 o0 mas dias nos indica la necesidad de una mayor
concentracion de la proteina Rep quiméricas para poder recocer los iterones y con
una baja eficiencia reflejada en la atenuacion de los sintomas.

Una tercera conclusién podemos obtener del resultado con la proteina quimérica
de TohibPepGMV, en este caso el IRD no fue capaz de reconocer los iterones
cognado. Estos nos sugiere que para este virus, que pertenece a un clado
diferente al de ToMoV, es necesaria alguna otra region, probablemente la regién
beta 5, para poder interactuar con los iterones o con factores de las células que
permitan la replicacién. Una caracteristica encontrada por Arguello-Astorga y Ruiz-
Medrano (2001) en los virus del clado al que pertenece PepGMV fue que, aunque
existen virus con iterones similares a virus del clado de ToMoV, su IRD no se
asemeja. Esto puede implicar que existe alguna particularidad en la proteina Rep
de los virus de este clado (SLCV) para interactuar con los iterones.

De manera general los experimentos demuestran la importancia de los primeros
11 aminoacidos de la proteina Rep de geminivirus para la replicacion y pensando
en estrategias de control del patdégeno estos aminoacidos son blanco para
bloguear la interaccion de la proteina con el DNA, inhibir la replicacion y prevenir
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la infeccion. Por otro lado pueden generarse proteinas Rep truncas sin capacidad
de replicacion pero con afinidad especifica hacia el DNA de un geminivirus
especifico que compitan por el sitio de union inhibiendo la replicacion viral en una
infeccion.
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VIl.- ANEXOS
Anexo A

Articulo publicado como co-autor, en el que estuve a cargo de los experimentos de
inoculacién en Nicotiana benthamiana con todas las combinaciones posibles entre
los componentes gendmicos A y B de dos cepas del begomovirus Euphorbia
mosaic virus, a través de los cuales se demostro la incompatibilidad replicativa de
estas cepas debida a las diferencias existentes entre sus determinantes de
especificidad replicativa en cis (los iterones) y en trans (el residuo 11 de Rep)
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begomowvirnuses that display distinctive features in their repliation-as=ociated protein {Rep) and vinon-strand
replication origin. The first entirdy characterized Euby isolate i native from Yucatan Peninsula, Mexico;
subsequently, FuMVY was detecred in weeds and pepper plants from another region of Mexico, and partial DMA-A
s=quences revealed significant differences in their putative replication spedficity determinants with respect to
Eubd/-¥P. This study was aimed to imestigate the replication compatibility between two Euby isolates fom the
SMe Country.

Results: A new isolate of FuMV was obtained from pepper plants collected at llisoo, Mexico. FulHength dones of
both genomic components of Euli-lal wes biolistically inoculated into plants of three different species, which
deseloped symptom s indistinguishable from those induced by EubV-YP. Psesudorecombination experiment s with
Eubt-lal and Eubtv-¥F genomic components demonstrated that these viruses do not fomn infectious mam=ortants
in Micofiana benthamianag, presumably because of Rep-iteron incompatibility. Sequence analysis of the Eulv-1al
DHAE intergenic region (IR) led 1o the unexpeced discovery of a 35-nt-long ssquence that is identical to a
s=gment of the rep gene in the cognate viral DMA-A Similar short =p sequences ranging from 35- to 510t in
length were identified in all EuMV isolates and in three distinct viruses from South America related to EuMy. Thess
short rap sequences in the DNAE IR ae positioned downstream to a ~160-nt non-ooding domain highby similar to
the CF pomaoter of begomovinuzes belonging to the SOV clade

Condusions: EubV stmins are not compatible in replication, indicating that this begomowvirus spedes probably is
not a epliating lineage in rature The genomic analysis of EuMV-1al led to the discovery of a subgroup of SLOV
dade viruses that contain in the non-coding region of their DMA-B component, short sp gene ssquences loated
dowrstrsam to a P-promoter-like domain. This amemblage of DNA-A-related ssquences within the DHA-B IR is
reminizcent of polyomavirus micoRhAs and could be imrohved in the posttransaiptional regulation of the cograte
viral rep gene, an intriguing posibility that should be experimentally explored.

Badcground by a circular, single-stranded DNA (ssDNA) genome
The members of the family Geminividdas, one of the two  encapsidated within virions whose morphology is wnigue
largest natural groups of plant viruses, are charactedzed  in the known vicssphere, consisting of two joined, incom-

plete T = 1 icosahedra [1,2]. Geminiviruses are classified

* Comespondence: granguelgipl oy tedumy into four genera, based on their genome organization,

‘I'ICﬂ:'LU-lﬂ ﬂq'-":‘s; i Clamilitn - ecrolighn, AL, Cor plant host range, and insect vector. Members of the most
e Poaceing Intvasd fag™] 3, . red 3

|2 Presa Sam e, 76 Sam Lk P | SIP, L“m diversified genus, Beganmu’rﬂs. are tramsmitted I:tg' the

Full list of aushor Information & avalable a S end of ®w anicie whitefly Bemisia tabaci (Hemipters; Aleyrodidse), infect
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reproalcTion in any madum, peodded he oigna work is propedy doed.
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a wide range of dicotyledonows plant species, and have
either monopartite or bipartite genomes [3]. In recent
decades, these viruses have emerged as major threats
to food and Aber crop produection throughowt the world,
apparently as a result of a great increate in vector
population densities, expansion of crop monocultures,
transport of plant materials between geographically dis-
tant regions, and introduction of foreigner whitefly
biotypes [45].

Approximately 200 species of begomovireses are cur-
rently known, grouped into two major lineages based on

their genomic sequences: the Old World (OW; Europe,
Afrca, the Indian subcontinent, Asia, and Australasia)
and the Mew Wodd (MW the Americas) irises
[6.7]. The OW begomoviruses have elther monopartite
or bipartite genomes, while all NW begomoviruses (for
simplicity, N'W-Beg) have two genomic components,
known as DNA-A and DNA-B The DMNA-A component
of NW-Beg has one open reading frame in the virion
sense (AV] or ¢p gene) encoding the coat protein, and
four ovedapped ORFz in the complementary sense (AC]
or rep gene, AC2 or trap gene, ACS or ren gene, and
ACH that encode proteins imvolved in DNA replication,
regulation of viral gene expression and suppression of
host-defense responses [1,8]. The DNA-B component
contains only two ORFs, one in the virion sense (1] or
nsp gene) and other in the complementary sense (BT
of mip gene), encoding proteins imvolved in intra- and
intercellular movement of the virus [9,10]. The two
genomic components are very different in overall
nudeotide sequence, with the exception of a ~180-nt
segment of the intergenic region (IR) displaving high
sequence identity, termed the "common region” (CR].
This region indudes several repeated sequences (5 to
B-nt in length) called “iterons”, which are closely asso-
ciated to a ~30-nt conserved element that has the
potential to form a hairpin strectume that karbors in its
apex the invariant nomnudeotide 5-TAATATTAC- 3
[1]. Both the iterons and the comnserved noms medeotde
in the hairpin element are functional targets for Rep,
the virus-encoded protein that initiates the DNA repli-
cation by a rolling-cirde (RCE) mechanism. Rep recog-
nizes and binds specifically to the iterons and
subsequenty introduces a mick into the invariant mors-
nudeotide to initate the RCR process [11,12].

The N'W-Beg have radiated to a great extent since its
arrival to the American continent, and severml scondary
lineages or “dades”™ have been identified in phylogenetic
studies [6,13,14]. The most atypical of the NW-Beg
clades is the one named alter the Squask leaf cirl vims
(SLCV) that encompasses more than 15 viral species
distributed foom Southern EUA to Brazil [7,13]. Mem-
bers of the SLCY clade are differentiated from other
NW -Beg by two main features: 1) the number and

56

Pagel of 15

arrangenent of the iterons in their replication origin,
that are distinctive, and 2) the M-terminal domain (Le.,
residees 1 to 150) of their Rep proteins display low aa
sequence identity (< 50%) with proteins encoded by
typical NW-Beg, lacking several amino acd motifs
which are conserved in both NW- and OW - begomo-
virus Rep proteins [[15-17]; unpublished data].

Among the earliest recorded members of the SLCV-
clade is Fuphorbia mosale virm (EuMV), which was
aszociated with symptomatic Euphorbia heterophylia
plants throughout the Caribbean basin and the tropical
Americas since the 1970 [18,19]. However, its molecu-
lar characterization was not carried out wntil 2007,
when the complete genome sequence of EuMV-YP, the
isolate associated with the former plant host in the
Yucatan Peninsula of Mexico, was reported [20]. Conn-
plete DMA-A sequences from two ad ditional EuMVY iso-
lates were available at GenBank at that tme, one from
Puerto Rico (EuMV-PR) and the isolate whose complete
sequence iz now reported here, from Jalisco, Mexico
(EuMV-Jal). According to their full-length DNA-A
sequence identity, the EubMV isolates were classified into
two different stmins, simply termed "A” and "B". The
first strain was represented by EuMV-YP and EuMV-
PR. while EuMV-Jal was the only member of the
“B-strain” [7]. However, the recently described EubV-
IM, from Jamaica [21], displays a very similar sequence
identity to both EuMV-PR (A-strain, 95% identity)
and EuMV-Jal (B-strain 95.4% identity). Therefore,
the relationship between EuMV isolates belonging to
supposedly disting strains should be experimentally
addressed.

In this work we report the complete molecular charac-
terization of EuMV-Jal, which was found infecting pep-
pers and weeds in Jalisco, Mexico, and was shown to be
incompatible in replication with EuMV-YP in reasmornt-
ment experiments. The genomic amlysis of this novel
EuMV strain led to the unforeseen discovery of an
aszemblage of DNA-A homologous sequences in the
intergenic region of its DNA-B, whose position and
arrangement is conserved in several begomovirus spe-
cies, hence suggesting the intriguing possibility of a
functional role of those atypical squences in the infec-
tive cycle of EuMV and its relatives.

Results

Isalation of a mew strain of Euphorbia mosaic vines
During Awtwmn 2005 a aurvey of farming felds infested
with whiteflies in the state of Jalisco, Mexico, was
underizken. Pepper plants exhibiting a variety of symp-
toms (including leaf curling and crumpling, vellow
veing, deformed fruits, and stunted growth) were
observed in fields of three Jalisco localities. Leaf samples
from 63 symptomatic weeds and pepper planis were
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collected, and total DNA extracts were tested for the
presence of begomoviruses using polymerase chain reac-
tion (PCR) with several pairs of degenerated primers
{see Methods). More than 80% of the examined samples
were PCR-positive and sequence analyses of the ampli-
cons revealed that the majority of the symptomatic
planits were infected by begomoviruses belonging to two
different species, Pepper huasteco yellow vein virus
(PHYVV) and Pepper golden mosaic virus (PepGMV),
which commonly infect pepper and tomato crops
throughout the north and central ares of Mexico
[22-24]. Partal DNA-A sequences of a third begomao-
virus were obitained from two pepper samples from the
Castillo locality (close to the Pacific coast, coordinates
197457007 M; 104723307 W), one Nicotiana glauca plant
(“tabagquille”) collected at Sayula (coordimtes 19¢ 455"
H; 103°46"05™ W) and one Enphorbic heteraplyila plant
collected at Teocuitatlin (coordimates 20F12°307 N; 103
30°007 W), In the fbur cases the plants were co-infected
with either PHYVV or PepGMV. The complete
sequence of the DNA-A and DNA-B genomic compo-
nents of the unidentified begomovirus was obtained
from overlapped PCR products derived from one pepper
plnt co-infected with PHYVV (see Methods). Compari-
sons with sequences available at the GenBank database
using BlastN showed that the third pepper-infecting
virus was an isolate of Euphorbia masaic virus, display-
ing a DNA-A overall sequence identity of 95.4% 008%
and 92.1% with EubV isolates from Jamaica [GenBank:
DCE95342], Puerto Rico [GenBank: AF0GR642] and the
Yucatan Peninsuls [GenBank: DO318937], respectively.

Genome onganization of Euly-lal

The EuMV-Jal genome exhibited a genetic arganization
typical of N'W-Beg. The DNA-A malecule [GenBank:
DOQ520942] was 2609 nt in length, and encoded fAve
genes (gp, rep, trap, ren and ACH). The DNA-B maole-
cule [GenBank: HO185235] was 2590 nmt in size, and
contained two major ORFs (BVY and BCIL The com-
mon region (CR) of EuMV-Jal DNA-A and DMNA-B
encompassed 169 and 170 nt, respectively, with 98%
identity. The CR contained the origin of replication
comprizsing the conserved hairpin dement and fve iter-
ons (GGAGTCC) that displaved the characteristic
arrangement of the wiruses belonging to the
SLCV-duster [15,168]. Comparizons of EuMV-Jal CR
with the homologous region of other EuMY isclates
revealed that EubV-Tal and EubdV-TM have a DMA-A
replication origin with a composition of putative cis-act-
ing elements different to the hom £ O of EubdV-
YP and EuMV-PE. Indeed, in addition to harbor itera-
tive elements with a distinet nudeotide sequence, the
EuMV isolates from Jalisco and Jamaica display a G-box
motf in the immediate vicinity of the conserved hairpin
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element, which is absent in the DNA-A of EuMV-PR
and EuMV-YP (Figure 1A). The later viruses display
irstead a conserved motl (GGGECAAAA) that is char-
acteristic of most members of the SLCV-dade (ouwr
unpublished data). In contrast with the differences
observed between the DNA-A components, comparisons
of the DMA-B CR mevealed a similar modular organiza-
tion in all EuMVY olates with a G-box motif adjacent
to the hairpin element [Figure 1B). A similar organiza-
tion of the DMNA-B CR i observed in Euphorbia yellow
mvgsale virng (Fernandes et al, unpublished) [GenBank:
Fle12507 and Fl619508], a recently described begomo-
virug from Brazil, that iz a distant relative of EubV

(Figure 1B).

Phylo genetic relationships

A phylogenstic tree based on the fall-length DMNA-A of
four EuMV isclates, 200 NW -Beg and several bipartite
and monopartite OW-Beg (Table 1), was generated
using the neighbor-joining methed with 1,000 boot-
straps replications (Figure 2). The analysis indicated a
close relationship between the EuMY isolates from
Mexico and the Caribbean basin with the following
three begomovimses from Sowth Americe Tomate sild
yellow leafl curl Aragua virns (TMYLCAV) from Vene-
zuela [GenBank: AYY2T2TT], Euphorbia mosale Peru
virs (EubPV) [25], and Euphorbia yellow mosale vims
{Eu¥YMV]) from Brazil. This grouping was well-sup ported
by both the phylogenetic analysis (bootstrap value 84)
and the pairwise-identity analyses (Table 2), thus defin-
ing a sub-lineage within the SLCV dade that is broadly
distributed in the American continent A phylogenetic
amalyss based on the full-length DNA-B sequences pro-
duced similar resulis for the EuMV subclade and the
group of cucurbit-infecting viruses (data not shown),
but not for other members of the SLCV lineage that
were placed into growps that are not congreent with the
phylogeny derived from their DMNA-A sequences. The
incongruent phylogenies of DNA-A and DNA-B compo-
nents of some begomovireses is generally indicative of
recombination andlor reasortment events [6,26].

Recombination analyss

The differences between the strains A and B of EubdV
reganding nudeotide sequence and modular arganization
of the Orf region could be indicative of either divergent
molecular evolution or intermolecular recombimation
between co-infecting begomoviruses [37.28]. To search for
potential recombinant sequences in the genome of EuMV
strmins, we amalyzed sequence alignments that incleded
the DMA-A of the bur EubY isolates under exam, a5 well
as diverse sets of begomoviruses of the SLOV dade, using
the suite of programs for detection of recombinant break-
points integrated within the RDP package [29]. The
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analyss dentified a ~210-nt long EuMV genomic region
(recombinant breakpoints at positons 2432 and 33 of
EuMV-Jal DMNA-A) a5 a ragment of possible recombinant
origin, which induedes the entire common region [~ 170-
nt) as well as the first 44 nucleotides of the rep gene,
encompassing the [RD-coding sequence [17]. The plawsi-
ble recombinant orgin of this DNA fragment is under-
score by direct compardsons of the DNA-A components
from EubV-TM and EubdV-PR, which are members from
different strains exhibiting very high sequence identity
(97.4%) along a segment encompassing ~2 400 out the
25p00-nt of its DMA-A, a fact that is in dear contrast with
the low sequence identity (77.5%) displayed in the 210-nt
genomic region lanked by the recombinant breakpoints
detected by our analysis

The asmembled data suggest that EubV A-strain viruses
are the product of an intermolecular recombdnation event
involving an EubV-[M-related virus (the major parent)
and a virus closely related to Calapogoninm golden mosa ic
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virns (CpGM V) [GenBank: AF430402] which might have
domated the ~210-nt fragment with the viral replication
module. This DNA segment, which is entirely identical in
sequence between EuMV-PR and EuMV-YP, is shared
with CpGMVY at %% of necleotide identity. Two addi-
tiomal observations support the hypothesis of intermolecu-
lar meombination: (1) The absence of a G-box element
within the CR of the DNA-A component of Eub{V-YP,
that is nevertheless present in their cograte DNA-B com-
ponent (see Figure 1); and (2) The lower than expected
sequence identity of the EuMV-YP common region
{ie. B6%) that is in contrmst with the high identity of the
CR of both EubdV-Jal and EubdV-TM (8% and 96%,
respectively) [20,21].

infection of host plants
EubdV-Jal was identified in four feld samples that oon-
tained an additional distinct begomovirus, a5 mentioned
above. In order to examine expedmentally EuMV-Jal in
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Table 1 Mames, acronmyms, and GenBan k acoess on

numbers of the geminivinmes wsed in this study

Acrompm Acoession number
DHA-A DHAE

Abwmlon mosac s Sahty MO _OOEE WO _Oem
Afcan @asna MOsac WIS SO MC_OON4AT WO _O0IE
Ageraum yellow wen wne SN OO0
Bean o mosac vinus Bl W00 WO O0TRE
Bean dwad mossc vinus =0T MC OO WO 0019
Bean golden yellow mosac wms  BGYRY MC 0041 WO 0014
Beet cudy 0D wine BT [ ) i
Beet mild arly top vine AT MC_O0dTma
Cahiage leafl cudl vines Call W MIC_ OO WC_O03EEr
China ded tomae was dw MC_O03E0 MO _O03En
Corcharnues gold en masaic vine Gy MO0 W O0Sea
Corchorne yelow vein vine Ca i MC_O0AEE MO _O0ATE
Comtan lenf oumple wne LW MC_0045E0  MNC_004E
Comtan lenf ol multan v sy WC_O04enT
Cumurtst lenf oumple wimes Lo a3y MC_OOEY W OO
Demmodium = disiorson wmes D=0V MC_O0EaR W O0EE
Euphorbia leof ol wvime Bl MC_O0tme
Euphorba leaf cud Indi winas Elly BuisdEnd
Euphobha masic Peny vinas =11 2 AR
Euphoha masic vines-Adism EuM-iE DOERRAe  HOnEnan
Euphoha momic vins-famaca B FHO0E2 LRSS
E.:hahn masic vins-Pusta EMPR AFDEREE

==l
Euphoha mosmic vines- Yua@n  EAMEYP WNC O0ETY MC O0ENTE
Euphodba yelow mosic vins B Y MC_ONFEY WO _OnERM
Papaya leaf cud vines Pa iy AR
Pepper galden mosaic sms PepGhf RO 004000 WC_O0400
Pepper hustem yellow wen P MO _O0Es WO _Owe

WineE

Bhynchosia golden mosac
Yucatin vine

BGhucY MO 012481 NC_On24Er

Sida golden masic wines et MO OO MO 00204
Squash eaf o e a0 MO OOTEa MO 0019
Squash mild kafoud vins MLCY MO O0MAE MO 00404
Squash yellow mild motfe vines SMMoY MO 0038 NC 0023
Tomaho common masac wirus-  ooohy-  BC O10ERE  MC_O10EY
Bral Bz

Tomata galden mosaic Was TEMY MO 00T WO _OMEE
Tomata mild yelow leaf cud TMYLCAY MO ODeae0 MNC_O05as
Anguy dne

Tomata motde v Talio MO _O01E WO _0Ssm
Tomata wevene e cud wines Toal W DOy

Tomata yelow afoud Thalbnd TLOTHY  XAINS AW
wins

Tomata yelow kafoud vns LY H1EEE

Waermelon dhlorosc stunt wrus WindEVY NC 003008 NC_O0ARE

single plant infections, we generated infectious clones of
both DNA-A and DNA-B components (see Methods),
and carried out biolistic inoculation of these dones into
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four plant species: Datura stramoniwm, Nicotiana
benthaniiana, pepper (Capsicun: annumi), and zucchini
(Cumrbita pepa). All solanaceous species wene susoepli-
ble and developed systemic symptoms at 10-12 dpi,
while the zucchini plants did not show symptoms and
no viral DNA was detected by PCR in their tssees at 14
dpi. Symptoms of EuMV-Jal infection varied between
plant species. In N. benthamiana the symptoms
included leaf crumpling, greenish mosics and shortened
internodes (Figure 3A) In pepper plants the first symp-
tom was the appeamnce of small green spots that pro-
gressed into a pale green mosalc and moderate
dowrward leaf curling: a few small necrotic spots were
also observed in several plants (Figure 3B). The most
severe symptoms were observed in D stramonium
phnts whose leaves showed deformation and extensive
green and yellow mottle mst of the foliar swr-
face, progressing in time to necrotic lesions leading to
the destruction of significant parts of the foliar lamina
(Figure 3C). In all, the symptoms induced by EuMV-Jal
in the examined three plant species were very smilar to
those generated by infection of EuMWV-YP [20], hence
suggesting that these viruses express equivalent patho-
genesis factors, as expected from the high amino add
sequence entity of their predicted proteins (Table 2).

EuMV-lal and EuMV-YF are incompatible in replication
The replication modules of the EuMV strains A and B
exhibit two main differences: 1) their iterons display a
different mudestide N within the GGNGTOC oore, and
2) the iteron-related domain of their Rep proteins have
a different amino scid residue at position Xz of the [RD
core FXL*Xs [17], that is either FRLA or FRLT in
A-gtrain virsses, and FRLO) in B-strain members (Figure
1C). These pbservations suggest the intriguing possbility
that EuMV strains A and B could be incompatible in
replication. To answer this we carted out peas-
sortment experiments with the EuMV-Tal and EubV-YP
genomic components. The four possible combinations
A+B of the cloned viml DNAs were biolistically inocu-
lated into N. bernthamiana plants, that were subse-
quently scored for the appearance of disease signs
Systemic symptoms developed at 10-12 dpi in most
plants inoculated with the homelogows mixtures (Le.,
EubdV-Jal [A+B], and EuMV-YP [A+B]k in contast, the
plnts bombarded with the heterologous combinations
(ie, EuMV-Jal [A]/-YP [B] and its reciprocal, EuMV-YP
[A]/-Tal [B]) displaved no symptoms at 12 dpi, and
remained symptomless until the end of the experiment,
at 30 dpi (Figure 4A). These experiments were repeated
three times, six plants for each combimation, with simd-
lar results obtained (data in Figure 4B). All plants inocu-
lated with cograte viral components scored posgtive for
presence of both EuMV DNA-A and DNA-B, based on
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Figure 2 Phylogenetic relationships of Buphorbla mosals wine.
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PCR detection of a ~1300-bp fragment encompassing a
part of the rep and ¢p genes and the entire DNA-A
intergenic region, and a ~1400-bp segment comprising
the DMA-B IR and a part of both BY] and BCI genes.
In contrast, none of the newly emerged leaves of planis
bombarded with the heterologous combinations of
EuMV genomic components tested pogitive for presence
of EuMV DMA-B, although a few plants (5 out 36) were
PCR-positive for DMNA-A at 14 dpi, but not at 28 dpi
(data not shown). These results indicate that viral fac-
tors required for replication are not exchangeable
betwesn EubdV-Jal and BubV-YP.

EuMV BV1 promoter containg a shor sequence

homo logous to Rep gene

In the course of a meticulous scrutiny of the DNA-B
intergenic region of EuMV-Tal to identify potential cis-
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regulatory elements involved in the transeriptional con-
teol of the BCY and BV genes, we unexpectedly discov-
ered a 35-bp DNA streich displaying 100% sequence
identity with a segment of the homologous rep gene.
This sequence is located ~150-nt upstream to the BV1
gene (nucleptides 337-372) and containg the coding
information for aa residues 15 to 25 of EubV-Jal Rep
(Le., FLTYPQUDVPK) that incdudes the conserved Motif
I of the RCR initdators [30]. No additional sequences
homologous to the rep gene wem found in the BV pro-
moter region. The finding of a short sequence apjpar-
ently derived from the cognate DNA-A within the
nonceding region of EuMV-Tal DMNA-B was intriguing
and prompted further scrutiny of other Euby DNA-B
components. In all the examined cases a short Rep
homologous sequence (sRepHS) was found within the
BV1 promoter mgion, which in EuMV-TM i simiar to
the EuMV-Jal element in both sequence and length
(35-nt), but that is longer in EuMV-YP that displys a
DMA stretch 51-nt in length identical to a segment of
its cognate rep gene (Figure 5). A search for analogous
elements in the DNA-B IR from all members of the
ELCV clade revealed that sRepHS elements are not com-
mon, being identified only in two cloge relatives of
EuMV, namely, TMYLCAV from Venezuela and
EuYMV from Brazil. The TMYLCAV sRepHS element
is similar but not identical in both length (36-nt) and
nuclkotide sequence (88% identity) to the equivalent
sequence of EuMV-Jal (Figure 5} In contrast, the
s RepHS identified in Eu¥YMY DMNA-B is different in
both length (45-nt) and nudeotide sequence (< 30%
identity) to the analogous dements of EuMV strains.
Indeed, the EuY MV sRepHS element corresponds to a
distinet segment of the cognate rep gene, encoding the
Rep aa residioes 40-53 (Le, VWEPTYIRVARELH) instead
of Rep residues 15-25 encoded by the sRepHS elements
of TMYLCAV and EuMV. MNotwithstanding its divergent
nuclkotde sequence, the EuY MY sRepHS element i
1008 identical in nudeotide sequence to a segment of
its cognate rap gene like in EuMV and TMYLCAW
(Figure 5) and is located at a position equivalent to the
sRepHS in the latter vimses

sRepHS upstream sequences ane similar to OF promoters
The conservation of sRepHS elements in the DNA-B
intergenic region of EuMV and their relatives suggesis
that those atypical sequences might play a defined role
in the infective cycle of these viruses. Since the
aRepHS eements do not contain a start codon and are
not a part of a distinctive ORF, it seems plausible that
its function, if any, involves an intermediary RNA
malecule. This notion maturally led w to suggest the
exigence of a functional promoter nesxt to the sRepHS
elemeant
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Table 2 Percent ages of sequence identities between EuiMV-Jal and selected begomovinses (DNA and predicted

protei ne®)
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In arder to identify potential [R imternal promoters,
we analyzed the sequences upstream to sRepHS in all
members of the EubV lineage wsing a phylogenetic-
structural approach. This methodology entails the
identification of “phvlogenetic footprintings” (Le, puta-
tive binding sites for transcription factors) and con-
served arrays of them, named "Conserved Modular
Arrangements” (CM As), in non-coding regions of evo-
lutionarily-related DNA sequences [3132]. The new
analysis exposed a DNA-B IR domain ~160-bp-long
exhibiting a remarkable similarity both in overall
nudeotide sequence and modular organization, o CF
promoters of vireses that belong to the SLCV clade.
The example showed in Figure & illustrates the
remarkable similarity between the CF promoter-like
{CPprom-L) domain of EubMV-Jal [R and a 156-nt seg-
ment of the CP promoter of Biwmichesia golden moalc
Yucatan virus (BRRGMYuV), a recently described virus
of the SLOCV lineage [33]. The similarity between these
DMA-B and DNA-A sequences, respectively, includes
nine phyvlogenetc footprintings in a definite order, and
it is extended bevond the start codon of RFGMYuV op
gene including a block of 8-nt of coding sequence that
is conserved in the non-coding sequence of EuMV-Jal
DMA-B.

The demarcated CPprom-L domain of the DMNA-B
IR includes several putative cis-regulatory elements
that were identified by consulting plant transcription
factors databases like PlantCare [34] and PLACE [35]
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Amaong the identified potential cis-acting motifs there
were well-characterized regulatory elements such as
the "Conserved Late Element™ (CLE) [36], the
CCAAT box, and several elements that confer respon-
siveness to a variety of plant hormones (see Figure 6
legend). Among these sequences there i a 12-bp long
element [consensus: CTTTAAT TCAAA) which is
identical to a conserved sequence immediately adja-
cent to the cp gene in more than 75% of the known
begomovimnses from America (Cardenas-Conejo et al,
unpublighed data). The AATTCAA A motfl of the for-
mer element is both a putative ethylene-responsive
element (ERE) and a binding-site for nuclear factors
of carnation, tomato and Solanum melongena [37-39].
In addition, this motif constitutes the 8-nt long leader
sequence of the CPmRENA of Tomate golden mosais
wirus (TGMV) [40]. The ERE-like motf is located
downstream to the actual TATA-box of NW-Beg CP
promoters, at a similar distance (21-29 bp) to that
observed between the ERE and a putative TATA box
in the (Pprom-L domain [Additional file 1: Supple-
mental Figure S1a]. Taken a5 a whole these remark-
able similarities between noncoding DMNA regions
from two different genome components of separate
begomovirus species;, can hardly be explained by ran-
dom sequence convergence; rather, they strongly sug-
gest that the DNA-B CPprom-L domain of EubV and
relatives is evolutionadly derived from a begomovirus
CP promater.
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Figure 3 Symptoms induced by EuMV-Jal in experimentally
infected plants (A) Nootiona benth amibna, (3) Capsiaum annum,
L ad () Dotwo gomonium

Distantly related begomoviruses contain sRepHS elements
The existence of sRepHS elements in the DNA-B IR of
viruses belonging to a minor lineage of the SLCV dade
is an interesting evolutionary enigma To determine
whether analogous elements actually exist in other viral
lineages we searched for rep homologous sequences in
the DNA-B IR of begomoviruses belonging to 12 major
and minor clades distributed in several continents. The
anmalysis of ~60 members of those lineages led us to the
identification of only two additional begomoviruses dis-
playing sRepHS in the BV upstream regiom TGMV
and the recently described Cleome leaf crumple virus
(QLCrV) [41]. These viruses are native from Brazil like
EuYMV, but do not belong to the SLCV dade. The
sRepHS element of CILCrV is 100% identical to a 46-nt-
long segment of its cognate rep gene, encoding the aa
residues 97 to 110 (SSSDVKSYVDKDGD), that com-
prise the conserved RCR Motif 3 (undedined) [30]. On
the other hand, the TGMV sRepHS element is only 88%
identical to a 52-nt-long segment of its cognate rep
gene, encoding the xa residues 255 -271 (NKVEYN-
VIDDVTPQYLK) of this replication initiator, that
include the Walker B-motif (underlined), a critical aa
sequence of the protein ATPase helicase domain [42,43].

The upstream sequences of TGMV and CILCrV
sRepHS elements were examined, but no significant
similarity between them nor with the BV promoter
region of EuMV lineage viruses was found. However, a
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Figure 4 EuMV-Jal does not form viable reassortants with
EuMV-YP. (A) N benthamiana plames inocubied with ather e wwo
genomic companents of EuiV- 2l Jeff, or the heterdlogows
combrazon EMV-A DNAAVEUWGY? DNAS (aght). Pans were
noafard by mcroparacie bombacdment with § ug of each DNA
c@mponent, and phatographed 26 days after inoadation (Paned B)
Remits of $ie mazsotment expearments between EuVV-YP and
EMV-S. Negaswe consols (plares inoculsted with the empty
vector) were included n the theee independent expeaments bue
e da were omitted for smplicey

careful re-examination of sequences nearby to the 5'end
of CILCrV sRepHS revealed a 23-bp sequence with par-
tial dyad symmetry that is well-conserved both in
sequence and in position relative to the sRepHS element
in all viruses of the EuMV cluster [Additional file 1:
Suppl Figure S1b]. The consensus of this conserved
sequence indudes a palindromic core with the repeated
motif TTGTGGTCC, similar to the CLE, a functional
target of plant transcriptional activators [44,45] that has
been involved in TrAP-mediated activation of the CP
promoter in some begomoviruses [36]. No sequence
similar to the latter symmetric element was found in the
BV1 promoter region of TGMV. In fact, the sRepHS of
the latter virus differs from the analogous elements in
CILCrV and the EuMV subclade viruses in several other
important features: (1) It is not 100% identical to the
corresponding segment of its cognate rep gene; (2) It
has opposite polarity compared to all other known
sRepHS elements; (3) It is closely located downstream to
a putative internal promoter that does not exhibit signif-
icant similitude with CP promoters of SLCV dade
viruses (data not shown). It is relevant to point out here
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that TGMVY and C1CrY are grouped, on the basis of
their ﬁi]]-]ength DMA-A Lo e Tces, within the Brazilian
cluster of NW-Beg [41]. but they have very divergent
DHMNA-B components. Thus, our finding of the sRepHS-
agsociated sen-palindmomic sequence in CLCEV DNA-
B suggests an actual relationship of the latter with the
homaologous genomic com ponents of EubMVY and rela-
tives, a notion that & supported by a recent study that
groups the CILCY DNA-B with viruses of the EuMV
lineage [41].

Discussion

In this study, we described the molecular and biclogical
characterization of a novel stmin of Enphorbla mosale
virus that was solated from pepper planis in the state of
Jalison, Mexico, near to the Pacific shoreline. This virus
displays 92% sequence identity with EuMV-YP, that was
isolated in the same country but in a distant region,
close to the Atantic coastline [20]. These viruses differ
in two important features of their DNA-A replication
odgin region: the nucleotide sequence of their iterons,
and the presence or absence of a G-box element, a cis-
acting sequence which iz critical for Rep promoter activ-
ity in some N'W-Beg [46]. The differences observed in
the predicted Rep-binding sites of EuMWV-Jal and
EuMV-YP prompted us to explore experimentally their
ability to form viable reassortants in psewdoreco mibis-
tion tests. The results of these experiments confirmed
the presumption of replication incom patibility between
EuMV-YP and EubMV-Jal, thus demonstrating that the
latter iz a new, biclogically-defined strain exhibiting dif-
ferent replication specificity.

The finding of begomovirus draing that are not able
to form viable reassortants is somehow bewildering
because the common definition of a vifus species i “AL.
cliss of virites that constitutes a mplicating lineage and
occupies a particular ecological niche” [4748]. Accond-
ingly, it is not expected that straing of a virus species
would be incompatible in replication because that
implies that they do not constitute an actual replicating
lineage. Nonetheless, it is generally recognized that sev-
eral straing of begomoviruses probably are not comple-
mentary in replication because they display different
putative ciz- and frams-acting replication specificity
determinants [7,17]. There is at least one report of
strains belonging to a bipartite begomovirus that are not
equivalent in replication functons (the “severe” and
“mild” strains of Tomato leaf curl New Delhi virus,
TolCHNDV) [49]. However, that case is different from
the one examined here because the "mild” phenotype of
one TolCHDY strain seems to be related to an ineffi-
cient trans-replication of the “cognate™ DNA-B, which
displays Rep binding-sites different to those of the asso-
clated DNA-A [49.50].
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The case of the EubV strains is significant because it
is paradigmatic of an apparently common theme in
be;aum'\d.ﬁu evolution, e, the sudden dunge of virug
replication spedficity determinants by intermolecular
recombination between co-infecting viruses [27,51]
Indeed, the recombination amalysis of EubVY isolates
indicates that viruses of the EuMV A-strain prolbably
evolved by an event of DNA intermolecular exchange
involving a member of the EubV B-strain and a virus
related to CpGMY, which had dormted a ~200-bp DA
segment encompassing the region of the virus replica-
tion odgin and the fist 44 nucleotides of the rep gene
If this hypothetical scenario is accurate, then the recom-
biration event should have cdanged smultaneoudy both
the iterons and the Rep aa residues interacting with
them, thus maintaining the proper matching of cfs- and
Erans-acting replication determinants in the reoombinant
DMA-A component

Diverse studies have identified the sequences encom-
passing the viral strand replication origin and the rep
gene segment encoding the Rep N-terminal domain, as
the regions of geminvirus genomes most frequently
exchanged during recombination [28,51-53]. This iz
congigtent with the known genome localization of the
Rep-binding sites and the coding sequence of the Rep
donsin that contains the putative DNA-binding specifi-
city determirants of this protein, which have been theo-
retically mapped into the first 75 aa residues [17.54]
Comequently, a recombimtion event involving a gen-
ome portion as small as 200 to 360-bp might confers a
completely different replication phenotype to begomo-
vireses involved in mixed infections, a5 presumably i
the case for the EubdV strains,

Since that intermolecular recombination is'has been a
major force in the evolution of geminiviruses, the con-
cepts of both “tpecies” and “strains” should be adapted
to the peculiar mature of these entities, that are genetic
mesaics in continual change, different in guality to cel-
lubsr organisms. [n fact, it is albogether possible that a
significant part of the currently recognized begomovires
species would not constitute “replicating lineages™ in a
strict sense, a3 would be the case of EuMV, according to
our expeﬂment:] data. For instance, a tharaugh
sequence analysis entailing the identification of the
putative ¢is- and trars-acting Replication Specificty
Determinants (RSDs) of the 182 recognized begomo-
virig species sumimarized by Fauguet et al. in 2008 [7]
revealed the existence of 34 species that include at least
two groups of viruses exhibiting distinet putative BSDs,
analogous to the strains A and B of EuMV. Further-
maore, some ICTV-accepted species as Ageratum yellow
veln Hualian virus, Honeysuckle yellow veln virus,
Tomato leaf curd Bangalore vims, Tomate kaf curl Phi-
lippines virus, Tomaty leal curl Taiwan virus, and
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ToLCHDV, include three dasses of viruses differing in
their putative RSDs and one viral species, Ageratumr yol-
low vein vimis comprises four types of viruses harboring
distinct replication modules, pliusibly acquired through
independent episodes of intermaolecular recomb ination
[ Arguello-Astorga, unpublished data). In view of the sg-
nificant mumber of begomovirus speces with variants
that are seemingly analogous to the strains of EuMV, it
would be important to establish a formal distinetion
between straing with similar BSDs, that represent acbeal
replicating lineages, and replication-incompatible strains,
that appamntly do not.

What is the function of the DNA-B sRepHS & ements?

During the analsis of the intergenic region of EubV-Jal
DMNA-B we discovered a short DNA stretch identical to
a segment of the rep gene coded in the cograte DNA-A.
[t was subsequently find out that amalogous sfepHS ele-
ments exist in the DNA-B IR of at least five begomo-
virus species, all them from the New Waorld: EubY
from Mexico and the Cardbbean basin, TMYLCAY from
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Venezuela and Eu¥YMV, CILCeV and TGMV from
Brazil With the exception of the short rep homologous
sequence in the DMA-B IR of TGMV (that seems to be
evolutiorarly unrelated) the sRepHS elements of bego-
moviFises have in commson several characteristics. All
of thent (1) are short sequences, ranging from 35 to 51
nuclestides in length; (2) are 100% identical in nudes-
tide sequence to a segment of its cognate rep gene; (3)
have opposite palarity than the rep gene; (4) are located
65 to Bl-nt downstream bo a putative internal poomoter
highly simiar to CP promoters of viruses of the SLCV
clade (CILCrV being an exception); (5) are positioned
749 nt downstream to a 23-bp partly palindromic ee-
ment with a repeated motif simiar to the CLE and [6)
are situated 115 to 145-nt wpstream to the 517 gene. In
contrast, the sBepHE dements of viruses that are dis-
tantly related, like EuMV, Eu¥YMVY and CILCrV, have
entirely different nucleotide sequences (see Figure 5),
because the coding sequence represented in those ele-
ments corresponds to distinet sections of the cognate
rep gene.

-
Eullv-¥F
DHA-B 335~ CTTEMCETATICTUAGTEIEATSTTCC AR R SR TR ASTT O TZCATATGIT 385
L I e I O e e O O O N I O B M
i =h 2450 o AACTAT Y UAGIS A G D AR AR A IV AR =2 R0
EuMy-Jal |
DHa -B 338- TTOTTARCATATOCGURITEIGATGT CICIARREE  -3T7E
e e rereee re rerrrr e e
DN -3 Z430-  TrCrTAACS ATUCEHCAGTECHATE I CODAAREA 2350
TMYLCAY |
DHA-B 2580 ToTTACATATICT AATC COATGTTCOCARSCATC A2
L L I T B I O O O
LllA=2 2423- TCOTEACATATOLTCAATSCEATATICCIAANGATE -Z3E8
EuvHy
DHA-B Z88- CTGETORICARGCIGADGTATAT ICGACTORITIGAGATCICICACE - 312
Frrrerr v et reee vereer rr reeern ol
DHA=3 2382- CTGICOTCAMGCCENCSTACATCIGASTCGCTORAGAGUTCCALG ~Z338
UHA=E 354 AATCERGCICCENCETCARGTICTACSTIGASIANEACGEIGATNC- 409
P reerrr re rrreer re reerrrrr e rrrereend
DHA-A 2239 LATCCAGCTCCIACITCAAGTCCTACCTICOACAARGADGOOCATET 2254
Figure 5§ Nudeotide sequence of sRepHS dlements. The upper smquence mmespond ta e DA and fie lower ane to the cognate DAL
Lethers in red within the fepHS slemens of MR and TWMYLCAY denoe diferences with the homologous sequence of Eui-fal. vine
| acromym e lised in Tabke 1.
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An intriguing observation is that the identified afepHS
elements reproduce sequences encoding conserved aa
maotifs which are critical for Rep functions. For example,
the sRepHS of EuMY strains and TMYLCAY corre-
spond to the coding sequence of RCR Motif 1; the
equivalent element of CILCAY encodes the RCR Motif 3,
and the amalogows sRepHS of TGMY duplicate the rep
sequence encoding the Walker B motif of ATPases/heli-
cases An apparent exception is the sRepHS of Eu¥YMV,
which digplays the coding sequence of a conserved Rep
ol of unknown function The evolutionary conserva-
tion of sRepHS elements and the associated sequence
motifs, suggests that those atypical eements play a defi-
nite but hitherto unknown function in the viral infective
cycle. In absence of any factual data it is only Easible to
speculate about the possible function(s) of the sRepHS
on the basis of thelr common damcedstics

Certainly, the most remarkable feature of the sRepHS
elements is its complete identity in nucleotide sequence
with a specific segment of the rep gene in the cognate
DMNA-A component, because the evolutionary preserva-
tion of such an absclute matching between specific seg-
ments of distinet, physically separated DNA molecules,
should imvolve very strong selective pressures against
mutations diminishing the identity between the former
DNA sequences. Therefore, the function of the sRepHS
elements is most likely related to a process that requires
a perdect or very high complementarity between DNA
and/or BNA molecules, such a5 the gene regulation by
microRMNAs | mifh AL,

The miRNAs are ~22-nt-long noncoding RNAs that
posttranscriptionally regulate gene expression by binding
to specific mENAs, thus repressing its transhtion and/or
inducing its degradation [55]. Several DMA viruses (ie,
herpesviruses, adenoviruses, ascoviruses and polyonsa-
viruses) encode miENAs which participate in the regula-
tion of some processes of the viral infection cycle
[56.57]. For example, the simian virus 40 (SV40)
encodes a sngle miBNA which lie antisense to the vieal
mBNA encoding the T-antigen, a multifunctonl pro-
tein essential for virus replicaton. This miRMNA is
expressed late in infection, hence promoting the
T-antigen mRMNA degradation and downregulating the
synthesis of this protein at late stages of the SV40 repli-
cation cycle [38]. In dose analogy with SV40 miRNA,
the sRepHS elements of begomoviruses am single, dis-
crete noncoding DNA sequences highly simiar to a spe-
cific segment of the gene encoding the viral replication
protein. Further analogies between those heterologous
viral sequences are the following: (1) The genomic loca-
tion of the miRNA, but not its nudeotide sequence, is
conserved among polyomaviruses (Le., SV, Merkel cell
vires, human BK vires, JC virus, and mouse polyoma-
virus) [#-61]; simiarly, the location of sRepHS elements
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within the DNA-B intergenic region, but not its specific
sequence, i conserved among begomoviruses (data fom
this study); (2) The tempaoral expression of the SVal
miRMA, that is restdeted to the late stage of infection,
is similar amaong all the examined polyomavireses
[57.59]; likewise, although the temporal expression of
begomovirus trnscripts including the sRepHS region (if
any) is unknown, it s plusible than them would be late
expressed, because the ypothetical promoter that lead
its transcription is similar to begomovirus CF promo-
ters, which are typically active at the late phase of the
viral infection cycle [1.36]; (3) Like the polyomavirus
pre-miRNAs, the DNA-B sequences encompassing
sRepHS and the neighboring sequences, have the poten-
tial to form extensive hairpin structures susceptible to
cleavage by RNase III enzymes (ie, Drosha and Dicer)
involved in the processing of pre-miRNAs (data not
shown). Taken together, these lines of indirect evidence
suggest a potential function of the sRepHS dements in

the posttranscriptional regulation of Rep expression, a
hypothesis that must be expermentally examined.

Conclusions

The evidence gathered in this study indicates that
EubdV-YP and EubV-Jal, which are members from the
strins A and B of Enphorbia mosaic vires respectively,
are sctually incompatible in replication, hence implying
that these viruses probably represent distinet replicating
lineages in natuml ecosystems. The scemario we propose
for the origin of the EuMV A-strain viruses imvelves a
recombination event that substituted the DNA-A core
replication module of an EuMVY B- strain virus, with the
amalogous genomic region of a vires related to CpGMY.
This intermolecular exchange suddenly changed the
replication specificity of the meombinant DNA-A, thus
toggerng the process that led to the evolutionary differ-
entiation of EubV into two distinet straing. The fact
that more than 30 recognized begomovirus species
include two or more classes of viruses with distinet
putative B5Ds (Le, amalogous to the BuMV #mins) sig-
gests that intermolecular recombination events that
involve the virion-strand origin of replication and the
first part of the rep gene, are quite commeon in this
group of ssDMNA vireses, a8 has been previousy pointed
out (51, 52, 53). Another relevant result Fom this study
is the discovery of atypical sequences within the inter-
genic region of the DNA-B component fom some NW-
begomoviruses, mostly related to EuMV. These
sequences include shont fragments of the cognate Rep
gene located downstream from a potential internal pro-
moter very similar in modular organization to CP pro-
moters of viruses of the SLCV dade. Even though we
do not keow the acteal fundion of these sRepHS ale-
ments, several lines of indirect evidence suggest their
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participation in the postiranscriptional regulation of Rep
expression, an intriguing possibility that is currently
being examined in our bomtory.

Methods

Plant samples and DMA extract ion

Samples of symptomatic plants exhibiting leaf curling,
yellow or golden mosaic, vein chloregis andfor stunted
growth were collected in several farm felds in the State
of Jalisco, Mexico, during 2005. Young leaves from
sympto matic pepper plants, a8 wel as a variety of weed
plants found as underbriesh within the field were gath-
ered. Total nudeic acids were extrmcted of feld samples
ugng a modified verson of the Dellporta method [62].

PCR-based detection of begomoviruses

Total DNA extracts from 63 symptomatic plants were
used as templates in PCR reactions with degenerate
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primers designed to amplify two overlapping genomic
segmen (s encompaszing either the complete DMA-A or
DMA-B of begomoviruses belonging to the SLCV dade
[63]. The primers SL2150-for (GACGGCRTTGGEY
GTCTTTGGC) and epYMAC-rev (TTWGASGCAT
GNGTACATGOCA) were used to amplify a DNA-A
segment encompassing the intergenic region and part of
both Rep and CP genes, whereas the primes CP70-for
(GETTGTGAAGGNCCNTGTAAGGTYCA) and 512
150-rev | GOWGCAAAGACACCAAY GOCGT) were wti-
lized to amplify a complementary and partally over-
lapped DNA-A segment Amplification of DNA-B
sequences was performed with degenerated primers
BC1-290-far [GAARTAGTGGAGATCTATGTTR
CAYCT) and BVi- 470-rev (CCATGRCTRTGRA
TYCTWGCROC), designed to amplify the complete
intergenic regon together with a part of both the BC1
and BV1 genes To amplify the remaining part of DMA-
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B the degenerate primers BC1- 2%0-rev (CCSAT-
MAGRTGY AACATAGATCTCC) and BV1-310-for
(AGGWACRGTNAARATYGARCGTGT) were used.
The PCR-products were doned into the pGEM-T easy
vector (Promega) and subjected to Restrction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)-analysis by using Ecoflt
in combination with either Hinf 1 or Msp L The pro-
duced DNA molecules were fractioned in 2.5% agarose
gels, and PCR dones with different restriction patterns
wene egquenced.

Generation of infectious EuMVY chones

To done the full-length genomic components A and B
of EuMV-Jal, the DNA extract of one pepper plant
infected with both EuMV-Jal and PHYVY collected at
the Castillo locality (see Results) was subjected to mlling
circle amplification (RCA) using the TempliPhi kit (GE
Healthcare, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The full-length EubV DNA-A was
obitained by cutting the RCA-amplified DNA with Xhe [
and subsequent cloning of the 2.6 Eb DNA maolecule
into a plasmid vector. The full-length EubV DMNA-B
could not be obtained by a similar procedure after sev-
eral attempits. Consequently, abutted divergent primerns
designed over the unigue BamHI site in the DNA-B of
EuMV-Jal were used in a standard PCR procedure, and
the generated 2.6 Kb amplicon was cloned into a
PGEM-Teasy vector (Promega). The infectious clones of
EuMV-Jal A and EuMV-Jal B were generated as follows:
the 0.8-Eb BamHI- Xbal fragment of EubV-A contain-
ing the arigin of replication was doned into the BamHI-
Xbal sites of a modified pBlueSeript plasmid to create
pEu-odA. Subsequently, a full length DNA-A of EuMV
digested with Xbal wat inserted into the Xbal zite of
pEu-oriA to generate the viral replicon pEulMV1.334.
The infectious clone of EuMV-B was generated by an
amalogous procedure: the Rll-dength DNA-B doned into
pPGEM-T easy was digested with Neol and re-ligated.
This procedure deleted a portion of the viral genome,
leaving intact all dements important for replication (1.3-
kb), thus generating the pEu-oriB plasmid. Fimally, a
full-length DNA-B digested with BamHI was cloned
into the BamH1 site of pEu-ofB, vielding the infectious
clone pEuMV1.58.

Plant infection assays

MNicotiana berthamiana, Capsicum anmumn and Datura
stramon i plants were inoculated using a low-pressure
biolistic method [64]. The target leaves (third- to four-
leaf stage) were either directly shot at 100 to 120 psi
helium pressure with tungsten particles (0.7 mm,
BioRad, Hercules, CA) covered with the EubdV-A and
EuMV-B viral DNAs (5 pgh or inoculated mechanically
by wing carborundum according to a procedure
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recently described [65]. The inoculated plants were
maintained in an insect-free growth chamber (27°C,
daily cycle of 16 h light -8 h dark), and subsequently
scored for the appearance of disease symptoms. The
infection status of the inoculated plants was assessed by
visual inspection of symptoms and by PCR analysis of
all plants at the end of the expedment.

Reassortment eperiments

Prevdorecombination experiments were carried out by
biclistically inocubiting seedlings of N. benthamiana
plants with all possible pair combinations of A and B
component dones of both EuMVY-Jal and EuMV-YP.
Infectious clones of EuMV-Jal were partial tandem
repeats of either DNA-A or DNA-B components, as
mentioned above, whereas in the case of EubMV-YP,
cloned monomedc components were wsed a2 previously
described [20]. A total of 18 seedlings (three indepen-
dent experiments, six plants each replicate) were inocu-
lated with each one of the four possible combinations of
EuMV-Jal and EuMV-YP genomic components. Mock-
inoculated negative controls were included for each
replicate. The inoculated plants were maintained in a
growth chamber {27°C, daily cyde of 16 h light -8 h
dark) and scored for the appearance and development
of disease symptoms during 4-5 weeks. All planis, both
symptomless and symptonsatic, were tested for the pre-
sence of viral DNA in newly emerged leaves at 14 dpi
by PCR-based detection, using both DNA-A and DMA-
B specific primers. Asymptomatic plants were pe-exam-
ined by PCR at 28 dpi, to detect cases of delayed
infection

Phylogenstic analysis

Full DMA-A and DMNA-B sequences from EubV-Tal
were compared with other New World and Old Wodd
begomoviruses avallable at the GenBank-NCBI database,
using BLAST-N. The positions and sizes of EubMV-Jal
open reading frames were predicted using EditSeq
(DMASTAR Ine, Madison, W) Paired alignments were
obtained by the QustalV and ClustalW methods in the
Megalign application of the Lasrgene package (DNAS-
TAR), using the default parameters. Neighbour-joining
phylogenetic trees for Eubiy DNA-A and D'NA-B com-
ponents were constructed wsing Mega 4.0 [66] with 1,000
bootstrap replicates and pairwise evolutionary distances
caloulated with a maximum lkelihood nudeotide substi-
tution model. Trees weme drawn to scale, with branch
lengths in the same units a5 these of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree.

Recombination analyss
Detection of potential recombination breakpoints and
recombinant sequences was carded out using the suite
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of recombination detection methods implemented in
RDP software (29). A sequence alignment containing
four EuMV isolates and closely related species (shadng
»>76% of nudeotide identity with EubMV-Tal) was used as
input data for RDP. The analysis was performed using
the default settings in all detection methods, with a

Bonkrmoni cormected P-value cut-off of 0U05.
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Alstract The plete o of 2 dismnct
vasaat of tomato yellow leaf curl nns-lral aYLCNVIL)
and the DNACA saquence of 2 new sram of somao severe
leaf cwrl vins (ToSICV) molxted = San lun Posos,
Mexico, are descabed and amalyzed The TYLCV.
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viroa-srand repication ongm aad adjacent regulxory
eguences. TYLCV-E.MXSLP:11] was amocated wih
wmxo chimo La Paz vims (ToCRIPV.BMX-SLP 1)) ma
Solarum pimp tnell 40 loon plaze, and wizh pepper huasteco
yellow vem viws (PHYVV MXSLP 1)) and ToSLCV.
GTIMXSIP:11) = a Solomum [yoperscunm plam. Ia
addmon, 2 dmnct ToSLOV exhibzmg low sequence
wesnty (<89 %) to ather ToSLCV molues fom Mexxo
wa found in 2 tomxo plnt collacted @ the same fidd
Sequence analysis of $us sew ToSLOCV sram indicates that
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it is a2 recombmast of chwme rdxives of ToSLCV.
GTIMXSLP11] 33d TOHLPV.BIMXSLP:11] found
mived mfecoons wih TYLCV ILIMXSLP:1 1)

The family Gemtmivirdor n 2 mosophylaix, highly
diversfied group of plast vimises escompxsmg over 220
species disributed wocldwide [3). Members of this Gmily
have gesomes composed of ome o two craalar smgle
sranded DNA (ssDNA) molecules of about 26 30 kb,
packed mwo twinzed guasi-ombedral cpads [17). The
gemmivinues ranamzted by the whitefly Bemiric sbaa
(Geanadius) are clawifiad im0 the gemx Begomovius,
which inchades some of the mos devamxmg vimes
affactng dcotyledomons crop plaass in $he wopical and
temperate mgioms of dhe wodd [25). The gesomes of
begomoviuses ("BGVs") $at xe mative to the New
World are hprute, conuting of two components desi g
nated as DNAA and DNAB. Is cosras moat of the
known O World BGVs have momoparste gesomes
commtimg of 2 smgle DNA molecule bomologous to the
DNA-A compoment of biparste BGVs [17, 25] Tomato
(Solamum bhycopersicum 1.) & an ecomomucally mmporant
vegetshle ix is severely affected by BGVs of which
tomato yellow leaf cud vimus (TYLCV) & the most dam-
aging, most widely disrbuted and most extensively
stadiad [1). TYLCV & 2 monoparste vius i s sasve o
the Mad rerrancnn basin and has conudershly extended =
geogmphical deribation in the bt two decades [185). b
Mexco, TYLCV was firg found @ 1996 = e Yocam
Peaisula dose to the Carbbean (2], and 2 decade lxer, 2
was alwo repocted @ Simaloa [4, 10] ~ 1800 km mway, on
the Pacfic comt Accordmg ®© molkculyr phylogeny
stadies, these dwam Mevian isolites descended from
differest TYLCV isvroduaias [§ 18] Ia addmoa o
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TYLCY ., sevem] BiGVs that are mative w0 the Amesican
concnent bave been described affecting tomao crops in
Mewico |22, 28] Twao of those vinsses, tomato chimo La
Paz vimms (ToChLPY) [12 13] md tomato severs leaf corl
vinss  (TeSLOCV) [20, 24] are pardcabdy intesesting
became bod Pave beem found exchmively inm moxed
mfecions with ofver BEYs, and dweir genomic oompoment
B hx oot been dentified wotil now in spite of effors by
several |horxmosies o isolate diam (12 30, 23, 24). Here,
we deseribe o pew smam of ToSLOW of mecombamome
origm and a2 TYLCW wvadamt exbhid®ing an intergemic
mgion (IR} wit wunigee fanres dix were found m mixed
mfecions wid ToSLOW and TolhLPY m tomas plines
mollected i 2 local®y of de Hmstera region of San Luis
Foeomi (JLF), Mexica.

Leaf matesial fom ome wild  omass  (Solomes
pimpimelifoliver, sample #1-5pmm) and two caldvated
oo plans ol e Jeopersicass;, samples #2-8lye and
HiBlye) eshibitng mossic md leaf arlmg symproms
were oollected dorimg July 2011 i o home garden located
m Aguismon, 1 commty of the SLP seate (21736 05 100 M,
SEAMTEL AT W Tomal DMA was extracted from dhess
mamples by 2 modified version of de Deliporta mediod
[T] and dwe presence of BirVs was msessed by PCR osing
e degenerme prmer cpYMAC Ty m combindon with
o mmgesecific degmenae prmers, mamsy, de
primer ren DR fe, specific for BGWS fmm all contiments
[21], and dhe primer SLZ130-fw, spedfic for vinmes of e
sgaash leaf ool vinms (SLCV) dade a Eneage of New
Wodd BGVs displiving disinaive feastures m therr mpli
mtonasscined prowem (Rep) md de region encom
passmg e odgm of vimon-srand replicaion [11]. The
amplicorns obmimed wih de par of primens gV MACrv !
BLELSw me ~ L35 m lemngh, whereas the PR
products ohtamed weh e par of primess oo YRMAC-ov/
walE R fw are ~ 14 kb in keagh for New World B,
md 155 b for Old World BGWs. To obtain die com
plete DMNA-A sequence of BGV S inthe plant samples, toa
rets of primers, SLI150-mwCPT0-fw and repldER-ovi
P [11, 21] mspecdvely, were weed to amplify a
~ .7 fragment overlipping along o -~ 500-bn segment
wih the peviomsly genemtad amplicons. The pazially
onved apoin g POR products derived from each sample wene
clomed and sequenced sepmaely, and fullblength contgs
were hen assembled. Two sasm of & primers,
BC1-2o0fe BV 1 -4 Ty and BC1-29 00 BVI-310fw [11],
were milived to ampEy DNADR sequences. For primens
(& o [} complementary o sequences wibin de replica
gom origin of ToSLOY were geperaed o assist de PR
amplificadion of is oognate DNACT: primer A&, 5 TAAAT
GEREACACCAGEACACCAL, pamer B 5 -ATTTTGE
TEETGTCCTR GTGTOC3, prmer O, 5 -AATTTGOCE
TTEGTGTOOOCAS, prmer I, 5 - TAAAACOCTOTGS

=
| Springer

GEACACCAAGS. YWinl amplicons were clomed imeo
pFEMT Fasy Vecior (Promega) and sebjected fo nesimic
tiom frag ment length pol vmorphm (RFL P malysis osng
EroRT and Mgl meymes. The digeston producs wene
sepamated by elearopboress m 25 % agamse gels ond
PR clones extibming different msdcson fragment po
tems wer idendfied. Thee mdependent clones of each
type of amplicom with o disdncdve restrcdon paiemn wene
sagaenced. Amomaed saguencing was crmed ox X
LANEAMAIPICYT San Lais Poosl, Mexico) wsmg o
I3 Geneso Amalyzer (Applied Bisysiems). Parwise
mcdentde idmSties were calculted waing de Chastal -V
algorihim of the Megilign applicason of Lasergene
(DNAstar Inc, Madwon, W USA) Phylogemedc mees
were constmcted wing de neghbowrjomimg algoridm
and the mumber of diffemmces mocleotide substmagon
made] avaibble m Mega 5.0 [27]. Recombimation ol yss
was performed usmg e sote of recombinason detection
medods m e RIDPS saftaare [19]).

Al plame samples examined pmdoced two or dres viral
amplcoms with differens BFLP pamess (Sopplementany
Fig. 1a}, bence indicating mimed mfectoms. In sample #1
Spam,, two distnct DNA A-Bke sequences wem smemblad,
one of them comsiting of L6322 m char displiyed che
bighest level of mocleotide sequence identiy (51} to Tol
BL PV-B MR 05) (pccession mo. DOE4T09) o
95 4 %, whemas de second ome exbibited feanmres fupical
of Ol World BGVs, wad feo ORFs m de vEon-semse
and for ORFs im the complementary seme BLAST
amalysis of this asembled genome seguence 274 o
lem gty shworwed s B ghest 51 60 2 TYLCW-IL o lage from
Texas (EF 110800}, as 99 1 9%, This new vasiant was termead
TYLOV-TL M SLP: ). The two Solasume foopersionm
samples comtmned different combimagons of BGVE. B
sample #2-8lyc, dree BOVE wem idengfied pepper
bameon yellow vem vines (PHYWY), ToSLOW  and
TYLOV-IL. The PHYVY DNA-A comased of 2A%) m
with the Highest endty S = 958 %) o PHYWVV.
[WMA:Tam] (XHMIE) wheres the ToSLOV DNA-A
(5% o i lengd) showed che bighes 81 o ToSLCV.
[WIX RaaZ05) (D747, ar 6.7 % The monomandte
BGY i this somple bad o sequence dat was naarly iden
tical (&I = 99 8%} oo thot of TYLOWV-TL[MX-SLP-11] The
sample §%Slyc. on the oher hmd, comtamed two diffesos
DXNA-A molecules, ome of them disploymg 989 %
saggence idemdy to de PHYVV molite from sample 82
Shve (termad PHAWWY- M SLPE 1)) The secomd DMA-A
comsiwting of 2593 ot displived de highest 31w ToSLOWV
isolates from Micamgm (ATS0ETES ond ATSDETEL), o
914 % and 933 % respecively. PCR omplificadon of
DMNA-B seqeences from this sample produced amplicons of
PHYWY B mot of TaSLOY (data med shioen). hfesse
ingly, mo DNAR sequences conld be amplified fom the
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o TYLOVeomfected plans (samples  #1-Smm and
W2-Slyc) despie repented aempes using PCR and ming
axle amplificagon widh Phil? polymersme. Moreover, ina
sysiemate endeavor o amphify DNAR sequences of
ToSLOY by POR, several oligomocleatide primers that
speafically target codcal saguences widan te replicagon
origm ({0} of this visas were used im combmation wh
degenerate pomers complementary o PO and BV con
mervad seguences. No PCR produc was obtamed fom
samples #2-8lic and #3%8lic after 2 nomber of arempis,
aldwon gh ammlicons of dieexpeced sie were obtmned fom
those samples when de TaSLOW Onpectfic prmes were
combi red with degenerate pomers complementary to OF
mnd Rep comserved sequences (Supplemental] Figare 2. An
malogoms shsence of DNAB wes observed previoasly in
peprer plm s co-mfected widh TYLOW-IL and ToCRLPYin
Baja Califormia Sar, Mexico [5]. These ofservatons wag
gest that ToSLCW and ToCHELPY am complemented in
movement fancgons by TYLOY m mined mfecSons.

The vamiety of BGVs identified m the dree fiald samples
exomined and their (renBank accession nambers are sam
marized in Table 1. Two of these vinases were paracalady
meresang, ramely. fie TaSLOW molited fom sample #3
Slye and TYLCW-ILPMRSLP: ] The formers, pm vision
dlly termed ToSLOW-543, exbibited an overall seguence
endry of 909 % wih ToSLOV-GTIMASLPI]] and
R -ER 6 B wnh ofer isolaes of e ToSLOWGT strmim,
mchadimg two molates from Riovesde, Sam Las Pooos:
TeSLOV-GTME R0 1:05] (DO3TAE6) and TaSLOW
GTMA-RoI05] (D3T47). Recombmadon amabws
wsimg the RDPY program and based om 2 (Justal W align
mest of all avaibble ToSLOY (seven isolites) and Toll
BLPV (six isol ®ex ) sequences, meludng those obtined in
i soady, mvealed dor ToSLOW-543 & a mcombman,
wih the seguences spamming the IR 5 segment and all of
compl ementary-senme genes (e, Rep, TrAP, REz and ACH)
origmaimg from TeSLOV-GTIMRESLEILL and de IR
dgit sgment md F oigimageg fom ToChHLPY
BNECSLP 1] (the “mimor” parest). The patagve recom
bimadon event bawesn TaSLOV and TolhLPY was well
sppomed by recombimagon detecion medwds m RDP3
RDP, P oo 8234w 107, Genecony, P oo 161 o 1075
Boomcan, P e 561 = 107 The pmsamed recombinmt
fFagment from fe minor parent is 860 mt m swe (ooord
mates 15-875) and displiys bigh sequence identity (984 %)
w0 ToCRLPY-R[MK-SLP: 1] bue anly 7354 % idenmty to
ToSLOV-GTMESLE 1), In coneast, the remamder of
e DA A-A molecule (coordi nates 876 to 2512 and 1 6o 14}
exbabits 99.1 9% sequence idendity to the st ToSLOWViso
Lot bzt omly 761 % idendty o ToCRLPYV-BMMISLE 1)
Fig. 1} Moreover, clse mapecson of alignments of all
ovailible ToSLOY and ToCHLPY sagoences smongly wap
pated de ypotesis dor o vasiame of ToChHLPR

BINECELP:IL) 05 de mimor parent of ToSLOWV-SHI,
becamee 1 19-n¢ Tmerdon exclusvely pesent n diis Bolae
i% al=o obiserved im the former vinas (Fig. 2. A phiylogenetic
twe hwead on o alignmest of de complete DNAA
seqaences of ToSLOW and ToChILPY molues dentified m
this soady and o mamber of selected New World BGVE, ws
generated (Fig. 3L The dendrogmm reveals two menesEng
faces: (1) TeSLOW and ToCRLPY form a "dsimes” clhoster
that & basal to de SLOV clade, notwshsanding dat ToS

LW, bt modt TolhLPY, exhiifas all e dsimaive festiores
of members of dis lmeage; (2} ToSLOV-583 seems to be
more chmey mlxad to isdlates from Nicaragm than the
ones fom Mexico md (oaemala However, the dau
ilasrated m Figs. | and 2 stromgly saggest that de major
parent of ToSLOV-5483 45 a clse relative of ToSLOW

GTMASLP]. Commidering that ToSLOW-NT & ako a
recombmant of ToSLOV and ToCBLPY, a5 demonstrated
previoasly [24], it is reasomable o pesame thx the bagh
sapaence idemdry @34 %) bermeen ToSLOV-S5#3 mnd
TaSLOCWV-NI & jst o comseguence of delr independent
origm as recombinans fmom fe ame pair of vinmes, not 2
reflecdon of deir acoml phylogenetc relagonsbaps. Taking
im0 acooumt iose observagons md the crrent txonomic
crieria for BGVs emohlsbing i o DNA-A sequence
idemdty lower dun 93 % wid other isolites of a viral
species is indicadve of a separate saim [9], we concladad
that ToSLOW-540 represents an isolate of 2 new ToSLOW
stmn for which the designation ToSLOV-Husteca (ToS

LCW-HLT is pmposed.

Sequaence malysi of dhe monopazie BV dentified m
this smady, TYLOWAL [WMASLP:0IL revedled fwo dis
tmcave featmes of 5 TR (1} A deledion dx elmmmated a
ntlomg sequence located bermeen the Rep-binding stes
(memms) and 2 set of foor pottive edylene- s onsive
elemens (EREs) adjacent o the comserved sem-doon ele
ment Fig. 4a); and (Z) A pedect duplicate of 2 42-m
sagaence adjpcent ¥ to the Rep nck-site m de sem-loop
element, comprsimg e “stem” might amm and 2 DNA
moaf mamed Corserved Late Element (CLE) [26]. Thas
duplicadon is mot found in amy other TYLOW molae
describad o date. The dapbcated sszment was observed m
all sequenced PCR clones, md it presence m TYLOW-IL
[MX-SLE 1] DMNA was confirmed by segoencimg a fiall
lemgh gemome clome obfmed by ROA fmm sample
W2-5hc. A BlasN search revenlad de exstence of malo
gous repented saguences in ofher Old Wodd BGEVs: (1) |
the fimt descibed isolate of Indian cassava mosmic vins
(TAW) (bt mo ofer wolates of this viml species ), whidh
exbibis a 41 -0t seqguence containm g e sem right arm, a
CLE and a frhon element, which & repented dree ames m
tamdem m the IR of both genomic components [14]; (5)m
severa]l BV relased to Eas Aftican cassava mosgic vinas
(EACKN ), mamaly, EACMOY, EACMEY, EACKIY,

.
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Table | Bepoavviewes dentfol in dus soudy

Plst host Hegomovirwes Acoaym GR acossion
aunber
Solanaem Tomuto yellow lof cad virwstmin el Medoo: SanLus Fows. TYLCV.E Quan
i i ifelliam 22011) MXSLP211)
Garple 3l Spim) Tomato cNno La Paz virwstrwa B Me 6o Seo Tais Possi 2001)  ToCRIFPV-R INGW 150
DX SLP11)
Solavaem lcopemicam  Tomaio yellow loof cad viewstmin bl Medoo: SanLus Fows- TYLCV.E INGDYSY
Ganple 2-Siyc) 12000 [MXSLPLLI)
Tomaito weere loaf curl virarstsmn Cuaonsa Metioo: S Lus TSCVOT NGS5
Pows 2001) pXSsLP )
Pepper haarioco yellow vein virwr{ Mexioo San ais Poasi 2001) PHYVVIMXSIP ) Q2122
Solaviem lwopemvicam  Tomaio weere leaf carl viear st Huwtos® [ Mecioo San s TSICVHU INGS2
Garple D-Siyc) Pows 2001) pMXsIPN)
Pepper haantoco yellow wein virwe{ Mexioo San Tus Poos-22001]  PHYVV. Not sulbmizol
pMXSLP210)
s gil )
1 2612
e
ToSLCV-HU Cm QI)
ToSLCV-GT
[Mx:SLP:11] 73.4% I 99.1% |
TChLPV-8 @A% | 76.1% |
[Mx:SLP:11)
TosLCV-NI | 89.7% [ 95% |

Fig. | Rocembaat segions dosoctol in ToSLOV-HUMX SLP 1)
The whonatic raroctd o of TELOV-HU DNA-A s attie wpof
e fpwe and de cquiviex govate wquenes of i putdive
“owgor” wd Csna” pros, o well © B of TSLOV-NL we
speseniod below. Sepnex 1 we mdootude poston of

»
»
b
»

-

o
"

€ OOCCATCCO N
022220000

DL ON -

Fg. 2 Conpisas of awlotde wopuoves slwmt w te
omservel stonop of ToSLOVHU with e hamaogous segion
of swelosel TSLOV wd ToOHL PV soiwes The ompaol soperoes
orspad © te folowiag vewes (1) ToS.CVHUIMXSIP L)

) Speinger

detoste d seomBastion beokponts. The nude otide sogience il ity
w e homoogous segion of TELOVHU & inlicwol « cxh
gorvmic saton Shalol wpnet cammad o gorenic Fagamn
prousdly comriluiod by the “muor” wad “mine” prons
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(2) ToSICVOGTIMX SIP L) Q) TSLOVNINICoa). () ToC-
RIPV.EMXSLPI] 5 ToORIPV. B MX RioMMY 05). 6) ToC
RMPV.-EMX ACS) Lemos i Bue demte nudosdes of ToON PV
it are ot shurol with TSICY
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Pl 3 Phyplogeetic mees b o aigaments of de Sildegh
DMA-A sequeee of wruees ok ied §n this work (el el booe ol
sl ] Bepimmnany i e Thae et we ne g ner o] g e neig o -
pening metanl The pecentgge of mplode mees in whch te
smiinaied s chewral ogeter i the boobree e (000
md EACMEY, all of which exbibi mvo mmperiect repeas
of 36 ot i lemgth contsinim g the sem right arm and 2 CLE
metif (Fig. 4b). Thess seguence smilriges between dis
tandy mlxed BGYS and the presence of duplicate or trp
Bcate TR segments only i certam Baobites of TYLOW and
KMV me mimgaing observmions dix am difficalt of
explim ® present The fandion of te duplicaed fag
ments encompass g the stem right arm and 2 CLE & not
Imcen, bt they could be imvalved in the tmmopooml
mgulaton of viral gemes, hecawss the CLE motif isa well
chrmactenyad oy regulitory element of CF gene expression
m boeh BGWVs and ommovimmes [6, 15, 6] whereas de
sem right amm and ¥ adjacent elemens of TYLOY e
very similar in sequence (8 = 85 %) to o Ment Fagment
(=146 o =112} of cottom leaf corl Muokn vinm
ICLCuMY) whose delegion abalisthed the scdvety of s Rep

BLOW

oo ey | e shown mell b e lrancher. The ewlfionay debnos
wene cragied ddng te number of difeeos metod anl e o
umis of mimber of ke oo per sojamee Bwlionay
analysis wi comducted wing MEGAS Vinis nenes sy anl
Cenfank worsiom aumbers ane Guinl in Supplenesry Talle |
promoter [29]. Therafome, itis ress omable to expect thar the
duplication of e 42Zm IR segment m TYLCOW
TLMICSLP 1] would aker m some way e acdvity and’
or the regul®ory properties of & Rep and OF promoters
an miensang gqueston ot we e comently examinmg.
Phylogenan malyss of New Wodd TYLOWY isolates
showed dar TYLOWVILIMESLELN] 5 more closely
related o isolstes fom de USA than to other Mexican
isolates (Fg. Hh). Moreover, POR clomes of TYLOW
TLAVECSLE 1) deploved RPLP patterns dat wes derly
different from those of TYLCY molies from Smaloa mmd
Baja Califormia Ser (Sapplementary Fig. 1b) Simce the
SLF molue exbibis 2 75t dedsion dat is onigeely shared
with Walites from Texss and Arizoma [16] bae dsnlays o
addigon o distincave 42.at duplication, ® may be mierrad
thar thin moleculyr traie evolved afer dwe delecon event,

-
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B Stem-CLE repested units |
TYLCV[SLP]
o wpeate  SDBE)
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1My
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(% mpwate H-be)
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Fig. 4 Disgacive S of de aesgmie egoa of TVLOV-
DIMNEIP D). (A ) ASgamenr of de wrin-smnd cdga region of
dix ving (upper Bac) with the hendogous region of TYLOV -
DIUSRA Flo], Qewe Eacl ifussiag de XMoan deleion shasal with
TYLOV-L. adane S Teti s Afima The Rep-loading e
{eronsl we mpreenial by arows, aod b et of Tour ERE-Ske moid
CAATTCAAAD in modem is undediael The 6o disscr mpes of
TYLCV-DUSA. Fi] setclag e hoales of fe defetea (ml
lemers) prolsibly wene el in the encsion evenl (B Repeital
s e e neeapinsing el of e comer sl @eme bop element il
shaced regilaiory moff in de IR of dree dimsaly relate]

wiich profably wok place wigin the b= 15 yeass
accordm g to the bimorcal record of TYLOV ineroductons
w0 Amesica [&, 18], This llusmntes te intrinsic poeadal of
BiWs w evalve rmidly doongh spontanecss point mis
goms, deletions md deplicadons in addidon w e pro
cemmen of ressoctment of gemomic components and
miermokecalar racombmxon, which ax die mam mecha
misms of evaksion in fis sobpmun of gemmninases.

Ackmrwledgsest: We tok Salwlor Asbds-Onnelo e B

egremowiniees The mpeis of TYLOVLS1F] dul WMV e perfecn
(5= 100 ), whereas thoee of BEACMTY we mpafed, anl thee
swe o s betwemn ikvickial repeats. The e levanl cleme nis in e

¥ | sy e dsbnguidial by ooloaal emes b “wen™
eightl dem (COGATOROCGOGCL the CLE motd (GTOETOOCC
and the Glron element (OCATTTOL The San AC dimicenide e
TYLCY sl BACMY mpeas v the bl dimicecsde o e
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VIIl.- APENDICES

A. Protocolo para la mutagénesis sitio-dirigida del plasmido pBluescript;
Método de QuikChange site-directed mutagenesis kit

1.- Disefar los oligonucleétidos con la o las mutaciones necesarias en la region de
interés. Los oligonucledtidos deberan tener las siguientes consideraciones.

a.- longitud entre 25 y 45 nucle6tidos con una Tm mayor o igual a 78°C.

b.- el sitio de la mutacion debe ubicarse en la parte media del primer con 10 a 15
nucleotidos en ambos lados del oligonucleétido.

c- tener un contenido de GC minimo de 40% y terminar en una o mas G o C.
2.- Preparar la mezcla de reaccion como sigue:

5ul de buffer 10X para la Pfu DNA polimerasa.

2-50 ng de DNA templado.

125 ng de oligonucleétido directo.

125 ng de oligonucleétido reverso.

lul de dNTPs.

Agua desionizada estéril hasta un volumen de 50ul.Este volumen depende
de la cantidad en microlitros que se hayan puesto de DNA templado y
oligonucledtidos segun la concentracion a la que se encuentren.

e 1ul de DNA Polimerasa Pfu turbo (2.5U/ul).

3.- Someter la mezcla al programa de PCR. Los parametros a utilizar son los
siguientes:

e Desnaturalizacion inicial de 30seg a 95°C.

e 12 ciclos con tiempos de; 30seg a 95°C, 1min a 55°C y 3min 68°C. El
tiempo para la temperatura de elongacion (68°C) depende del tamafio del
inserto, por cada kilobase de DNA dar un minuto de elongacion.

e terminados los ciclos incubar la reaccion en hielo por 2minutos.

4.- Agregar al producto de PCR 1ul (10U) de la enzima Dpn | e incubar a 37°C por
al menos una hora (Dpnl digiere el DNA plasmidico original usado como
templado).

5.- Usar el producto de PCR tratado para transformar células CaCl,-competentes
por choque térmico (apéndice C).

6.- Hacer el escrutinio de las colonias bacterianas obtenidas.
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B. Precipitacion de DNA con acetato de sodio y etanol 100%

1.- Agregar al DNA 2 volumenes de etanol absoluto mas 1/10 de acetato de sodio
3M pH 5.2 y mezclar por inversion.

2.- Centrifugar 5min a 13000rpm vy tirar el sobrenadante.

3.- Agregar 700ul de etanol al 70%. Lavar invirtiendo el tubo suavemente repetidas
veces.

4.- Centrifugar 3min a 1300rpm y tirar el sobrenadante.
5.- Repetir los pasos 3y 4.

6.- Dejar secar la pastilla de DNA y resuspender en 30ul de agua desionizada
esteéril.

C. Transformacion por choque térmico de E. coli Top10F’

1.- Tomar las células competentes de E. coli mantenidas a -70°C y colocarlas en
hielo.

2.- Agregar el DNA a transformar a las células competentes y dejar en hielo por 15
minutos.

3.- Llevar las células competentes con el DNA a 42°C por 1min e inmediatamente
pasarla a hielo.

4.- Mantener en el hielo por 5min y posteriormente en la campana (condiciones de
esterilidad) agregar 1uL de medio LB.

5.- Llevar las células en medio LB a recuperacién por 1hr a 37°C. (En caso de que
no se observe nada turbio el medio, dejarlo hasta que adquiera turbidez, sobre
todo si se trata de transformacion de ligaciones).

6.- Centrifugar 2min a 8000rpm y eliminar 800ul del medio.

7.- De los 200ul restantes sembrar 100ul en cajas Petri con Medio LB solido mas
carbenicilina (ampicilina) a una concentracion de 100ug/ml.

8.- Incubar a 37 ° C por 14 horas.
9.- Hacer el escrutinio de las colonias bacterianas obtenidas.

10.- En el paso 7 los 100ul restantes de células transformadas guardarlos a 4°C
para su uso posterior, por ejemplo en caso de obtener demasiado crecimiento
sembrar nuevamente para obtener colonias bacterianas mas separadas.
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D. Preparacion de particulas de tungsteno usadas para la transformacion por
biobalistica

I.- Limpieza de las particulas

1.- Pesar 60mg de particulas de tungsteno (M10, BioRad) y ponerlos en un
microtubo de 2ml.

2.- Resuspender en 2ml de acido nitrico (HNO3) 0.1N y sonicar 20minutos.
Revisar continuamente que las particulas estén resuspendidas)

3.- Centrifugar a 10000rpm por 2minutos.

4.- Eliminar el sobrenadante y agregar 2ml de etanol absoluto y sonicar
brevemente.

5.- Centrifugar a 10000 durante 2minutos.
6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1ml de agua desionizada estéril.

7.- Asegurandose de que las particulas estén bien resuspendidas dividir el mililitro
contenido en el tubo en 4 tubos (250ul en cada tubo)

8.- Agregar a cada tubo 750ul de agua desionizada estéril.
9.- La concentracion final de tungsteno en cada tubo es de 15ug/ul.

10.- Almacenar a -20°C.

Il.- Recubrimiento de las particulas de tungsteno con el DNA

1.- Poner en un microtubo de 1.5ml (tubo eppendorf) el DNA a utilizar (en nuestro
caso 6.5ug de DNA Ay 6.5ug de DNA B)

2.- Agregar 50ul de particulas de tungsteno (equivalente a 50ug).

3.- Agregar 50ul de cloruro de calcio (CaCl,) 2.5M.

4.- Agregar 20ul de espermidina 0.1M.

5.- Sonicar brevemente (hasta que las particulas se vean resuspendidas).
6.- Centrifugar 10seg a 10000rpm.

7.- Tirar el sobrenadante y agregar 400ul de etanol absoluto.

8.- Centrifugar 10seg a 10000rpm.

9.- Tirar el sobrenadante y resuspender en 60ul de etanol absoluto.

79



10.- Colocar 10ul de las particulas en las membranas acarreadoras para
biobalistica. Dejar secar y proceder con el bombardeo.

E. Inoculaciéon de células NT1

1.- Filtrar las células NT1 de 3 dias de crecimiento en papel filtro millipore de
200um.

2.- Colocar las células filtradas en cajas de Petri chicas con medio NT1 osmético
y dejar ahi por 3 horas.

3.- Montar el DNA a disparar en la pistola de bombardeo de microparticulas
Dupont modelo PDS1000 de BioRad.

4.- Colocar las células a una distancia aproximada de 10cm.
5.- Hacer el disparo usando membranas de ruptura para una presion de 900psi.

6.- Pasar el papel filtro con las células inoculadas a cajas Petri chicas con medio
NT1 (no osmotico).

7.- Incubar las células a 25°C en condiciones de obscuridad por 72 horas.

8.- Recolectar las células raspando suavemente con una espatula y colocarlas en
tubos eppendorf de 1.5ml.

9.- Extraer DNA total de las células para su analisis o almacenar a -70°C.

F. Extraccion de DNA de células NT1
1.- Congelar las células NT1 contenidas en el microtubo en nitrégeno liquido.
2.- Triturar la muestra usando el homogeneizador o el pistilo.

3.- Agregar 250ul de buffer de extraccion (Tris-HCI ph8 0.05M, EDTA ph 8 0.05M,
NaCl 0.15M, N-lauril sarcosina 0.5% m/V, SDS 0.5% m/V, 2-mercaptoetanol
0.01M).

4.- Moler y agregar 500ul mas de buffer de extraccion.
5.- Incubar a temperatura ambiente por 30minutos.

6.- Agregar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclar
vigorosamente en un agitador (vortex).

7.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante.
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8.- Agregar un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y mezclar en el
vortex.

10.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante.

11.- Agregar 5ul de RNAasa (2ug/ul), e incubar 30min.

12.- Agregar un volumen de isopropanol frio e incubar al menos 20min a -20°C.
13.- Centrifugar 10min a 13000rpm.

14.- Eliminar el sobrenadante.

15.- Agregar 750ul de etanol al 70 % y mezclar por inversién suavemente.

16.- Centrifugar 3min a 13000rpm y eliminar el sobrenadante.

17.- Repetir los pasos 15y 16.

18.- Dejar secar la pastilla y resuspender en 30 a 50ul de agua Milli-Q estéril.

G. Extraccion de DNA de plantas

1.- Tomar aproximadamente 50mg de tejido en un microtubo de 1.5ml (eppendorf)
y colocarlos en nitrégeno liquido.

2.- Moler la muestra usando un pistilo estéril.
3.- Agregar 350ul de buffer de extraccién y moler nuevamente.

4.- Agregar 350ul de buffer de extracciéon (Tris-HCI ph8 0.05M, EDTA ph 8 0.05M,
NaCl 0.15M, N-lauril sarcosina 0.5% m/V, SDS 0.5% m/V, 2-mercaptoetanol
0.01M).

5.- Incubar a temperatura ambiente por 30minutos.

6.- Agregar 750ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclar
vigorosamente en un agitador (Vortex).

7.- Centrifugar 10min a 13000 rpm y recuperar el sobrenadante.

8.- Agregar 5ul de RNAasa (2ug/ul), e incubar 30min.

9.- Agregar un volumen de isopropanol frio e incubar al menos 20min a -20°C.
10.- Centrifugar 10min a 13000rpm.

11.- Eliminar el sobrenadante.

12.- Agregar 750ul de etanol al 70 % y mezclar por inversion suavemente.
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13.- Centrifugar 3min a 13000rpm y eliminar el sobrenadante.

14.- Dejar secar la pastilla y resuspender en 30 a 50ul de agua Milli-Q estéril.
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