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Prefacio

El presente trabajo de Tesis consta de dos partes que en apariencia no
estan relacionadas, pero que tienen en comun el ser importantes para el amplio
tema de la evolucién de geminivirus, que constituye un campo de investigacion de
gran interés para nuestro laboratorio.

En la primera parte de este trabajo se describen los experimentos mediante
los cuales examinamos el potencial evolutivo de tres geminivirus, utilizando la
estrategia de “forzar” cambios genéticos en la progenie viral mediante la
substitucidon de un residuo altamente conservado en la proteina iniciadora de la
replicacion viral (Rep). Nuestros experimentos revelaron que estos virus con
genomas de ssDNA poseen una extraordinaria capacidad para generar
rapidamente cambios genéticos en la progenie, los cuales restablecen la habilidad
para replicarse en la planta huésped y producir, consecuentemente, una infeccion
indistinguible de la producida por los virus silvestres.

En la segunda parte de la Tesis se describe la caracterizacion de un nuevo
geminivirus aislado de plantas de chile, el cual mostr6 ser incompatible en
replicacidbn con otro virus que presumiblemente pertenece a la misma especie
viral, lo que pone en cuestidn el valor de ciertos criterios utilizados por los
taxbnomos para definir “especies” en esta gran familia de virus vegetales. Mas
interesante todavia fue el descubrimiento de un pequefio linaje de virus del Nuevo
Mundo con caracteristicas presumiblemente “ancestrales”, hallazgo que se derivo
del analisis del nuevo geminivirus. Los geminivirus de ese linaje contienen, en uno
de sus dos componentes genomicos, secuencias cortas que son idénticas a
segmentos del gen que codifica a la proteina de replicacion, el cual se localiza en
el otro componente gendmico viral. La evidencia sugiere que esas secuencias
podrian formar parte de un sistema de microRNAs que regularia post-
trascripcionalmente al gen Rep del virus, suposicion que de ser correcta,
constituiria el primer hallazgo de un mecanismo de regulacion génica mediado por

RNAs pequeios en virus con genomas de ssDNA.

Xvii



PARTE I.- Evolucién forzada de geminivirus: inestabilidad
de mutaciones en la hélice-4 del dominio de unién a
Retinoblastoma de la proteina Rep.

Resumen

En la ultima década varios estudios del potencial evolutivo de virus con genomas
de DNA de cadena sencilla (ssDNA), como parvovirus y circovirus, han mostrado
que las tasas de substitucion nucleotidica son mas altas que las de virus con
genomas de DNA de doble cadena (dsDNA), y en algunos casos se asemejan a
las tasas de mutacion observadas en virus de RNA. Los geminivirus son
fitopatdgenos que se encuentran distribuidos en todo el mundo y son responsables
de grandes pérdidas en la agricultura. Poseen genomas de ssDNA, y al igual que
los nanovirus y los circovirus, se replican por el mecanismo de Circulo Rodante
(RCR). La proteina Rep de geminivirus es multifuncional y esencial para la
replicacion viral. En los virus TGMV y CalLCuV se ha demostrado que Rep
interactua con la proteina Retinoblastoma (pRBR), un regulador del ciclo celular en
plantas, mediante un motivo de 11 aminoacidos, denominado “hélice-4”. Ciertas
substituciones en un residuo conservado (Leu), ubicado en la parte central de la
hélice-4, ocasionaron un retraso en la aparicion de sintomas con una frecuencia
muy alta, aunque los sintomas fueron similares a los causados por el virus
silvestre. El analisis de la progenie viral recuperada de esas plantas revel6 la
aparicion de nuevos genotipos virales en el curso de la infeccién. La mayoria de
ellos mostraron cambios en la mutacién original, dando lugar a codones para
Leucina (reversion directa), Metionina e Isoleucina (reversion funcional). En este
trabajo hemos examinado el efecto de substituciones equivalentes en la proteina
Rep de tres begomovirus filogenéticamente distantes: el virus del mosaico dorado
del chile (PepGMV), el virus huasteco del amarillamiento de las venas del chile
(PHYVV) y el virus Taino del moteado del tomate (ToMoTV). Los ensayos de
infectividad de los virus mutantes en plantas de Capsicum annum y Nicotiana

benthamiana condujeron a varias conclusiones interesantes: a) el efecto de las
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mutaciones en el residuo conservado de la hélice-4 depende del fondo genético
viral, b) algunas mutaciones son estables y otras revierten con frecuencia
inusualmente alta mediante cambios en el sitio de la mutacién original, o por
medio de mutaciones compensatorias en codones diferentes (mutaciones
supresoras); c) las alteraciones genéticas que restauran la funcion de las
proteinas Rep mutantes involucran solo a tres codones del gen Rep, y son
basicamente las mismas en infecciones de chile y N. benthamiana, aunque su
frecuencia relativa parece ser dependiente del huésped; d) las poblaciones de
geminivirus presentan caracteristicas de cuasi-especies, por la existencia de
varios genotipos en una misma planta. En conjunto, nuestros resultados hicieron
posible la delimitacién de un dominio funcional de la proteina Rep que incluye a la
hélice-4 y que comprende residuos entre las posiciones 125 y 167 de esa
proteina, el cual parece ser critico para preservar su funcidbn en replicacion.
Adicionalmente, nuestros datos sugieren que los geminivirus tienen un potencial
evolutivo similar al de los virus de RNA. Este fenbmeno biolégico de reversion
rapida de mutaciones deletéreas tiene importantes implicaciones en las

estrategias de control que se utilizan actualmente para combatir a los geminivirus.
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PART l.- Geminivirus forced evolution: instability of
mutations within the helix-4 of the Retinoblastoma-
binding domain of Rep

Abstract

In the last decade, several studies of the evolutionary potential of viruses with
single-stranded DNA genomes (ssDNA), such as parvoviruses and circoviruses,
have shown that nucleotide substitution rates are higher than those of viruses with
double-stranded DNA genomes (dsDNA), and in some cases resemble the
observed mutation rates in RNA viruses. Geminiviruses are plant pathogens
distributed worldwide and are responsible for major losses in agriculture. They
have ssDNA genomes and replicate by the rolling circle mechanism (RCR), like
nanoviruses and circoviruses. The geminivirus Rep protein is a multifunctional
protein which is essential for viral replication. It has been shown that Rep proteins
of TGMV and CaLCuV interact with retinoblastoma protein (pRBR), a regulator of
cell cycle in plants, through a motif of 11 amino acids, called “helix-4”. Certain
substitutions in the conserved residue (Leu) located in the center of the helix-4,
caused a delayed onset of symptoms with a very high frequency, although the
symptoms were similar to those caused by the wild type virus. The analysis of the
viral progeny recovered from these plants revealed the emergence of new viral
genotypes in the course of infection. Most of them showed changes in the original
mutation, resulting in codons for Leucine (direct reversion), Methionine and
Isoleucine (functional reversion). In this study we have examined the effect of
equivalent substitutions in the Rep proteins of three begomoviruses with a distant
phylogenetic relationship: Pepper golden mosaic virus (PepGMV), Pepper
huasteco yellows vein virus (PHYVV) and Tomato mottle Taino virus (ToMoTV).
The infectivity assays with mutant viruses in Capsicum annuum and Nicotiana
benthamiana plants led to several interesting conclusions: a) the effect of
mutations in the conserved residue of the helix-4 depends on the viral genetic

background, b) some mutations are stable whereas others are reversed with a
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unusual high frequency by changing the site of the original mutation, or through
compensatory mutations in different codons (suppressor mutations), c) genetic
alterations that restore the function of mutant Rep proteins involved only three
codons of the Rep gene, and are basically the same in pepper and N. benthamiana
infections, although their relative frequency appears to be dependent on the host,
d) geminiviruses populations exhibit characteristics of quasi-species nature, due to
the existence of various genotypes in a single plant. Taken together, our results
made possible the delineation of a functional domain of the Rep protein which
includes the helix-4 and comprise residues between positions 125 and 167 of this
protein, which appears to be critical to preserve its role in replication. Additionally,
our data suggest that geminiviruses have a similar evolutionary potential akin to
those of RNA viruses. This biological phenomenon of rapid reversion of deleterious
mutations has important implications for control strategies currently used to fight

geminiviruses.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de los virus: un poco de historia

Los estudios de Adolf Mayer, Dimitri lIwanowski y Martinus Beijerinck a finales
del siglo XIX (1879-1898) establecieron que la enfermedad del mosaico del
tabaco era causada por un nuevo agente etioldgico. Con las técnicas de la
época, este nuevo agente infeccioso era filtrable y no correspondia a la
dimension de las bacterias (contagium vivum fixum), por lo que Beijerinck
denominé a este nuevo agente causal como “contagium vivum fluidum?”;
acontecimiento que marco el inicio de la virologia (Bos, 1995; Zaitlin, 1998). En
los siguientes 50 afios no se tendria una definicidén precisa de estos patdégenos
submicroscopicos, ya que se les conocia simplemente como “agentes
infecciosos filtrables”. No obstante, los trabajos de Stanley, Luria, Delbrick,
Lwoff, entre otros, establecerian la naturaleza de estos agentes infecciosos y
sentarian las bases de la virologia moderna a mediados del siglo XX.

Para los propdsitos de esta Tesis, la definicion dada por Hull (2002) parece ser
la mas adecuada: “un virus esta compuesto de una o mas moléculas de acidos
nucleicos (DNA o RNA) que son encapsidados por proteinas o lipoproteinas y
gue son capaces de replicarse en células huésped permisibles”.

Actualmente, de acuerdo al Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), los virus conocidos se clasifican en 6 6rdenes, 87 familias, 348 géneros
y 2288 especies (http://www.ictvonline.org/virusTaxInfo.asp). Esta clasificacion
obedece a diversos criterios como el tipo y la naturaleza del genoma, la
morfologia de la particula viral o el huésped que infectan. La clasificacion

también refleja las relaciones evolutivas que existen entre ellos.

La importancia de los virus y el papel de la evolucion

Aunqgue la virologia se origin6 como una ramificacién de la patologia animal y
vegetal, su emergencia como una ciencia biolégica independiente se debe en
gran parte a su importancia clinica y socio-econdmica. Se pueden citar al virus
de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (HIV-1), el virus de la hepatitis C
(HCV), el coronavirus responsable del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS) y el virus de la gripe aviar (IAV-H5N1) como ejemplos que preocupan

actualmente a la sociedad.



Ademas de la importancia socio-econdmica, los virus son interesantes desde el
punto de vista molecular, ya que tienen la capacidad para evolucionar a través
de varios mecanismos como la mutacion, la recombinacion y el intercambio de
segmentos gendmicos completos. También los tiempos de generacion cortos y
el gran tamafo de sus poblaciones, los convierten en sistemas muy atractivos
para abordarlos de manera tedrica y experimental desde el punto de vista
evolutivo (Holmes y Drummond, 2007).

De los mecanismos mencionados anteriormente, la recombinaciéon y la
mutacion son los responsables de la elevada variabilidad genética de los virus.
La recombinacién es el proceso por el cual segmentos de informacion genética
son intercambiados entre hebras de DNA de diferentes variantes genéticas
durante el proceso de replicacién. La recombinacion tiene dos consecuencias
importantes: 1) Genera combinaciones inéditas de regiones gendmicas de
distinto origen, y 2) Recupera genomas virales viables a partir de genomas
parentales debilitados por las mutaciones puntuales (Hahn et al., 1988). Por
otra parte, las mutaciones surgen durante la replicacion de los &cidos
nucleicos; es decir, la replicacion no es por completo fiel y ocasionalmente se
incorpora un nucledétido (nt) incorrecto en la sintesis de la cadena nueva. En la
mayoria de los casos, las mutaciones tienen un efecto deletéreo, pero permiten
a nivel de especie o a nivel poblacional superar los cambios en el ambiente
(Manrubia et al., 2006).

Desde 1920 se habian obtenido indicios de la naturaleza heterogénea de las
poblaciones virales, pero no fue sino hasta hace unos 30 afios que se le dio
importancia por sus implicaciones clinicas (Domingo, 2003). El fenbmeno de
alta heterogeneidad gendmica se ha descrito principalmente para los virus de
RNA, y se debe principalmente al modo de replicacion; es decir, el uso de
polimerasas propensas a cometer errores (RNA-polimerasas dependientes de
RNA codificadas por el virus; pRdR). Se ha estimado que la tasa de mutacion
de los virus de RNA es del orden de 1.5 x 10~® mutaciones por nucleétido, por
replicacion gendmica (mut/nt/rep) (Drake, 1993; Garcia-Arenal et al., 2001).
Algo muy diferente sucede con los virus de DNA, los cuales se replican por
medio de las polimerasas de DNA dependientes de DNA (pDdD) codificadas
por el hospedero. Consecuentemente, los virus de DNA muestran una alta
estabilidad, ya que sus tasas de mutacion son similares a las de sus
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huéspedes (1.8 x 10® mut/nt/rep) (Bernard, 1994; Drake, 1991; Drake y
Hwang, 2005; Hartwell y Sharp, 2000).

El gran potencial evolutivo de los virus de RNA se debe principalmente a los
eventos de mutacion y seleccion rapida, ya que conlleva a la co-existencia de
multiples variantes en una poblacion, es decir, un conjunto de individuos muy
relacionados entre si, pero no idénticos. A esta poblacion viral heterogénea, se
conoce con el término de cuasi-especie (Eigen, 1971). Asi, la teoria de las
cuasi-especies virales predice que un aislado viral no esta constituido por una
Gnica secuencia genoémica, sino que existe una nube de secuencias mutantes
alrededor de una mas abundante llamada secuencia maestra y que la eficacia
bioldgica del virus (fitness: capacidad para generar progenie) depende de la
poblacién de mutantes o cuasi-especies, ya que ésta es la unidad sobre la que
actua la seleccién (Domingo y Holland 1997).

El poder evolutivo de los virus ha costado vidas humanas a lo largo de la
historia. La pandemia de influenza espafiola en 1918 (Taubenberger y Morens,
2006), asi como la pandemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Buonaguro et al.,, 2007) y la reciente pandemia del virus A (H1N1) 2009
(Dawood et al., 2009), son ejemplos claros de los alcances y las consecuencias
que puede provocar la emergencia de nuevas cepas Vvirales por los

mecanismos descritos anteriormente.

Los virus de plantas

Las plantas constituyen el grupo mas importante de organismos autoétrofos
terrestres y son una fuente importante de nutrientes y de productos
medicinales. Desafortunadamente, las plantas son constantemente atacadas
por una variedad de patdgenos, entre ellos, los virus.

Las enfermedades de plantas que ahora se sabe son causadas por virus se
conocen desde tiempos tan lejanos como el afio 752 DC. El poema de la
emperatriz japonesa KoKen, en el que se describe el amarillamiento de las
hojas de la planta Eupatorium chilensis, se considera una de las primeras
descripciones en la literatura que documenta una enfermedad con una etiologia
viral (Saunders et al., 2003).

Los virus de plantas presentan, en general, una alta variabilidad en su rango de
huéspedes. Algunos infectan s6lo una o muy pocas especies afines
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(especialistas), mientras que otros virus pueden infectar a un amplio rango de
huéspedes, incluso pertenecientes a diferentes grupos taxondmicos
(generalistas) (Futuyma et al., 1988; Whithlock et al., 1996). El impacto de los
virus en la agricultura y la horticultura se encuentra extensamente
documentado en la literatura cientifica, por lo que el estudio de los virus de
plantas es de gran importancia para prevenir las enfermedades virales y evitar
asi pérdidas en la produccion.

Los efectos de una infeccidn viral en plantas van desde la ausencia aparente
de sintomas hasta el deterioro severo y la muerte de la planta. Estas
interacciones (compatible o incompatible) entre el virus y el huésped estan
gobernados por eventos moleculares (Culver y Padmanabhan, 2007). Los
sintomas causados por los virus pueden apreciarse en cualquier tejido u
organo, como hojas, tallos, flores, frutos o raices. De hecho, los nombres de los
fitovirus se derivan usualmente de la sintomatologia que causan en un huésped
particular (Stevens et al., 1983).

A diferencia de los virus que infectan procariotes y animales, la gran mayoria
de las familias de virus que infectan plantas poseen genomas de RNA, y solo
unas pocas tienen genomas de DNA. Esto sugiere la existencia de
restricciones en el huésped para ser colonizados por virus con genomas de
DNA. A pesar de ello, los virus de las familias Caulimoviridae, Nanoviridae y
Geminiviridae han sido capaces de superar esas restricciones y han convivido
con sus huéspedes durante millones de afios (Gilbertson y Rojas, 2004). Los
virus de la familia Caulimoviridae tienen genomas de DNA de cadena doble
(dsDNA), pero se replican por intermediarios de RNA. Por otro lado, los virus
de las familias Nanoviridae y Geminiviridae poseen genomas circulares
pequefios de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y se replican por un mecanismo

similar al que utilizan los bacteriofagos con genomas de ssDNA.

La familia Geminiviridae y su clasificacion

Los geminivirus son fitopatdgenos caracterizados por poseer genomas
circulares de ssDNA de aproximadamente 2.6 a 2.8-kb, los cuales pueden ser
monopartitas o bipartitas y se encuentran encapsidados en particulas virales
con forma geminada (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Harrison, 1985; Stanley et

al., 2005). Estos virus son transmitidos por insectos vectores e infectan plantas
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mono- y dicotiledéneas. Los geminivirus son responsables de enfermedades
devastadoras en una gran variedad de cultivos a nivel mundial, incluyendo
maiz, trigo, cafla de azlcar, tomate, chile, tabaco, frijol, algodon, calabaza,
betabel y yuca (Moffat et al., 1999; Morales y Anderson, 2001; Varma y Malathi,
2003).

La familia Geminiviridae se divide actualmente en cuatro géneros:
Begomovirus, Curtovirus, Topocovirus y Mastrevirus (Figura 1) (Fauquet et al.,
2003; Fauquet y Stanley, 2005). Esta clasificacion se basa en el tipo de
organizacién genomica (mono- o bipartita, arreglo de genes, etc.), el insecto
vector que los transmite y las plantas que infectan. Las vasta mayoria de los
geminivirus conocidos pertenecen al género Begomovirus, los cuales solo
infectan a plantas dicotiledéneas y son transmitidos por la mosquita blanca

Bemisia tabaci (Harrison y Robinson, 2002).

fnean MP (V2)
~MP(V2) V2
RepA & x >\ \\
(of V3 C4 cp
ﬁ (n \ 1)
cp
S— V1)
, Rep (C1) v Rep (C1)
Ny Ny, Ny,
S~ _ ~
- REn (C3) C3
Mastrevirus Curtovirus Topocovirus

\TrAP (C2)

REn (AC3) REn (C3)
Begomovirus Begomovirus
bipartita monopartita

Figura 1. Clasificacion de la familia Geminiviridae. Los cuatro géneros
(Mastrevirus, Curtovirus, Topocovirus y Begomovirus) en los que se clasifica la familia
Geminiviridae son en base a la organizacion genémica (mono- o bipartita), asi como
de los vectores transmisores (Cicadulina mbila, Circulifer tenellus, Micrutalis malleifera
y Bemisia tabaci) y los hospederos que infectan (mono- o dicotiledéneas). En el
esguema se muestra la organizacion genémica de cada género. Los marcos de lectura
se muestran como flechas, mientras que la regibn comdn se simboliza con un
rectangulo negro. Dentro la regibn comun se sefiala el origen de replicacibn como una
estructura tallo-asa, conservada en todos los geminivirus. La nomenclatura mas usada
para los genes se muestra en cada marco de lectura (Rep, CP, etc.). Los nombres
menos comunes en la literatura son indicados entre paréntesis.
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Organizacion gendémica de los begomovirus bipartitas

De acuerdo a la distribucion geografica y la organizacion gendmica, los
begomovirus (por simplicidad, BGVs) se clasifican en dos grandes grupos:
BGVs del Viejo Mundo (Europa, Africa, Asia y Oceania) y BGVs del Nuevo
Mundo (América) (Padidam et al., 1999; Paximadis et al., 1999; Briddon et al.,
2010). Todos los BGVs del Nuevo Mundo (NM) tienen un genoma bipartita,
mientras que los BGVs del Viejo Mundo (VM) son mono- o bipartitas (Figura 1)
(Stanley et al., 2005; Rojas et al., 2005). Ambos componentes gendmicos de
los BGVs del NM (DNA-A y DNA-B) son esenciales para una infeccion
sistémica exitosa. En contraste, se ha observado en algunos BGVs bipartitas
del VM que el componente A por si solo es suficiente para producir una
infeccién sistémica (Galvao et al., 2003; Chakraborty et al., 2003; Saunders et
al., 2002).

Los componentes gendmicos de los begomovirus bipartitas tienen un tamafio
de 2.6 a 2.8-kb (Figura 2A). Los genes en el componente A codifican proteinas
gue estan involucradas en la replicacion y la encapsidacién, mientras que el
componente B codifica para proteinas involucradas en el movimiento del virus a
través de la planta y en la expresion de sintomas (Gafni y Kunik, 1997; Gafni y
Epel, 2002; Lazarowitz, 1992).

De los 5 genes presentes en el componente A, el gen que codifica la proteina
de la capside (CP) es el unico transcrito en el sentido del viridbn. Los cuatro
genes restantes (que codifican a la proteina asociada a la replicacion, Rep; el
transactivador viral, TrAP; la proteina potenciadora de la replicacion, REn; y
AC4) son transcritos en el sentido complementario (Lazarowitz, 1992;
Shivaprasad et al.,, 2005). En ambos componentes existe una region
intergénica (RI) que separa a los dos grupos de genes divergentes. En esta
region se encuentran los elementos importantes para la replicacion y la
transcripcion (Hanley-Bowdoin et al., 1999). Esta Rl empieza en el codon de
inicio del gen Rep y termina en el codon de inicio del gen CP. La RI no codifica
ninguna proteina y su secuencia es altamente variable entre los begomovirus, a
excepcion de un repetido invertido conservado (rico en GC) que tiene el
potencial de formar una estructura “tallo-asa” de aproximadamente 30-nt. Este
elemento de horquilla presenta en su “asa” un nonanucleétido invariante

(TAATATTAC) que incluye el sitio de inicio de la replicacion por circulo rodante
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(RCR) (Gutiérrez, 2000; Laufs et al., 1995). En los begomovirus bipartitas, la RI
también contiene una region casi idéntica entre los componente A y B de
aproximadamente 200-nt, denominada Regién Comun (RC) (Hanley-Bowdoin
et al.,, 1999; Lazarowitz, 1992) La secuencia de la RC es diferente entre los
distintos begomovirus y es utilizada para identificar a los componentes Ay B de
una misma especie. Por otra parte, el componente B codifica dos genes. El
primero, denominado BV1 (0o NSP, “nuclear-shuttle protein”) es transcrito en el
sentido del virion; y el segundo, llamado BC1 (o MP, “movement protein”), es
transcrito en el sentido complementario. La proteina NSP esta implicada en el
transporte de las moléculas virales del nicleo hacia el citoplasma, mientras que
la proteina MP esta involucrada en el movimiento del virus célula-célula via
plasmodesmos, y también en su movimiento sistémico (Gafni y Epel, 2002;
Seal et al., 2006). En la Tabla 1 se resumen las funciones de las proteinas

codificadas por los begomovirus bipartitas.

A
/J\\\
\ g \\
Ace 2 MP NSP
(BC1) BV1) |
., DNA-A DNA-B
(AC1) ‘
TrAP Ren
4, (AC2) (AC3)
B
1 Dominio de oligomerizacion Dominio K5

TPas:

N @) . T

I
- Dominio de unién a pRBR

Dominio de union al DNA

Figura 2. Begomovirus bipartitas. A) Los componentes A y B, codifican 7 proteinas
gue participan en diferentes etapas del ciclo viral (temprana, intermedia y tardia). El
componente A (DNA-A) codifica las proteinas implicadas en la replicacién (Rep y
REN), el control de la transcripcion génica (Rep y TrAP) y la encapsidacién (CP). En el
componente B (DNA-B), las dos proteinas codificadas estan involucradas en el
movimiento célula-célula (NSP) y sistémico (MP). Los marcos de lectura en ambos
componentes son simbolizados con flechas. La regiébn comudn (rectangulo negro) y la
secuencia nonanucleotidica (tallo-asa) son indicados. B) La proteina de replicacion
(Rep) es multifuncional y es esencial para la replicacion de los geminivirus. En el
esquema se muestran los dominios funcionales mas importantes de la proteina. Los
motivos I, Il y lll se sefialan en rectangulos verticales, mientras que las alfas hélices
predichas estan representadas como 6Ovalos. El dominio de ATPasa en la region C-
terminal de la proteina se representa con un rectangulo punteado.
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Tabla 1. Genes y proteinas codificados por los begomovirus bipartitas.

Componente | Gen Proteina | Funciones Referencias®
A AVl | CP Encapsida el genoma viral, participa en | 2, 8
(AR1) el importe del DNA viral al nGcleo, CP

participa en la acumulacion de ssDNA 'y
es responsable de la transmision del
virus que es mediada por el insecto.

AC1 Rep Se une al DNA; posee actividad |1, 4, 6, 10, 12,
(AL1) endonucleasa, ligasa, helicasa vy | 16

ATPasa. Interacciona con proteinas
virales (CP, REn, Rep) y del huésped
(pPRBR, PCNA, RF-C, NbSCEL1, etc.).
Funciona como factor transcripcional.

AC2 | TrAP Activador transcripcional y supresor del | 18, 20

(AL2) silenciamiento génico.
AC3 REn Participa en la acumulacion del DNA | 15, 17
(AL3) viral e interactla con Rep y pRBR.
AC4 | AC4 Supresor del silenciamiento génico 3,19
B BV1 | NSP Exporta el DNA viral del citoplasma al | 7, 14
(BR1) nucleo, interacciona con BC1 para el
movimiento célula-célula
BC1L | MP Involucrada en el movimiento sistémico | 5, 9, 11, 13
(BL1) del DNA vira, modificando el

plasmodesmo e  induciendo la
formacion de estructuras tubulares para
la traslocacion del virus. También esta
involucrada en la patogenicidad.

*Referencias: Ach et al., 1997"; Briddon et al., 1990% Chellappan et al., 2004°; Choudhury et
al., 2006* Duan et al., 1997°; Fontes et al., 1994°%; Gafni y Epel, 20027; Harrison et al., 2002%;
Hou et al., 2000%; Laufs et al., 1995'; Noueiry et al., 1994'; Orozco et al., 1997**; Rojas et al.,
2001"%; Sanderfoot et al., 1996'; Settlage et al., 2001"°; Settlage et al., 2005'®; Sunter et al.,
1990""; Sunter et al., 1994'®; Vanitharani et al., 2004'%; Voinnet et al., 1999%.

La replicacion de los geminivirus: el papel de la proteina de replicacion
(Rep)

Cuando el insecto vector (Bemisia tabaci) se alimenta de la savia de las
plantas, los geminivirus son depositados directamente al sistema vascular. No
esta claro si son las particulas virales completas o solo las moléculas de
ssDNA las que llegan al nucleo para replicarse. Lo que si se sabe es que los
geminivirus no codifican sus propias DNA-polimerasas, por lo que dependen
por completo de la maquinaria de replicacién del huésped. Una vez en el
nacleo de las células permisibles, las moléculas de ssDNA son convertidas en

moléculas de dsDNA. Posteriormente, las moléculas de dsDNA son
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empaquetadas por los nucleosomas del huésped para formar minicromosomas
(Abouzid et al., 1988; Pilartz y Jeske, 1992; Pilartz y Jeske, 2003), los cuales
son los moldes para la transcripcion y la replicacion (Figura 3A).

Todos los geminivirus se replican principalmente por el mecanismo RCR
(Gutierrez, 1999; Hanley Bowdoin et al., 1999), el cual es anélogo al
mecanismo utilizado por numerosos replicones de procariotes (Baas, 1987). No
obstante, también se ha reportado recientemente que los geminivirus pueden
replicar sus genomas por un mecanismo alternativo: la replicacion mediada por
recombinacién (RDR) (Jeske et al., 2001; Preiss y Jeske, 2003; Stenger et al.,
1991). La RCR en geminivirus es iniciada por la proteina Rep (proteina
multifuncional) y se lleva a cabo en dos etapas: 1) Rep se une a los elementos
repetidos en tandem (iterones) ubicados a distancias variables de la estructura
tallo-asa, y 2) La secuencia nonanucleotidica (5-TAATATT/'AgC-3) es
reconocida y cortada especificamente (|) por la proteina Rep entre el
nucleodtido 7 y 8 para iniciar la replicacion del virus por RCR (Elmer et al., 1998;
Fontes et al., 1994; Hanley-Bowdoin et al., 1990; Laufs et al., 1995). La
proteina Rep se une covalentemente con el extremo 5" de la hebra de DNA
cortada, mientras que el extremo 3° OH queda libre y es utlizado como
templado para la polimerizacion mediada por las pDdD del huésped.

Las proteinas Rep de TYLCSV y TGMV son las que se han caracterizado en
mayor detalle a nivel bioquimico (Hanley- Bowdoin et al., 2000; Laufs et al.,
1995), pero al presente sblo se ha resuelto la estructura tridimensional del
dominio endonucledtico (residuos aminoacidos 1-120) de la proteina Rep de
TYLCSV (Campos-Olivas et al., 2002). Los dominios estructurales en la region
amino terminal de las proteinas Rep se caracterizan por tres “motifs” o
secuencias de aminoacidos distintivas (I, Il y 1), los cuales estan involucrados
en la union al DNA, corte y ligacion, asi como en la oligomerizacion e
interaccion con otras proteinas (Figura 2B) (Orozco et al.,, 1997; Orozco y
Hanley-Bowdoin, 1998; Campos-Olivas et al., 2002). Los motivos I, 1l y lll se
encuentran comunmente en proteinas involucradas en la RCR, tales como las
de bacteriéfagos y algunos plasmidos eubacterianos, por lo que se ha
propuesto que las proteinas Rep de los geminivirus forman parte de una

superfamilia de proteinas que participan en la replicacién de virus y plasmidos



que utilizan el mismo mecanismo de replicacion (llyina y Koonin, 1992; lyer et
al., 2004; Koonin y llyina, 1992; Londofio-Avedano et al., 2010).

Participacion de Rep en la interferencia del Ciclo Celular de la planta

Las evidencias sugieren que la modulacion del ciclo celular por parte de los
geminivirus es mediada por la interaccion de la proteina Rep con pRBR (Ach et
al., 1997; Collin et al., 1996; Xie et al., 1995; Hanley-Bowdoin et al., 2004). La
proteina pRBR regula la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. En
G1, pRBR se encuentra unido a los factores transcripcionales E2F (que son
seis en Arabidopsis thaliana E2F a-f) y evita de ese modo la activacion de
ciertos genes que determinan la transicion hacia la fase S (Mariconti et al.,
2002; Vandepoele et al., 2005). En una infeccion geminiviral, la proteina Rep
interactia con pRBR y permite la liberacion de los factores E2F. En
consecuencia, los factores E2F activan los genes para la reprogramacion de
las células diferenciadas y se crean las condiciones necesarias para la
replicacion de los geminivirus (Gutierrez, 2000; Hanley-Bowdoin et al., 2000;
Kong et al., 2000) (Figura 3B).

El dominio de unién a pRBR se ha localizado en la region que comprende los
aminoacidos 101 a 180 de la proteina Rep de TGMV (Figura 2B) (Kong et al.,
2000). En dicha region se predice la existencia de dos alfa hélices
conservadas, de la que al menos una (llamada hélice 4) es esencial para la
interaccién con pRBR (Argiello-Astorga et al., 2004). Por mutagénesis dirigida
se determind que la Leucina 148 de la hélice 4 es critica para la unién con
pPRBR. Ademas, un analisis posterior de las proteinas Rep de la mayoria de los
begomovirus y curtovirus conocidos resaltd la importancia del aminoacido en la
posicion equivalente al residuo 148 de TGMV, ya que éste siempre es Leucina

o0 Metionina, exclusivamente.
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Figura 3. Replicacién de los geminivirus por RCR y modulacion del Ciclo Celular.
A) Cuando el insecto vector B. tabaci se alimenta de la savia de las plantas, las
particulas virales son inoculadas en el sistema vascular (floema). Posteriormente, los
eventos de desensamble y transporte hacia el nicleo de la célula permiten la
conversion de las moléculas de ssDNA en dsDNA. El genoma en forma de dsDNA es
utilizado como molde para la transcripcion y la replicacion virales. Estos procesos son
llevados a cabo por los factores del huésped, con una participacion minima de algunas
proteinas virales. En el caso de los begomovirus bipartitas, los genes codificados
tempranamente en el componente A (Rep y RENn) cumplen con la funcién de
replicacién; mientras que los genes tardios (TrAP, CP, BV1 y BC1) participan en la
encapsidacion y movimientos del virus. Finalmente, las particulas virales que circulan
en el floema de la planta en etapas tardias de la infeccion son nuevamente adquiridas
por el insecto vector y transmitidas horizontalmente a otras plantas. B) Los
begomovirus son capaces de replicarse en células diferenciadas. Para ello, la
interferencia del ciclo celular es crucial para crear las condiciones adecuadas para su
replicacién. En células diferenciadas, la proteina pRBR mantiene secuestrados a los
factores E2F para evitar la entrada a la fase S. Sin embargo, en una infeccion
geminiviral Rep interactia con pRBR y permite la desdiferenciacion de las células en
fase GO mediante la liberacibn de los factores E2F y la activacion de genes
relacionados con la entrada a la fase S. Figura tomada y modificada de Hanley-
Bowdoin et al., 2004.
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El impacto de los begomovirus en la agricultura: la recombinacién y la
pseudorecombinacion como motores de la evolucion

En las dltimas décadas se ha registrado la emergencia de enfermedades
virales en plantas causadas principalmente por begomovirus (familia
Geminiviridae), crinivirus (familia Closteroviridae) y tospovirus (familia
Bunyaviridae). Factores como el transporte de material contaminado a largas
distancias, la emergencia de los insectos vectores que los transmiten, o los
propios mecanismos de evolucibn como la mutacién, la recombinacion y el
intercambio de componentes gendmicos, han ocasionado la emergencia de
estos virus (Rojas y Gilbertson, 2008).

Durante las tres décadas pasadas, los insectos pertenecientes al género
Bemisia (Homoptera: Aleyrodidae), cominmente conocidos como mosquitas
blancas, se han convertido en una de las principales pestes agricolas a nivel
mundial (Jones, 2003; Naranjo y Ellsworth, 2001; Oliveira et al., 2001). El
principal problema asociado al aumento en las poblaciones de las mosquitas
blancas ha sido la proliferacion de las enfermedades virales transmitidas por
estos insectos. Las enfermedades mas ampliamente distribuidas y de mayor
importancia son aquellas asociadas con los virus de la familia Geminiviridae,
especificamente aquellos del género Begomovirus (Morales y Anderson, 2001;
Moriones y Navas-Castillo, 2000; Polston y Anderson, 1997; Ribeiro et al.,
2003; Varma y Malathi, 2003).

Como consecuencia del amplio espectro de huéspedes de las mosquitas
blancas, en condiciones naturales es comun encontrar infecciones mixtas con
dos 0 mas geminivirus (Harrison et al., 1997; Pita et al., 2001a; Ribeiro et al.,
1998; Sanz et al., 2000). Las interacciones que se observan entre los virus co-
infectantes comprenden una gama de relaciones, que van desde las
interacciones sinérgicas a nivel de la replicacion y el movimiento virales, hasta
la interferencia negativa de los virus a diferentes niveles (Fondong et al., 2000;
Méndez-Lozano et al., 2003).

En los geminivirus, especialmente en los BGVs, las infecciones mixtas
propician los eventos de recombinacion y pseudorecombinacion de los
geminivirus co-infectantes, por lo que juegan un papel crucial en la evolucion
de los geminivirus. La recombinacion es el intercambio de fragmentos de DNA

entre componentes homologos (Froissart et al.,, 2005; Kirthi et al., 2002),
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mientras que la pseudorecombinacion es el intercambio de componentes
genomicos completos (Chakraborty et al., 2008; Pita et al., 2001a; Sanz et al.,
2000). La ocurrencia de ambos procesos ha sido demostrado tanto en el
laboratorio (Bull et al., 2007; Hill et al., 1998; Hou et al., 1998; van der Walt et
al., 2009) como en condiciones naturales (Pita et al., 2001a). Un ejemplo de
esto ocurrid en Camerun, donde un nuevo virus recombinante surgio a partir de
dos aislados de begomovirus que infectan casava (yuca) y causO una
pandemia en la regidén, que tuvo como consecuencias grandes pérdidas
econdémicas y una desestabilizacion de la seguridad regional en el rubro de
alimentos (Legg y Thresh, 2000; Fondong et al., 2000; Pita et al., 2001b). Otro
ejemplo de recombinacion entre dos begomovirus ha sido documentado en
Espafia, donde el virus Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) vy el
virus TYLCV dieron origen a un nuevo virus recombinante, mejor adaptado que
los virus parentales (Monci et al., 2002). Por todo lo anterior, queda claro que el
potencial evolutivo de los geminivirus debe ser tomado en cuenta en las

estrategias de control utilizadas en el sector agricola.

Begomovirus de importancia econémica en México

La alta incidencia de los begomovirus en América se ha asociado a las grandes
poblaciones de B. tabaci, y ha resultado en pérdidas cuantiosas para los
agricultores. Ademas, la introduccion del biotipo B de B. tabaci a principios de
la década de los 80’s y la adopcion de las técnicas de cultivo de los esparioles
(monocultivos) han contribuido a la rapida expansion de las enfermedades de
etiologia begomoviral. El biotipo B de la mosquita blanca ha desplazado a los
biotipos nativos debido a su amplio espectro de huéspedes, alta fecundidad,
capacidad de dispersion, la eficiencia de transmisién de virus y la resistencia a
los insecticidas tradicionales (Brown et al., 1995).

Los sintomas causados por los begomovirus suelen incluir algunos de los
siguientes sintomas: clorosis foliar marginal, moteado clorético, mosaicos
amarillos, reduccion del area foliar, epinastia, enanismo, abultamiento en hojas,
absicion floral y reduccion del tamafio del fruto. Se ha reportado que los
begomovirus limitan la produccién de varios cultivos en América, tales como el
algododn, el frijol, el chile y las cucurbitaceas, entre otros (Morales y Anderson,
2001; Polston y Anderson, 1997). En México, las primeras enfermedades
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ocasionadas por geminivirus se reportaron en plantas de tomate, chile y frijol,
en los estados de Sonora y Sinaloa (Gallegos, 1978). Actualmente, la
presencia de los begomovirus se ha reportado en la mayor parte de las zonas
agricolas de la Republica Mexicana. Las especies de BGVs mas comunmente
encontradas en México son PepGMV, PHYVV, CdTV, ToMoV, STLCV y
TYLCV (Ascencio-lbafiez et al., 1999). Los BGVs denominados PepGMV (virus
del mosaico dorado del chile) y PHYVV (virus huasteco del amarillamiento de
las venas del chile) infectan diferentes tipos de solandceas como chile, tomate,
tomatillo y tabaco (Torres-Pacheco et al., 1996). Con frecuencia, PepGMV se
encuentra en infecciones mixtas con PHYVV causando la enfermedad del
rizado amarillo del chile (Garzon-Tiznado et al., 1993). En esta infeccion mixta
se da un sinergismo que aumenta la severidad de los sintomas y se presenta
también un incremento de la replicacibn de los virus, principalmente de
PepGMYV (Renteria-Canett, 2004; Renteria-Canett et al., 2007).

La primera descripcion de PepGMV data de 1990 y originalmente se le
denomind virus del chile de Texas (TPV), ya que se encontré en plantas de
chile en el estado de Texas (Stenger et al., 1990). Ahora se sabe que su
distribucion es amplia e incluye a México y América Central (Guatemala,
Honduras, Nicaragua y Costa Rica). La organizacion genémica de PepGMV es
tipica de los begomovirus bipartitas. EI componente A consta de 2613 nt,
mientras que el B es de 2595 nt. En las plantas infectadas por PepGMV se
encuentran mosaicos o lesiones cloréticas locales, arrugamiento de hojas,
enanismo, asi como deformaciones del fruto. Por otro lado, PHYVV es uno de
los virus asociados a la enfermedad conocida como “rizado amairillo” y fue el
primer geminivirus aislado en México (Garzon-Tiznado et al., 1993; Torres-
Pacheco et al., 1993). PHYVV causa una rugosidad severa, clorosis en las
venas de las hojas y un reticulado fino (Holguin-Pefia et al., 2007). Su
distribucion incluye a México y el sur de los Estados Unidos, donde afecta
cultivos de solanaceas, principalmente el chile, tomate, y el tomate de cascara
(Torres-Pacheco et al., 1996). Al igual que PepGMV, PHYVV es un
begomovirus bipartita, con el componente A de 2631 nucledtidos y el
componente B de 2589 nucledtidos (Torres-Pacheco et al., 1993).

De forma interesante, PepGMV pertenece a un pequefio clado que consta de

18 miembros y es tipificado como el clado del SLCV (por el virus Squash leaf
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curl virus). El clado SLCV se caracteriza por presentar varias diferencias
relevantes en la organizacion de la region intergénica, asi como en la region
amino-terminal de la proteina Rep, respecto al resto de los BGVs, tanto del NM
como del VM. PHYVV por su parte, se agrupa con los begomovirus tipicos de
América. No obstante, los analisis filogenéticos sugieren que PHYVV es un
virus hibrido entre los geminivirus del VM y el NM (Ruiz-Medrano, 1996).

Por otra parte, el virus Taino del moteado del tomate (ToMoTV) es originario de
la Isla de Cuba, y presenta una organizacion genémica bipartita como el resto
de los begomovirus del Nuevo Mundo (Ramos et al., 1997). Este virus es un
patégeno de varias especies de solanaceas como tomate, papa y tabaco. Los
sintomas que produce incluyen mosaicos, disminucién del crecimiento, clorosis
moteado y arrugamiento de las hojas (Cordero et al., 2003). Los componentes
Ay B de ToMoTV tienen un tamafio de 2597 y 2562 nt, respectivamente
(Ramos et al., 1997; Ramos et al., 2003). El analisis filogenético de todos los
marcos de lectura de ToMoTV coloca a este virus dentro de un “subcluster” de
los begomovirus tipicos del Nuevo Mundo, junto con otros geminivirus del
Caribe como ToMoV, AbMV, PYMV, BDMV, SiGMV y HTV. Recientemente, se
ha reportado la presencia de dos begomovirus (CoYVV y CoGMV) en Vietham
gue presentan caracteristicas de los begomovirus americanos (Ha et al., 2006;
Ha et al., 2008). El analisis filogenético del componente B de CoYVV mostré

gue estad mas relacionado con ToMoTV que con otros BGVs conocidos.

Antecedentes directos del trabajo

Los estudios de evolucion de los geminivirus se han enfocado por mucho
tiempo en el papel de la recombinacién, debido a que estos eventos son tan
frecuentes que pueden ocurrir entre cepas (Fondong et al., 2000), especies
(Briddon et al., 1996; Martin et al., 2000; Saunders et al., 2002), géneros (Klute
et al., 1996; Saunders y Stanley, 1999), e incluso entre familias (Jones, 2003).
Sin embargo, la contribucion de las mutaciones como Ultima fuente de
variabilidad genética para adaptarse a ambientes cambiantes se ha ignorado
en gran medida.

En TGMV, el andlisis de la hélice 4 de Rep como un dominio importante para la
interaccion con pRBR (Arguello-Astorga et al., 2004), derivdo en el

descubrimiento de que ciertas substituciones en el residuo L148 eran poco
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toleradas y las mutaciones introducidas revertian con alta frecuencia al fenotipo
silvestre (Arguello-Astorga et al., 2007) (Figura 4). Lo interesante de estos
andlisis fue el descubrimiento de que los genotipos revertantes habian
adquirido cambios que daban lugar a aminoacidos con cadenas laterales
hidrofébicas en la posicion 148 (Figura 4D), lo que sugeria que solo algunos
aminoacidos son permisibles en esta posicion (Figura 4E). De manera
importante, la evaluacion de una substitucion equivalente en CaLCuV también
experimento el fendmeno de reversion, indicando que la aparicion de
mutaciones a lo largo del genoma ocurre continuamente durante el curso de la

infeccion y evidenciael gran potencial evolutivo que poseen los geminivirus.
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Figura 4. Inestabilidad de mutaciones en el residuo L148 de la proteina Rep de
TGMV. A) El dominio de union a pRBR de la proteina Rep de TGMV se ha delimitado
entre los aminoacidos 101 a 180. En esta region se encuentran dos motivos
conservados (hélices 3 y 4). B) La mutagénesis dirigida de cada uno de los residuos
dentro de la hélice-4 altera diferencialmente la interaccion con pRBR, asi como la
oligomerizacion de Rep. La mutacién del aminoacido L148 mostré el efecto mas
pronunciado en la interaccion con pRBR, pero no para la oligomerizacién de Rep. C y
D) La evaluacion del efecto fenotipico in planta de la mutaciéon L148 mostré un retraso
en la aparicion de plantas con sintomas. El genotipo de los virus recuperados en las
plantas con retraso de sintomas indicé que la progenie viral habia revertido la
mutacién original, adquiriendo diversos cambios que restauraban las propiedades del
virus. E) La importancia del aminoacido L148 se refleja en la conservacion de este
residuo en todas las proteinas de begomovirus reportados. Figuras tomadas y
modificadas de Arglello-Astorga et al., 2004, Arglello-Astorga et al., 2007 y Hanley-
Bowdoin et al., 2004.
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En este trabajo hemos extendido los hallazgos en TGMV y hemos explorado el
fenobmeno de la reversion fenotipica en begomovirus americanos con
relaciones filogenéticas distantes a TGMV y CaLCuV. Nuestros experimentos in
planta con los virus mutantes de PepGMV, PHYVV y ToMoTV indican que
ciertas substituciones en la posicion equivalente a L148 de TGMV son
inestables durante el curso de la infeccidbn y generan variantes que causan
sintomas similares al virus silvestre. Estos resultados apoyan la idea de que los
geminivirus experimentan una alta substitucion nucleotidica. Ademas, la
recuperacion unica y exclusiva de cambios no sin6nimos en posiciones
especificas de Rep esta de acuerdo con una seleccién positiva en nuestros
experimentos de evolucién forzada, y probablemente un papel del tamafio de la
poblacién. El significado de este interesante fendmeno biolégico y sus
implicaciones en las estrategias de control contra los geminivirus se discutiran

mas adelante.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y REACTIVOS

Begomovirus utilizados

Los virus utilizados en este trabajo fueron los siguientes: a) el virus del mosaico
dorado del chile (PepGMV; [NC_004101 y NC_004096]), b) el virus Huasteco del
amarillamiento del chile (PHYVV; [NC_001359 y NC_001369]) y el virus Taino del
moteado del tomate (ToMoTV; [NC_001828 y NC_001917]). Estos virus nos
fueron amablemente donados por el Dr. Rafael Rivera Bustamante, y se
encontraban clonados como mondémeros virales en los vectores pBluescript
(Stratagene; 2961 pb) y pZero-2 (Invitrogen; 3297 pb) (Tabla 2). A partir de

estas clonas se construyeron los vectores virales que se describen mas

adelante.
Tabla 2. Begomovirus bipartitas utilizados.
Virus Componente Vector Sitio de | Tamafio total
clonacion

PepGMV | A (2,613 pb; NC_004101) pBlueScript EcoRl 5,574 pb

B (2,595 pb; NC_004096) pBlueScript Hindlll 5,556 pb
PHYVV | A (2,631 pb; NC_001359) | pBlueScript | Hindlll 5,592 pb

B (2,589 pb; NC_001369) pBlueScript BamHI 5,550 pb
ToMoTV | A (2,597 pb; NC_001828) pBlueScript Xbal 5,558 pb

B (2,562 pb; NC_001917) | pZero-2 Xbal 5,859 pb

Especies vegetales utilizadas

En los ensayos de infectividad se utilizaron como plantas huéspedes las
siguientes especies: Nicotiana benthamiana y Capsicum annuum var.Sonora
Anaheim. Las plantas se crecieron en camaras de crecimiento libre de insectos
con ciclos diurnos (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) a una temperatura
de 27°C. La colecta de las muestras se realiz0 en puntos especificos del
experimento y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del
DNA total.
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Cepas bacterianas y plasmidos

A lo largo de todo el trabajo de laboratorio se utilizé la cepa de Escherichia coli
TOP10F" [F{lacl® Tn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG] y los
plasmidos pBlueScript (Stratagene) y pGEM-Teasy (Promega) (Apéndice A).
Los cultivos liquidos de bacterias, E. coli y Agrobacterium tumefaciens se
incubaron toda la noche a 37°C y 28°C respectivamente, con agitacion de 200
revoluciones por minuto (rpm). Los cultivos de E. coli y A. tumefaciens en cajas
con medio solido se incubaron toda la noche en estufa a 37°C y de dos a tres

dias a 28°C, respectivamente.

Enzimas y kits comerciales: generalidades

Las enzimas de restriccion y modificacion utilizadas a lo largo del presente
estudio fueron de las siguientes compafiias: Promega, Invitrogen, New England
Biolabs, Roche y Fermentas. La purificacion de DNA a partir de geles de
agarosa se realiz6 con los Kits de Promega (Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System) y QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit) (Apéndice B). Las
reacciones de PCR rutinarias se realizaron usando diversos lotes comerciales
de Tag-DNA polimerasa. En cambio, en las reacciones de PCR para crear
mutaciones se utiliz6 una polimerasa de alta fidelidad (PCR SuperMix High
Fidelity de Invitrogen). En las reacciones de amplificacion con la polimerasa
phi29 se uso6 el kit de TempliPhi™ de Life Sciences (GE Healthcare). Por
altimo, las membranas de nylon Hybond-N" que se usaron en los analisis de

hibridacién tipo Southern blot fueron de Amersham Life Science.

Reactivos
Todos los reactivos utilizados en este estudio fueron de alta pureza. Los
proveedores fueron los siguientes: Sigma, J. T. Baker, Fluka Chemika, Life

Technologies, Merck, Difco laboratories, USB y Phyto Technology Lab.

METODOS

Clonaciéon y manipulacion genética: generalidades

Los fragmentos creados por las enzimas de restriccion fueron separados y
purificados en geles de agarosa como se describe en el Apéndice B. El
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“rellenado” (salientes 5’) o “rasurado” (salientes 3’) de extremos cohesivos se
realizd utilizando el fragmento grande de la DNA polimerasa | de E. coli
(fragmento Klenow) (Invitrogen). Las ligaciones se llevaron a cabo a 4 °C
durante toda la noche en presencia de la T4 DNA ligasa (Promega). En el caso
de evitar la religacién de extremos compatibles, se uso la fosfatasa alcalina de
intestino de ternero para la remocion de los grupos fosfatos (CIP de New
England BioLabs). La transformacion de células calcio competentes de
Escherichia coli TOP10F" (Apéndice C) se realiz6 por choque térmico
(Apéndice D) y la seleccién de las colonias se realizé en placas con medio LB
sélido, usando el antibiotico adecuado (ver Apéndices E y F). En el caso de
clonaciones de fragmentos de PCR en pGEM-Teasy, la seleccion de las
colonias positivas se llevd a cabo en placas de LB sélido que contenian
Carbenicilina (100 pg/mL), IPTG y X-Gal (Apéndice G). La comprobacion de los
clones con insertos del tamafio apropiado se efectué mediante digestiones con

enzimas de restriccidén y/o secuenciacién segun fue el caso.

Obtencién de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico a partir de cultivos de E.coli se realizé por el
método de lisis alcalina (Sambrook et al., 2001), empleando las soluciones | (10
mM de EDTA pH 8.0, 25 mM de Tris-HCI pH 8.0), Il (0.2 N de NaOH y 1% de
SDS) y Il (Acetato de Potasio 3M y 5.75 mL de Acido Acético glacial). El
protocolo detallado de las minipreparaciones y las maxipreparaciones de DNA
plasmidico se describen en los Apéndices H y I, respectivamente. Para las
minipreparaciones de DNA plasmidico (Apéndices H), se partieron de un cultivo
de 3 ml crecido durante una noche en medio liquido LB suplementado con el
correspondiente antibiotico. Las maxipreparaciones de DNA plasmidico
(Apéndices 1), se realizaron a partir de cultivos crecidos durante una noche en

200 ml de medio liguido LB suplementado con antibidtico.

Construccion de vectores virales: estrategia general

La forma de replicacion de los geminivirus se ha explotado para la construccion
de clonas infectivas (Stenger et al., 1991). Una clona infectiva consta de una
unidad gendmica viral completa (1; tamafio total del componente A o B) con un
origen de replicacion adicional (X; tamafo variable). Por lo tanto, la
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nomenclatura adoptada para las clonas infectivas es el nhombre de la clona
infectiva con la terminacién 1.XA o 1.XB, segun sea el caso. La construccion de
las clonas infectivas permite la inoculacion directa del virus, sin la necesidad de
usar enzimas de restriccion para la liberacion del virus previo a la inoculaciéon
de las plantas.

La construccion de los vectores virales se llevd a cabo en dos pasos
secuenciales. A continuacion se describe la estrategia general, usando como
ejemplo la construccion de la clona infectiva del componente A de PepGMV:

1) El origen de replicacién del componente A de PepGMV (522-pb) se
obtuvo con las enzimas BgLIl y Xbal. Posteriormente se clon6 en los sitios
BamHI y Xbal del vector pBS. A esta construccion de le denominé pPep-oriA.

2) El componente A completo de PepGMV (2, 613-pb) se obtuvo con
Xbal y se clon6 en sitio Xbal del plasmido pPep-oriA; generando la clona
infectiva pPepl.19A de 6,096-pb (Figura 5). La clonacién de PepGMV-A en la
orientacién correcta se verific6 mediante patrones de bandeo, usando las
enzimas apropiadas.

pPep1.19A (6096-pb)

TrAP
BgLIl/BamHI* Xbal G BoLII Xbal
| S) \ cP Ren Rep | \
5 R 2613pb '

Figura 5. Vector viral del componente A de PepGMV. Las clonas infectivas de
PepGMV (pPepl.19A), asi como del resto de los vectores virales construidos constan
de dos repetidos directos de los origenes de replicacion. En pPepl.19A, el primer
origen de replicacion consta de 522-pb y la unidad gendémica completa del
componente A de PepGMV de 2,613-pb. Los sitios BgLIl y BamHI (en pPep-oriA) son
compatibles pero no regeneran los sitios (marcado con asterisco).

Con la estrategia descrita anteriormente se construyeron los vectores virales
del componente B de PepGMV (pPepl.32B), ambos componentes de PHYVV
(pPPHY1.38A y pPHY1.42B), asi como los dos componentes genomicos de
ToMoTV (pTal.46A y pTal.38B) (Tabla 3). Todas las clonas de los vectores
virales se mantuvieron y propagaron en la cepa de Escherichia coli TOP10F
con 100 pg/mL de Carbenicilina (Cb).
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Tabla 3. Vectores virales silvestres.

Virus Repetido directo Sitios de Vector viral

(componente) clonacién en pBS

PepGMV-A 1,431-pb (EcoRlI/Xbal) | EcoRI/Xbal pPepl.35A (7,005 pb)
PepGMV-A 522-pb (BgLlII*/Xbal) BamHI¢/Xbal pPepl.19A (6,096 pb)
PepGMV-B 846-pb (Spel/Hindlll) Spel/Hindlll pPepl.32B (6,402 pb)
PHYVV-A 1,838-pb (EcoR/Xbal) EcoRI/Xbal pPHY1.59A (7,100 pb)
PHYVV-A 1,010-pb (BgLII®/BstXI) | BamHI*/BstXI pPHY1.38A (6,602 pb)
PHYVV-B 1,120-pb (Sacl/BamHI) | Sacl/BamHI pPHY1.42B (6,670 pb)
ToMoTV-A 1,298-pb (Scal®/Xbal) EcoRV¥/Xbal pTal.46A (6,856 pb)
ToMoTV-B 1,083-pb (Xbal/BamHI) | Xbal/BamHI pTal.38B (6,606 pb)

®Los sitios no son regenerados. Los sitios de clonacién de los componentes completos
se sefialan en negritas (segunda etapa de la construccién de los vectores virales).

Mutagénesis del residuo conservado de la hélice 4 de Rep

En todos los casos, las posiciones de los nucleétidos mutados en el gen Rep
corresponden al sistema de nomenclatura en que se reportan los genomas de
los geminivirus en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnolégica (NCBI). El
inmediatamente después del sitio de corte que realiza la proteina Rep en la

primer nucleétido es aquel que queda
secuencia nonanucleotidica (TAATATTAC).

La mutagénesis dirigida del residuo conservado de la hélice 4 de las proteinas
Rep se realiz6 mediante el traslape de productos de PCR mutagénicos (Figura
6A) (Wang y Malcolm, 1999). Los moldes usados para cada virus se muestran

en la Figura 6B. Con los oligonucledétidos mutagénicos (Anexo 1: Tabla M1;), en

combinacion con los oligonucledtidos apropiados [M13-F
(5'GATTGCCTCGGCATATG3)), M13-R (5'CATATGCCGAGGCAATC3),
YMAC-F  (5'CTAAGCTTGTAYATGGCATGTACNCATGC3) vy CP70-R

(5’CGCGAATTCGATTGRACCTTACANGGNCCTTCACAACC3')], se generaron
las mutaciones en PepGMV, PHYVV y ToMoTV.
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Figura 6. Estrategia general de la mutagénesis dirigida. A) Método utilizado para
introducir mutaciones mediante productos de PCR. Los oligonucleétidos mutagénicos
01 y 02, en combinacién con los oligos flanqueantes (O3 y O4), se emplearon para
obtener dos productos de PCR (PCR1 y PCR2). Posteriormente, los productos de
PCR1 y PCR2 son mezclados en proporciones equimolares para una tercera
amplificacion (PCR3) con los oligos O3 y O4. El producto de PCR con la mutacion
deseada (PCR3) se transfiere al fondo silvestre, usando sitios Unicos que flanquean a
la mutacién. El vector viral mostrado en A que recibe la mutacion es el vector
pPepl.19A. B) Moldes usados para la mutagénesis del residuo L145 de PepGMV,
L147 de PHYVV y M147 de ToMoTV. Los oligonucleétidos mutagénicos (Anexo 1:
Tabla M1) se usaron en combinacion con los oligonucleétidos M13F y M13R para
PepGMV, YMAC-F y M13R para PHYVV, y M13F y CP70R para ToMoTV. Los sitios
de restriccion en rojo indican los sitios utilizados para transferir la mutacion.

El producto de PCR con la mutacion deseada (PCR 3) (Figura 6A), se clond en
el vector pGEM-Teasy y se transformaron las células de E. coli TOP10F". El
escrutinio de las colonias transformantes se realizd mediante PCR de colonia
usando los oligonucleétidos universales M13-F y M13-R. De las colonias

positivas, se aislo el plasmido y la identificacion de clonas con la mutacién
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deseada se verific6 mediante patrones de restriccion, ya que los
oligonucle6tidos mutagénicos poseian mutaciones silenciosas que crearon 0
eliminaron sitios de restriccion (Anexol: Tabla M1). Una vez confirmada la
presencia de la mutacidn por restriccion y secuenciacion, se corté la clona
correspondiente con las enzimas de restriccion en los sitios que flanqueaban la
mutacion (Figura 6B; en rojo) y se transfiridé el fragmento mutante en el vector
viral correspondiente con un fondo genético silvestre. En la figura 7 se
muestran las mutaciones introducidas para cada virus. A continuacion se
detalla la mutagénesis para PepGMV, PHYVV y ToMoTV.

Mutagénesis del residuo L145 de PepGMV

La mutagénesis del gen Rep de PepGMV para generar el cambio L145V se
realizd con los oligonucleotidos mutagénicos P1 y P2 (Anexo 1: Tabla M1), en
combinacion con los oligos universales M13. El molde para las mutagénesis fue
un fragmento de aproximadamente 1-kb (EcoRI-Hincll), clonado en pBS que
contenia el gen Rep de PepGMV (Figura 6B). De manera mas especifica, con
los oligos mutagénicos se cambié el nucledtido G-2050 por C, y ademas, con
este Unico cambio se propicié la creacién del sitio de restriccion Sall
(GTCGAQC). Por otra parte, los oligos P3 y P4 (Anexo 1: Tabla M1), generaron
la mutacion L145A al cambiar los nucle6tidos A-2049 y G-2050 por G y C,
respectivamente. Adicionalmente se generaron mutaciones silenciosas para
crear el sitio de restriccion EcoRV (GATATC). Estos cambios involucraron a los
nucleétidos T-2042 y G-2045 por los nucleétidos G y A, respectivamente.
Finalmente, la mutacion del codon 145 por Treonina se genero con los oligos
P5y P6 (Anexo 1: Tabla M1), al cambiar los nucle6tidos A-2049 y G-2050 por
los nucledtidos G y T, respectivamente. La generaciéon del sitio de restriccion
EcoRV se realizd de la misma forma como se describido anteriormente en la
generacion de la mutacion L145A. Una vez confirmada la presencia de la
mutacion deseada (por restriccion y secuenciacion), se transfirieron las
mutaciones al fondo silvestre de PepGMV A utilizando los sitios Bglll y EcoRl
(920-pb) y se generaron los vectores virales pPepl.19L145V, pPepl.19L145A
y pPepl.19L145T (Anexo 1: Tabla M2).
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Mutagénesis del residuo L147 de PHYVV

Las mutaciones en el coddén 147 del gen Rep en PHYVV por codones
codificantes para Valina, Alanina y Treonina se generaron utilizando los oligos
mutagénicos P7 a P12 (Anexo 1: Tabla M1) y empleando como molde un
genoma A completo de PHYVV clonado en pBlueScript en los sitios Hindlll
(Figura 6B). Con los oligos P7 y P8 (Anexo 1: Tabla M1) se mutaron los
nucledtidos G-2056 y T-2066 por C y A, respectivamente. La primera mutacion
genero la substitucion L145V, y también eliminé un sitio Pstl; mientras que con
la segunda mutacion se elimind un segundo sitio Pstl, sin cambiar la secuencia
de aminoacidos codificados. En el caso de la mutacion L147A, los nucledtidos
A-2055 y G-2056 se substituyeron por los nucleétidos G y C utilizando los
oligos P9y P10 (Anexo 1: Tabla M1). Nuevamente, el cambio del nucleotido T-
2066 por A elimind el segundo sitio Pstl. Para la mutacion L147T, los oligos
P11 y P12 (Anexo 1: Tabla M1) se emplearon en el PCR mutagénico para
generar las mutaciones A-2055-G, G-2056-T y T-2066-A. Con ello, ademas de
generar la mutaciébn deseada, también se eliminaron los dos sitios de
restriccion Pstl. Finalmente, las substituciones L147V, L147A y L147T se
subclonaron (1055-pb) al fondo silvestre de PHYVV A utilizando lo sitios BgLIl y
Xbal, obteniendo los vectores virales pPHY1.38L147V, pPHY1.38L147A y
pPHY1.38L147T (Anexo 1: Tabla M2).

Mutagénesis del residuo M147 de ToMoTV

Por otra parte, con los oligos P13 y P14 (Anexo 1: Tabla M1) se mut6 el codén
147 (Met) del gen Rep de ToMoTV por el codon de Valina, utilizando una
construccion molde de un genoma completo de ToMoTV A (2597-pb) clonado
en pBlueScript en los sitios Apal (Figura 6B). Con los oligos P13 y P14 (Anexo
1. Tabla M1) se mutaron los nucleétidos A-2007 por G, y T-2015 por C. El
primer cambio corresponde a una mutacién silenciosa que eliminé el sitio Dral,
mientras que el segundo cambio involucré la mutacién no silenciosa M147V.
De igual manera, los oligos P15 y P16 (Anexo 1: Tabla M1) se utilizaron para
eliminar el sitio de restriccion Dral (A-2007 por G), mientras que los cambios A-
2014-G y T-2015-C sirvieron para generar la mutacion M147A. Por ultimo, con
los oligos P17 y P18 se generaron los cambios A-2014-G y T-2015-T para crear

la substitucion M147T en el gen Rep de ToMoTV. En este ultimo caso, la
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eliminacion del sitio Dral se realiz6 de la misma forma como se describio
anteriormente. Por Ultimo, una vez confirmada la presencia de las mutaciones
sin cambios adicionales, se subclonaron en el fondo silvestre de ToMoTV A
utilizando los sitios de corte unico EcoRI y Xbal, generando los vectores virales

pTal.46M147V, pTal.46M147Ay pTal.46M147T (Anexo 1: Tabla M2).
A

1 Dominio de oligomerizacién D?minio -
* e ———— ATPasa

Cl(l&ﬁ I I 3&4

Dominio de unién a pRBR

Dominio de unién al DNA

B
PepGMV PHYVV ToMoTV
hélice 4 hélice 4 hélice 4
AGEALDIIKAG CTC AEEALQITIKEE CTG VOSAMAVLKEE ATG
L145Vv v gTC L147v v gTG L147v v gTG
L145A A gcC L147A A gcG L147A A gcG
L145T T acC L147T T acG L147T T acG

Figura 7. Mutaciones de la proteina Rep. A) Representacion de la proteina Rep y
sus principales dominios funcionales se muestran en la parte superior del esquema
(A). Los 11 amino acidos de la hélice-4 son mostrados para cada virus. B) Tres clases
de mutaciones fueron generadas. En el caso de PepGMV, el codén 145 (CTC: Leu)
del gen Rep se muté a gTC (Val), gcC (Ala) y acC (Thr). De igual forma, el codon 147
(CTG) del gen de PHYVV se cambi6 a gTG (Val), gcG (Ala) y acG (Thr). Finalmente,
para ToMoTV, el codén 147 (ATG) fue mutado a gTG (Val), gcG (Ala) y acG (Thr).

Ensayos de infectividad con los vectores virales silvestres y mutantes

Los vectores virales silvestres (Tabla 3) y sus correspondientes mutantes
(Anexo 1: Tabla M2) se evaluaron funcionalmente inoculando plantas de
Capsicum annuum y Nicotiana benthamiana. En cada experimento, plantas
inoculadas con el vector pBS vacio se utilizaron como controles negativos.

Las semillas de C. annuum y N. benthamiana se germinaron en una camara
biocliméatica con las condiciones propicias para su crecimiento. A los 30 dias
posteriores a la germinacion, grupos de 10 plantulas de ambas especies se
inocularon por biobalistica a baja presion (100 a 120 PSI) con una preparacion
de particulas de tungsteno cubiertas de DNA viral de las clonas infectivas tanto
silvestres como mutantes, con sus respectivos componentes B (ver Apéndices
Jy K) (Pons-Corona, 2001). La inoculacién de cada planta se llevé a cabo con
10 microlitros (uL) de la preparacion de particulas cubiertas con el DNA viral (5
ug de cada componente). El blanco fueron hojas jovenes de la zona apical de

las plantas. Una vez inoculadas, las plantas se mantuvieron en una camara de
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crecimiento libre de insectos con ciclos de luz-oscuridad de 16/8 horas, a una
temperatura de 27°C. Posteriormente, se registraron los signos de virosis de
manera visual en un periodo maximo de 45 dias. El muestreo de todas las
plantas se realiz6 periodicamente, tomando tanto hojas jovenes como en
senescencia. Posteriormente se sometieron a la extraccion de DNA total y
finalmente se llevo a cabo la amplificacion de cada virus por PCR utilizando los
oligos de la Tabla M3 (Anexo 1). Para el experimento de Southern blot, el

muestreo se realizo a los 7, 14 y 21-dpi.

Extraccion de DNA total de plantas

Las hojas jovenes de las plantas inoculadas con pBlueScript o con los vectores
virales fueron colectadas a los 7, 14 y 21 dias posteriores a la inoculaciéon (dpi)
y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del DNA. En un microtubo de 1.5
mL conteniendo la muestra vegetal colectada, se agregan 750 uL del buffer AP
(Urea 7M, NaCl 0.35M, Tris-HCI 0.05M, EDTA 0.02M, 1% de sarcosina) y se
mezcla en el vortex, seguido de una incubacién a temperatura ambiente por 30
minutos (min.). Posteriormente, se centrifuga a 11,000 rpm por 3 min. El
sobrenadante se transfiere a un nuevo microtubo y se adiciona un volumen de
fenol-cloroformo (1:1) y se mezcla vigorosamente antes de centrifugar a 11,
000 rpm por 3 min. La fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo y nuevamente
se agrega fenol-cloroformo (1:1) y se extrae la fase acuosa. Se agregan 0.2
voliumenes de acetato de amonio 10M y un volumen de isopropanol, se mezcla
muy bien y se almacena a -20°C por 1 hora. Transcurrido este tiempo, se
centrifuga a 11,000 rpm por 10 min y se descarta el sobrenadante. Se agregan
500 pL de etanol al 70%y se centrifuga por 5 min. a 11,000 rpm. Finalmente, se
decanta el sobrenadante, se seca la pastilla de DNA a temperatura ambiente y
se resuspende el DNA en 30 uL de agua desionizada estéril. La integridad del
DNA se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con

bromuro de etidio.

Amplificacion por PCR y secuenciacion

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones: primer ciclo de 5 min. a 94 °C, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 1
min., 55 °C por 1 min. y 72 °C por 1 min. Por ultimo, una amplificacion final a 72
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°C por 5 min. En el caso de los extractos de DNA total de las plantas
inoculadas con los virus silvestres asi como de los virus mutantes, el gen Rep
de cada virus se amplificé en su totalidad usando los oligos de la Tabla M3
(Anexo 1). Para PepGMV y PHYVV se amplificé un fragmento de 1150-pb;
mientras que para ToMoTV, el producto de PCR fue de 1159-pb. Los productos
de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa y
posteriormente tefiidos con bromuro de etidio. Los productos de PCR se
clonaron en el vector pGEM-Teasy y se secuenciaron en ambas orientaciones
con los oligos M13-F y M13-R (Al menos 5 clonas de cada planta). Las
secuencias se editaron con el programa Editseq (DNASTAR, Madison, WI), y
se analizaron mediante alineamiento mdultiple con el programa Clustal V
(Megalign, DNAstar). Solo los cambios que se encontraron conservados en
ambas cadenas secuenciadas fueron considerados. De tal forma que la
determinacion de la frecuencia de mutaciones se calculé como la razén entre el

namero de mutaciones encontrados y la longitud de la regién secuenciada.

Southern blot

El DNA total de las plantas fue extraido por el método AP (Ascencio-Ibafiez et
al., 2007). Veinte microgramos de DNA total fueron digeridos toda la noche con
enzimas de corte Unico para cada componente viral. Los componentes Ay B de
PepGMV se cortaron con EcoRI y Hindlll, respectivamente; mientras que
ambos componentes virales de PHYVV se digirieron con Hindlll. Finalmente,
ambos componentes de ToMoTV se cortaron con Xbal. Las muestras digeridas
se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Posteriormente, el gel
fue tratado para despurinar, desnaturalizar y neutralizar las muestras antes de
transferirlas con SSC 20X (Apéndice L) a una membrana Hybond N+
(Amersham), transfirendo con NaOH 0.4 N, siguiendo las instrucciones

sugeridas por Amersham.
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RESULTADOS

Las clonas infectivas construidas estan constituidas por dos repetidos directos
de los origenes de replicacion que flanquean una unidad gendémica viral (Figura
8 y Tabla 3). Esto permite la inoculacion directa del virus y se aprovecha la

maquinaria del huésped para liberar al virus.
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Figura 8. Estructura de los vectores virales infecciosos de PepGMV, PHYVV y
ToMoTV. Los sitios de restriccion utilizados para la generacion de los vectores virales
se sefialan en azul (ver Materiales y Métodos), mientras que los sitios de restriccion
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usados para la subclonacién de las mutaciones se muestran en rojo. En algunos
casos, se eliminaron sitios de restriccibn (marcados con asteriscos) para facilitar la
transferencia de las mutaciones.

Para constatar la funcionalidad de las clonas infectivas construidas, se
inocularon plantas de C. annuum y N. benthamiana. La inoculacion se realiz6
mediante bombardeo con particulas de tungsteno cubiertas con el DNA viral de
ambos componentes. Las plantas inoculadas se inspeccionaron diariamente
con la finalidad de registrar la aparicion de sintomas. En cada experimento de
infeccion se incluyeron los controles negativos, los cuales consistian en plantas
inoculadas con el vector vacio (pBlueScript: CN). La colecta de muestras se
realiz6 tomando hojas jovenes, formadas tiempo después de la inoculacién por
biobalistica y se sometieron al analisis por PCR, usando oligonucleétidos
especificos para cada virus (Anexo 1: Tabla M3). A continuacion se presentan
los resultados obtenidos para cada uno de los virus utilizados en este estudio,

los cuales engloban varios experimentos independientes.

Infeccion de chile y N. benthamiana con PepGMV

Se generaron dos vectores virales del componente A de PepGMV (Figura 8A 'y
8B), los cuales, en combinacion con el vector viral del componente B (Figura
8F) se utilizaron para inocular plantas de C. annuum y N. benthamiana. Los
sintomas producidos en ambos huéspedes por los vectores virales pPepl.35A
y pPepl.19A fueron indistinguibles. Sin embargo, para los propésitos
posteriores de la transferencia de mutaciones solo fue util el vector viral
pPepl.19A. A continuacion se describen las caracteristicas de los sintomas
producidos por PepGMV en las plantas de C. annuum (los sintomas en las
plantas de N. benthamiana fueron similares). En C. annuum, los sintomas
consistian en la aparicion de pequefios puntos amarillos y un arrugamiento de
las hojas emergentes desde los 6-dpi (Figura 9; A y B). Los puntos amarillos
evolucionaron a mosaicos amarillos y la severidad del arrugamiento causo la
distorsién de las hojas nuevas, y una marcada disminucion del crecimiento
apical. Los sintomas ocasionados por PepGMV fueron mas marcados en las
plantas de C. annuum que en N. benthamiana. Las plantas de ambas especies
inoculadas con el vector vacio (pBS) no presentaron ningun signo de virosis a

lo largo del experimento (Figura 9; Ay B: CN).
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A pepGMV-WT

e

C. annuum

B  PepGMV-wT CN

N. benthamiana

Figura 9. Infectividad de PepGMV-WT (pPepl.19A y pPepl.32B). Los sintomas
causados por PepGMV en plantas de C. annuum (A) y N. benthamiana (B) a 7-dpi
consistian en mosaicos amarillos, asi como distorsion de las hojas y una disminucion
del tamafio de la planta. Los controles negativos (CN) no mostraron ningun signo de
enfermedad (A y B). Con el paso del tiempo los sintomas disminuyeron de intensidad
en las hojas nuevas, iniciando este fenébmeno aproximadamente entre los 12 a 14-dpi.
La remision se present6 en ambas especies de plantas (C y D; 37-dpi). Las hojas aun
sintomaticas (“S”), asi como las hojas nuevas asintomaticas (“A”) son sefaladas.

En todos los experimentos realizados con PepGMV-WT las eficiencias de
infeccion fueron variables. No obstante, los resultados que se presentan en
este trabajo son de aquellos experimentos con una eficiencia de al menos el 95
% en ambas especies de plantas. En la Figura 12A (PepGMV-WT) se muestra
un esquema representativo de dos experimentos independientes realizados en

31



C. annuum (20 plantas). Como se mencion6 anteriormente, los primeros
sintomas se registraron a partir de los 6-dpi; los cuales se agravaron con el
paso del tiempo. Sin embargo, entre los 12 y 14-dpi se observdé una
disminucién en la severidad de los sintomas, especialmente en las hojas recién
emergidas, que exhibieron sintomas muy atenuados y finalmente ninguno. Este
fendbmeno, conocido como remision, fue mas evidente en las plantas de C.
annuum (Figura 9C) que en las plantas de N. benthamiana (Figura 9D).

Con el propésito de explorar si la progenie viral producida en las hojas nuevas
(con remision de sintomas) poseia cambios a nivel de secuencia nucleotidica,
se extrajo DNA viral de las hojas asintométicas (A) y sintomaticas (S) de un
grupo de 5 plantas de cada especie (Figura 9; C y D) y se amplific6é un
fragmento de 1150-pb del gen Rep de PepGMV, usando los oligos P19 y P20
(Anexo 1: Tabla M3). El andlisis de las secuencias no mostré ningin cambio a

lo largo de este segmento de DNA.

El efecto de las mutaciones en la infectividad de PepGMV

Una vez caracterizados los sintomas producidos por PepGMV-WT, se evaluo el
efecto de las mutaciones introducidas en la proteina Rep de PepGMV (Figura
7B). Las tres mutaciones (L145V, L145A y L145T) se transfirieron al fondo
silvestre reemplazando la regién EcoRI-Bglll del gen Rep de PepGMV (Figura
8B). Con los vectores virales mutantes de PepGMV (Anexo 1: Tabla M2), se
inocularon plantas de C. annuum y N. benthamiana y se registré el fenotipo

causado por cada uno de ellos.

A. La mutacion L145V no afecta dramaticamente la infectividad de
PepGMV

Ambas especies de plantas fueron inoculadas con el vector Vviral

pPepl1.19L145V (en combinacion con pPepl.32B). Las plantas de ambas

especies inoculadas con el virus PepGMV-L145V presentaron una

sintomatologia similar a la causada por el virus parental (PepGMV-WT); es

decir, el desarrollo de mosaicos amarillos, acompafiado con distorsion de las

hojas jovenes (Figura 10; comparar columna A con B).
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A PepGMV-WT B PepGMV-L145V

C. annuum

N. benthamiana

WT L145V

Figura 10. Sintomas causados por PepGMV-L145V. Los sintomas provocados por
PepGMV-L145V son indistinguibles de los causados por PepGMV-WT. Comparacion
de sintomas causados por PepGMV-WT (A) y PepGMV-L145V (B) a 7-dpi en plantas
de C. annuum (panel superior de Ay B) y plantas de N. benthamiana (panel inferior de
A y B). La remisién de sintomas se present6 en ambas especies de plantas. En la
figura solo se muestran las plantas de C. annuum con remision de sintomas a los 15-
dpi (C: PepGMV-WT; D: PepGMV-L145V). Adicionalmente, se observé una diferencia
en el tamafo de las plantas entre las inoculadas con el virus silvestre y la mutante

L145V (E).
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Aunque a simple vista los signos de la enfermedad causados por PepGMV-
L145V parecian ser similares, se encontré una diferencia significativa en la
cinética de aparicion de plantas sintométicas en ambas especies de plantas
(Figura 12A y 12B; PepGMV-L145V) y una notable diferencia en el tamafio de
las plantas al final del experimento (Figura 10E). Finalmente, en lo que
respecta a las observaciones del efecto fenotipico, la remision de sintomas se
presentd en ambas especies de plantas inoculadas con PepGMV-L145V
(Figura 10D).

Para explorar la posibilidad de que la sintomatologia causada por PepGMV-
L145V fuera el resultado de la aparicion de virus revertantes durante el curso
de la infeccidn, se extrajo el DNA viral de todas las plantas inoculadas (ambos
huéspedes: 40 plantas en total) y se amplificé el gen Rep con los oligos P19 y
P20 (Anexo 1: Tabla M3). Los productos de PCR (1150 pb) fueron clonados y
secuenciados en su totalidad (al menos 5 secuencias por planta). El andlisis
reveld que la mutacion original (L145V) aun se conservaba en todas las plantas
analizadas, sin ningan cambio adicional en el gen Rep. Por lo tanto, el fenotipo
descrito anteriormente en ambas especies de plantas es exclusivo de la
mutacion introducida L145V y no de cambios adicionales en el genoma.
Ademas, el analisis de los niveles de replicacion de PepGMV-L145V en plantas
tomadas al azar en diferentes puntos del experimento mostré que la replicacion
de PepGMV-L145V era equiparable a la del virus silvestre (Figura 13A),
apoyando la idea de que la mutacion L145V es la Unica responsable del
fenotipo descrito en los dos huéspedes inoculados. En resumen, estos datos
indican que la mutacion L145V no afectd significativamente la infectividad de
PepGMV y que ese cambio genético permanecié estable en el curso de la

infeccion.

B. La mutacion L145A no causa sintomas visibles, pero hay
replicacion viral

Se inocularon 20 plantas de C. annuum y 20 plantas de N. benthamiana.

Posteriormente se inspeccionaron diariamente para el registro de plantas con

sintomas de virosis. No obstante, el virus PepGMV-L145A no causo sintomas

apreciables a simple vista (Figura 11B); aunque una inspeccién mas detallada

revelé la presencia de pequefios puntos amarillos apenas perceptibles. El
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seguimiento de todas las plantas inoculadas de ambas especies no mostré
ningdan progreso de los sintomas (puntos amarillos) hasta el final del
experimento (30 a 45-dpi). De hecho, el aspecto general de las plantas fue
similar a los controles negativos (Figura 11; Dy E).

La extraccion del DNA total de las plantas inoculadas y la amplificacion
posterior del gen Rep con los oligos P19 y P20 revelo la presencia de DNA viral
en todas las plantas inoculadas. En el analisis de las secuencias de la progenie
viral no se encontraron cambios adicionales a lo largo del gen Rep, solo la
presencia de la mutacién original (L145A). Contra lo esperado, en el analisis
por Southern blot de las plantas inoculadas no se logré detectar acumulacién
de DNA viral (Figura 13A), lo que sugiere que los niveles de replicacién viral
son extremadamente bajos. A la luz de estos resultados, se concluye que la
substitucion del residuo de Leucina por Alanina en la posicion 145 del gen Rep
resultd en una infeccibn con sintomas muy atenuados, y en descenso muy
notable de los niveles de replicacion de PepGMV, pero la mutacion permanecio

estable a lo largo del proceso de infeccion.

WT . CN L145A ) WT L145T

WT
| !
WT CN L145A L145T
E
WT CN L145A L145T

Figura 11. Diferencias en la severidad de los sintomas causados por PepGMV-
WT, PepGMV-L145A y PepGMV-L145T a los 37-dpi. En A, comparacion entre una
planta inoculada con PepGMV-WT y una planta inoculada con el vector pBS (CN). Las
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plantas inoculadas con PepGMV-L145A y PepGMV-L145T son comparadas con la
sintomatologia causada por el virus silvestre (B y C, respectivamente). En D (C.
annuum) y E (N. benthamiana) se muestran hojas del mismo nivel de desarrollo con
los diferentes fenotipos causados por cada mutante de PepGMV a los 30-dpi. El
fenotipo de PepGMV-L145V no es mostrado, pero es similar al de PepGMV-WT.

C. La mutacién L145T en PeGMV es inestable y revierte durante el
curso de lainfeccion.

La evaluacion del efecto de la mutacion L145T en las plantas de ambas
especies arroj6 resultados interesantes. En los experimentos realizados con C.
annuum, se inocularon 35 plantas (cuatro experimentos independientes),
mientras que en N. benthamiana se inocularon 23 plantas (tres experimentos
independientes).
Mientras que la mayoria de las plantas inoculadas con el virus silvestre mostré
sintomatologia caracteristica de PepGMV entre los 6 y 8-dpi, las plantas
inoculadas con PepGMV-L145T se mantuvieron asintomaticas durante ese
periodo (Anexo 2: Figura R1B). Con el paso del tiempo, las plantas inoculadas
con PepGMV-L145T desarrollaron sintomas similares a las causadas con el
virus silvestre (Figura 11C; también ver Figura R1B de Anexo 2). La
determinacién de los niveles de DNA viral en las plantas inoculadas con
PepGMV-L145T, tomadas aleatoriamente en tres puntos especificos del
experimento, mostré que el retardo en la aparicibn de plantas sintomaticas
correlacionaba con la acumulacién de DNA viral en etapas tardias (Comparar
Figura 12A con Figura 13A).
Al final del experimento (30-dpi), el analisis por PCR de las plantas de C.
annuum inoculadas con PepGMV-L145T mostrd que aproximadamente el 88%
de ellas mostraba replicacion de DNA viral (31/35) (ver Tablas R1 y R2 de
Anexo 3). Si se toma de referencia el niumero de plantas positivas por PCR
(31), entonces el 71% de ellas correspondia a las plantas con reversion
fenotipica (22/31); en tanto que el resto fueron plantas asintomaticas (9/31;
29%). En las plantas de N. benthamiana se presenté una situacion similar. El
analisis por PCR mostré que el 70% de las plantas inoculadas sustentaban la
replicacion del virus (16/23) (ver Tablas R3 y R4 de Anexo 3). Nuevamente
tomando como referencia solamente a las plantas con replicacion viral (16),

aproximadamente el 68% correspondian a las plantas con reversion fenotipica
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(11/16); mientras que el resto de las plantas eran asintomaticas pero positivas
por PCR (5/16; ~32%).
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Figura 12. La cinética de aparicion de sintomas en plantas inoculadas con
PepGMV-L145T es diferente a la del virus silvestre. En A y B, se presentan las
cinéticas de aparicion de sintomas en plantas de C. annuum y N. benthamiana
(respectivamente) inoculadas con PepGMV-WT, PepGMV-L145V y PepGMV-L145T.
Los dias en que aparecieron los sintomas caracteristicos de PepGMV son indicados
con simbolos diferentes para cada construccion. Los nimeros de la derecha indican el
namero de plantas que presentaron sintomas contra las plantas inoculadas. En el caso
de PepGMV-L145A no fue posible la elaboracién de una grafica debido a que fue dificil
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detectar las plantas sintomaticas a lo largo del experimento. Los datos presentados
representan dos experimentos independientes para PepGMV-WT y PepGMV-L145V,
mientras que para PepGMV-L145T es la condensacion de 4 (A) y 3 (B) experimentos,
respectivamente.

Se analizaron las secuencias de la progenie viral producida en las plantas con
aparente reversion fenotipica (Figura 12; PepGMV-L145T), asi como en las
plantas asintomaticas pero con replicacion viral. En las plantas de C. annuumy
N. benthamiana con reversion fenotipica se encontraron diversos genotipos
(variantes), incluyendo el del virus parental (PepGMV-L145T) en algunos
casos; en tanto que en las plantas asintométicas solo se encontrd al virus
parental (Anexo 3: Tablas R2 y R4). En las plantas de C. annuum con reversion
fenotipica se encontrdé al virus parental coexistiendo con los virus revertantes
en 9 de 22 casos. Los genotipos revertantes que fueron recuperados consistian
de 5 tipos distintos (Figura 13B): 1) [T145I], en el que el residuo mutante
original (Thr) fue cambiado a Isoleucina (lle) por una transicion C-T en la
segunda posicion del codon; 2) [V1361:L145T], mutacion compensatoria en el
residuo 136 que cambié de Val a lle por una transicion G-A en el primer
nucleotido del codon (GTA a ATA); 3) [V136L:L145T], similar al anterior pero en
el que el residuo Vall136 fue sustituida por Leu como resultado de uno de dos
cambios diferentes, las transversiones G-T (GTA a TTA) o G-C (GTA a CTA);
4) [1167L:L145T], mutacidbn compensatoria en el codén 167 que cambid el
aminoéacido lle a Leu, por una transversidon A-C en el primer nucleotido del
codon (ATA a CTA); 5 En un solo caso se encontr6 una mutante
[K125E:V1361:L145T] involucrando dos mutaciones en codones diferentes al
145 con la mutacion original, L145T; la mutacion en el codén 125 del gen Rep
involucré una transicion A-G (AAA a GAA). Entre lo mas destacado de los
datos obtenidos en las infecciones de plantas de chile fue el hallazgo de mas
de un genotipo revertante en la progenie viral de una misma planta, lo cual se
observé en 11 de las 22 plantas con reversion fenotipica (Anexo 3: ver Tabla
R2).

En el caso de las plantas de N. benthamiana que exhibieron reversion
fenotipica, el virus parental (PepGMV-L145T) se encontr0 coexistiendo con
genotipos revertantes en 6 de las 11 plantas analizadas (Anexo 3: ver Tabla

R4). Los genotipos revertantes fueron los mismos que se encontraron en las
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plantas de chile (Figura 13B), aunque su frecuencia relativa fue marcadamente
diferente, pues los genotipos [T145I] y [V136L:L145T] se encontraron en 5
(45%) y 3 (27%) de las 11 plantas que mostraron reversion fenotipica,
respectivamente; lo que contrasta de modo notorio con las incidencias del 18%

y el 50% de las mismas revertantes aisladas de las plantas de chile.
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Figura 13. La acumulacion viral de PepGMV-L145T inicia en etapas tardias. Un
fragmento del gen Rep se utiliz6 como sonda para detectar la replicacion del virus
silvestre, asi como de los virus mutantes en plantas de C. annuum en diferentes
tiempos (A). Las formas de DNA viral son indicadas como lineal (lin) y DNA de cadena
sencilla (ss). Los diversos genotipos encontrados en las plantas con reversion
fenotipica son mostrados en B. El motivo lll, asi como las hélices 3 y 4 son indicados.
La mutacioén original se muestra en rojo, mientras que los cambios que aparecieron
durante el curso de la infeccion se muestran en azul. Las frecuencias de cada genotipo
fueron las siguientes: a) En C. annuum el virus parental [L145T] se encontr6 en 18/31;
[T1451] en 4/31; [V1361:L145T] en 6/31; [V136L:L145T] en 11/31; [I1167L:L145T] en
6/31 y [K125E:V1361:L145T] en 1/31. b) En N. benthamiana, el virus parental [L145T]
se encontr6 en 11/16; [T145l] en 5/16; [V1361:L145T] en 2/16; [V136L:L145T] en 3/16;
[1167L:L145T] en 1/16 y [K125E:V1361:L145T] en 1/16.

D. El efecto deletéreo de L145T es suprimido por mutaciones
compensatorias.

Para examinar si cada uno de los genotipos encontrados en los experimentos

con PepGMV-L145T (Figura 13B) jugaban realmente algun papel en la

sintomatologia observada en las plantas de las cuales se recuperaron, se

procedié a transferir cada una de estas probables mutaciones compensatorias

al vector pPepl.19A y se generaron los vectores virales pPepl.19A-T145I,
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pPepl.19A-V136L(CTA), pPepl.19A-V136L(TTA), pPepl.19A-V136l,
pPepl.19A-1167L y pPepl.19A-K125E. La transferencia de cada uno de las
probables mutaciones compensatorias al fondo silvestre de PepGMV, se

realizé con los sitios EcoRI y BgLll (Figura 8B).
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Figura 14. Infectividad de los virus revertantes de PepGMV con mutaciones
compensatorias. Ambas especies de plantas se inocularon con las clonas infectivas
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de PepGMV conteniendo las probables mutaciones compensatorias ([T145l],
[V1361:L145T], [V136L:L145T], [I1167L:L145T] y [K125E:V1361:L145T]), asi como con el
virus silvestre (WT). Los fenotipos causados por cada uno de los virus mutantes en
plantas de C. annuum (A) y plantas de N. benthamiana (B) a los 7-dpi son mostrados.
Los niveles de replicacion de cada genotipo son comparados con respecto al virus
silvestre a diferentes tiempos (C).

Diez plantas de ambas especies vegetales fueron inoculadas con cada uno de
los vectores virales descrito anteriormente y se inspeccionaron periodicamente
para el registr0 de sintomas. Ambas especies de plantas inoculadas con el
virus PepGMV-WT desarrollaron sintomas tipicos de este virus a los 6-dpi
(Figura 14A y 14B). De forma interesante, las plantas inoculadas con los
vectores virales conteniendo las probables mutaciones compensatorias
descritas anteriormente presentaron una sintomatologia similar a la producida
por el virus silvestre, excepto pPepl.19A-K125E (Figura 14A y 14B). Ademas,
la cinética de aparicion de plantas sintomaticas también fue similar a la del
virus silvestre (Anexo 3: Tabla R9). Los niveles de replicacion de cada
genotipo fueron equiparables a los del virus silvestre (Figura 14C). En conjunto,
nuestros resultados demuestran que los cambios individuales T145I, V136l,
V136L e 1167L son efectivamente los responsables de la reversion fenotipica

observada en nuestros experimentos.

PHYVV causa sintomas caracteristicos en ambas especies de plantas

Los ensayos de infectividad con los vectores virales de PHYVV (pPHY1.59A,
pPHY1.38A y pPHY1.42B) en ambas especies de plantas causaron sintomas
ligeramente menos drasticos que los provocados por PepGMV. Aunque el
vector viral pPHY1.59A fue infeccioso (no mostrado), para los propdsitos de la
transferencia de las mutaciones no fue adecuado. Los sintomas inducidos por
PHYVV en ambas especies de plantas involucraban la aparicion de clorosis en
las venas, rugosidad de las hojas y un mosaico fino (Figura 15A y 15B). Estos
sintomas aparecieron desde los 6-dpi y se agravaron con el paso del tiempo.
En todas las plantas infectadas (ambas especies: 32/35 plantas), la remision de
sintomas se observo en un periodo de 12 a 14-dpi (Figura 15C), y al igual que
en PepGMV, las plantas no se recuperaron por completo hasta el final del
experimento (Figura 15D). No obstante, en las plantas co-inoculadas con
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PepGMV y PHYVV (infeccidn mixta) no se observé el fendmeno de remision, y
la sintomatologia fue mas severa (Anexo 2: Figura R3).

A PHYVV-WT CN

C. annuum

PHYVV-WT

N. benthamiana

Figura 15. Infectividad de PHYVV-WT (pPHY1.38A y pPHY1.42B). Plantas de C.
annuum y N. benthamiana fueron inoculadas con los vectores virales de PHYVV. La
aparicion de plantas sintomaticas de ambas especies se registr6 desde los 6-dpi (A 'y
B; PHYVV-WT), mientras que los controles negativos no presentaron ningin sintoma
hasta el final del experimento (A y B; CN). La remisién de sintomas (C), asi como el
enanismo fue un fenbmeno comun en las plantas inoculadas con PHYVV-WT (D) y
PepGMV (no mostrado).

El efecto de las mutaciones L147V, L147Ay L147T en PHYVV

El efecto de las mutaciones introducidas en el gen Rep de PHYVV también se
evalué al inocular plantas de C. annuum y N. benthamiana. Al igual que en
PepGMYV, los experimentos de infectividad mostraron resultados que se pueden

clasificar en tres grupos.
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A. PHYVV L147V causa sintomas similares al virus silvestre
La inoculacion de las plantas de C. annuum y N. benthamiana (40 plantas en
total) con el vector viral mutante pPHY1.38L147V produjo una sintomatologia
similar a la del virus silvestre; aunque atenuada (Figura 16B; comparar con
16A). ElI fendmeno de recuperacion (remisién) se observé también en las
plantas inoculadas con el virus mutante (Figura 16D), asi como en las plantas
inoculadas con el virus silvestre (Figura 16C).

A PHYVV-L147V

PHYVV-WT

N

C. annuum

N. benthamiana

PHYVV-L147V

Figura 16. La sintomatologia causada por PHYVV-L147V es similar a la de
PHYVV-WT. Las plantas inoculadas con PHYVV-L147V mostraron sintomas en el
mismo tiempo que el virus silvestre en ambas especies de plantas (A y B). No
obstante, la sintomatologia causada por PHYVV-L147V fue ligeramente menos
drastica que la causada por el virus silvestre. La remision de sintomas también fue
similar entre las dos construcciones (comparar C y D).

Notablemente, las cinéticas de aparicibn de plantas sintomaticas (ambas
especies) fueron ligeramente diferentes a las del virus silvestre, con un desfase
aparente de 2 a 3 dias, lo que sugeria la presencia de virus revertantes (Figura
18A y 18B). Sin embargo, la amplificacion del gen Rep de PHYVV con los
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oligos P21 y P22 (Anexo 1: Tabla M3) a partir de los extractos totales de DNA
de las plantas inoculadas mostr6 que la progenie viral no contenia cambios
adicionales en el gen Rep, descartando la reversion fenotipica en estos
experimentos. Mas audn, el analisis de los niveles de replicacion del virus
mutante (L147V) a diferentes tiempos durante el curso de la infeccidon demostro
que efectivamente el virus se replicaba a niveles equiparables al virus silvestre
(Figura 19A), indicando asi que el aparente desfase de aparicion de sintomas
obedece a su deteccion tardia por la menor severidad de los mismos. En
conjunto, nuestros resultados sugieren que la mutacién L147V no causa un

efecto detrimental significativo sobre la infectividad de PHYVV.

B. La mutacion L147A afecta lareplicacion de PHYVV
Las plantas de ambas especies inoculadas con el virus mutante PHYVV-L147A
(20 plantas de C. annuum y 20 plantas de N. benthamiana) se mantuvieron
asintométicas desde el inicio hasta el final del experimento (Figura 17; L147A).
En el analisis por PCR con los oligos P21 y P22 (Anexo 1: Tabla M3) no se
detecté DNA viral en ninguna de las plantas inoculadas (ambas especies), por
lo que los extractos totales de DNA fueron usados para enriquecer la probable
existencia de DNA viral en bajo numero de copias, mediante la polimerasa
phi29 de TempliPhi™. Aun con el enriquecimiento de estos extractos y su
posterior andlisis por PCR, nuevamente se obtuvieron resultados negativos.
Los mismos resultados negativos se obtuvieron al analizar las mismas plantas
por Southern blot (Figura 19A), por lo que se concluyd que la mutacién L147A

elimina por completo la capacidad de replicacién de PHYVV.

C. Reversion fenotipica de las plantas inoculadas con PHYVV
L147T.

Las plantas de C. annuum (20 plantas) y N. benthamiana (20 plantas) que se
inocularon con PHYVV L147T mostraron resultados similares a los obtenidos
con PepGMV L145T; es decir, un retraso en la aparicibn de sintomas con
respecto a los controles positivos (Figura 17; Figura 18A y 18B). Los sintomas
observados en las plantas con reversion fenotipica incluian los sintomas
caracteristicos de PHYVV: clorosis en las venas, rugosidad de las hojas y un
mosaico fino (Figura 17; L147T; 21-dpi). En la figura R2B (Anexo 2) se muestra
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la sintomatologia de las plantas de ambas especies inoculadas con el virus
PHYVV-L147T.

WT (7-dpi) L147A (7-dpi)

L147T (7-dpi) L147T (21-dpi)

Figura 17. Fenotipo de plantas de C. annuum inoculadas con PHYVV-L147A y
PHYVV-L147T. Las plantas inoculadas con el virus PHYVV silvestre presentaron
sintomas caracteristicos de este virus (parte superior izquierda). Por otro lado, las
plantas inoculadas con los virus mutantes PHYVV-L147A (parte superior derecha) y
PHYVV-L147T (parte inferior izquierda) se mantenian asintomaticas en el mismo
periodo de tiempo. De forma notable, solo las plantas inoculadas con PHYVV-L147T
presentaron sintomas similares a los producidos por el virus silvestre en etapas tardias
(parte inferior derecha). Los mismos fenotipos fueron registrados en N. benthamiana
(no mostrado).

El porcentaje de plantas que experimentaron reversion fenotipica fue similar en
ambas especies (60%=12/20) (Figura 18; ver Anexo 3: Tablas R5 y R7). No
obstante, el analisis por PCR de todas las plantas de C. annuum inoculadas
indicod que el 85% (17/20) tenian DNA viral (Anexo 3: Tabla R5); mientras que
en N. benthamiana, solo el 75% (15/20) tenia DNA viral (Anexo 3: Tabla R7).
De lo anterior se desprende que 5 plantas de C. annuum (5/17) se mantuvieron
asintomaticas, pero mantenian replicacion del DNA viral. En el caso de N.
benthamiana, las plantas con la misma situacion; es decir, asintomaticas pero
con DNA viral, fueron solo 3 (3/15).
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Figura 18. PHYVV-L147T revierte fenotipicamente. La aparicion de plantas
sintomaticas de C. annuum (A) y N. benthamiana (B) inoculadas con PepGMV-WT,
PepGMV-L145V y PepGMV-L145T son presentados con simbolos diferentes para
cada construccion. Los nameros de la derecha indican el nimero de plantas que
presentaron sintomas contra las plantas inoculadas. Los datos presentados
representan dos experimentos independientes para cada construccion.

El fendmeno de reversion fenotipica en ambas especies de plantas también
sugeria la reversion de la mutacién durante el curso de la infeccién. Por lo

tanto, las plantas de C. annuum inoculadas con PHYVV-L147T se analizaron

46



por Southern blot para detectar acumulacion viral a diferentes tiempos. Este
analisis mostré que la acumulacién de DNA viral correspondia a las plantas
sintométicas en etapas tardias del experimento (Figura 19A). Ademas, se
analizaron las secuencias de la progenie viral producida en las plantas con
reversion fenotipica, asi como también en las plantas asintomaticas pero con
replicacion del DNA viral. En las plantas con reversion fenotipica se
encontraron virus con un cambio en la posicion de la mutacion original
(T147M), mientras que en las plantas asintomaticas pero con cierto nivel de
replicacion viral, solo se recuperd el virus mutante parental PHYVV-L147T
(Figura 19B y ver Anexo 3: Tablas R6 y R8). Es importante hacer notar que a
diferencia de los resultados con PepGMV-L145T, en los experimentos con
PHYVV-L145T no se encontrd el virus parental co-existiendo con los virus
revertantes (Anexo 3: Tablas R6 y R8).

La reversion de T147M ocurrié por una transicion C-T en el coddn 147 del gen
Rep de PHYVV (ACG a ATG). El genotipo T147M se encontr6 en ambas
especies de plantas (24/40) (Figura 19B; ver Anexo 3: Tablas R5 y R7). De
forma interesante, en dos casos se encontré que la reversion fenotipica no
estaba asociada con el genotipo T147M, sino con presuntas mutaciones
compensatorias localizadas en los codones 5y 6 del gen Rep (Figura 19B). Lo
interesante fue que cada una de estas probables mutaciones compensatorias
se encontré en especies de plantas diferentes. Esto es, en una planta de C.
annuum con reversion fenotipica se encontré que la progenie viral contenia una
transicion G-A en el codon 6 del gen Rep (CGA a CAA), la cual generaba el
cambio R6Q a nivel de aminoéacidos (Figura 19B; Anexo 3: Tablas R6). Por otro
lado, en la planta de N. benthamiana se encontré una transversion de A-C en el
codén 5 del gen Rep (AAA a CAA) gue daba lugar al cambio K5Q en la
proteina Rep (Figura 19B; Anexo 3: Tablas R6 y R8). En conjunto, estos datos
indican que la mutacién L147T en PHYVV es inestable y revierte en el proceso

de infeccion.
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Figura 19. La acumulacién de DNA viral de PHYVV-L147T correlaciona con la
reversion fenotipica. Un fragmento del componente A de PHYVV correspondiente al
gen Rep se utiliz6 como sonda para detectar la acumulacion de DNA virala 7, 14 y 21-
dpi (A). La acumulacién de DNA viral de PHYVV-WT y PHYVV-L147V (A; WT y L147V,
respectivamente) es acorde con los registros visuales (ver Figura 17). De igual
manera, la ausencia de plantas sintomaticas en los experimentos de infectividad con el
virus PHYVV-L147A (L147A) es consistente con la deteccion nula de replicacién de
este virus mutante (A; L147A, ver 7, 14 y 21-dpi). El retraso en la aparicién de plantas
sintomaticas con PHYVV-L147T (ver Figura 18) correlaciona con la acumulacion de
DNA viral en tiempos tardios (A; L147T, ver 14 y 21-dpi). Los genotipos recuperados
en los de infectividad con PHYVV-L147T se muestran en B. La regiébn mutada de la
hélice 4 de la proteina Rep se muestra en la parte superior.

El virus TOMoTV solo infecta N. benthamiana.

Por ultimo, en el caso de ToMoTV, los vectores virales pTal.46A y pTal.38B
solo infectaron plantas de N. benthamiana, por lo que la evaluaciéon del efecto
de las mutaciones se hicieron con esta especie. La sintomatologia inducida por
ToMoTV en N.benthamiana incluyé puntos amarillos y un ligero arrugamiento
de las hojas nuevas (Figura 20A), mientras que las plantas inoculadas con pBS
no mostraron ninguna sintomatologia (Figura 20B). El efecto de las mutaciones

en ToMoTV se describe a continuacion.
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ToMoTV-WT

Figura 20. ToMoTV-WT solo infecta plantas de N. benthamiana. La inoculacion de
plantas de N. benthamiana presentaron sintomas de virosis, como puntos amarillos,
distorsion de las hojas y un ligero arrugamiento entre los 8 a 10 dpi (A). Por el otro
lado, las plantas inoculadas con el vector pBS (CN) no presentaron ninguna
sintomatologia.

A. Las mutaciones M147A y M147T no causan sintomas visibles en
N. benthamiana.

Los experimentos de infectividad realizados en plantas de N. benthamiana
utilizando los virus mutantes ToMoTV M147A y ToMoTV M147T arrojaron
resultados similares a los obtenidos con PepGMV L145A. Es decir, de manera
visual las plantas inoculadas no desarrollaron ningun signo de virosis (Figura
21A; M147A y M147T). Sin embargo, se logr6 amplificar DNA viral con los
oligos P23 y P24 a partir de estas plantas asintomaticas (Anexo 1: Tabla M3).
En cambio, con el Southern blot, la acumulacién de DNA viral en las plantas
inoculadas con ToMoTV M147A y ToMoTV M147T no fue detectada (Figura
21C). El andlisis de las secuencias de la progenie viral no revelé ningn cambio
adicional en el gen Rep, sugiriendo que las mutaciones son estables durante el

curso de la infeccion.
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Figura 21. La mutacién M147V es inestable en plantas de N. benthamiana. El
fenotipo de las plantas de N. benthamiana inoculadas con el virus silvestre de
ToMoTV, asi como con los virus mutantes a los 21-dpi son mostrados en el panel
superior (A). Solo el virus ToMoTV-M147V reverti6 fenotipicamente en tiempos tardios,
comparado con el virus silvestre (A: M147V, y B: ToMoTV-M147V). La cinética de
aparicion de plantas sintométicas tanto las inoculadas con el virus TOMoOTV-WT y
ToMoTV-M147V son mostrados con simbolos diferentes (B). Los numeros del lado
derecho en B indican la eficiencia de la infeccion por las construcciones mostradas. La
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reversion fenotipica de ToMoTV-M147V (A y B) coincide con la acumulacion de DNA
viral de este virus mutante en tiempos similares al virus silvestre (C).

B. La mutacion M147V de ToMoTV es inestable y revierte a la
secuencia silvestre.

El virus ToMoTV fue el inico que no siguié el mismo comportamiento del efecto
de las substituciones en la posicién equivalente a L148 de TGMV. En PepGMV
y PHYVV, las substituciones a Treonina resultaron en una reversion fenotipica
en las plantas inoculadas. En ToMoTV, la substitucion M147V fue el Unico
genotipo inestable en las plantas de N. benthamiana. Mientras que las plantas
inoculadas con ToMoTV silvestre desarrollaron sintomas caracteristicos de
este virus a los 7-dpi (Figura 21A; WT), en este mismo periodo las plantas
inoculadas con ToMoTV M147V no presentaron sintomas de virosis (Figura
21A; M147V). Sin embargo, en los dias posteriores empezaron a aparecer
plantas con sintomatologia similar a las inoculadas con el virus silvestre. Este
retraso en la aparicibn de sintomas en las plantas inoculadas con el virus
mutante ToMoTV M147V (Figura 21B), sugeria fuertemente una reversion de la
mutacion original, por lo que se analizaron las secuencias de la progenie viral
en estas plantas. Interesantemente, la totalidad de las plantas inoculadas con
ToMoTV M147V experimentaron la reversion fenotipica y la amplificacién del
DNA viral de estas plantas y su posterior andlisis revelé que la mutacion
original (M147V) habia revertido al codén silvestre mediante una transicion del
nucleétido G por A (V147M). La determinacién de los niveles de acumulacion
de DNA viral en estas plantas fueron equiparables a los del virus silvestre
(Figura 21C). A diferencia de los resultados con PepGMV L145T y PHYVV
L147T, no se encontré el virus mutante original en ninguna de las plantas

analizadas.
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DISCUSION

La mutacion es una de las principales fuentes de variabilidad genética en los
organismos y es un motor muy importante para la evolucion. Las mutaciones
puntuales se pueden clasificar en cuatro clases de acuerdo al impacto que
tienen en la aptitud (“fitness”) de un organismo, definida esta como la
capacidad de generar progenie: 1) Las mutaciones neutrales son aquellas que
no afectan de forma significativa esa capacidad; 2) Las mutaciones letales son
las que disminuyen esa capacidad a cero; 3) Las mutaciones deletéreas
disminuyen el fithess, pero a valores por encima de cero; y 4) Las mutaciones
benéficas (muy inusuales) aumentan la aptitud. Las dos ultimas clases son las
gue juegan un papel mayor en la evolucion.

En los virus de RNA, la ausencia de actividad correctora de las polimerasas
que usan durante su replicacion es la principal causa de la alta tasa de
mutaciones (Drake et al., 1999). Por el contrario, en los virus de DNA se ha
asumido que sus tasas de mutacion son similares a las de sus huéspedes,
debido a que utilizan la maquinaria de replicacion de sus hospederos. Tal es el
caso de los geminivirus, los cuales poseen genomas de DNA y por mucho
tiempo se habia pensado que su tasa de mutacion era similar a la de otros
virus de DNA; es decir, del orden de 1.8 x 10 mut/nt/rep (Bernard, 1994;
Drake, 1991; Drake y Hwang, 2005; Hartwell y Sharp, 2000). No obstante, en
los ultimos afios se han acumulado evidencias que sugieren una alta
variabilidad de los geminivirus (Duffy y Holmes, 2008; Duffy y Holmes, 2009;
Sanz et al, 1999). En este trabajo hemos encontrado evidencias
experimentales que apoyan la idea de que los geminivirus mutan con una
frecuencia mucho mayor que otros virus de DNA. Ademas, los datos arrojados
en los experimentos de evolucion forzada han revelado las restricciones

selectivas a las que esta sujeta la proteina Rep.

La inestabilidad de mutaciones en el residuo conservado (Leu/Met) de la
hélice-4 de Rep y el papel del contexto genético

En TGMV, el andlisis de la mutacion L148V en experimentos de infectividad
reveld una tendencia a revertir la mutacion a los codones de Leucina (L),

Metionina (M) e Isoleucina (1) durante el curso de la infeccidon (Arglello-Astorga
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et al.,, 2007). En ese mismo trabajo, la evaluacion experimental de una
mutacion equivalente (L145A) en CaLCuV, un begomovirus filogenéticamente
distante a TGMV, también reveld una elevada eficiencia del fenomeno de
reversion. Lo interesante es que la mutacion inestable en CaLCuV fue L145A, y
no L145V como en TGMV. Ademas, los cambios experimentados originaron
codones diferentes (GTC: Valina y ACC: Treonina), insinuando una importante
contribucion del fondo genético viral.

Tomando en cuenta lo anterior, nosotros evaluamos tres substituciones
diferentes en las proteinas Rep de otros begomovirus del Nuevo Mundo
(PepGMV, PHYVV y ToMoTV), con la finalidad de identificar las mutaciones
con efecto deletéreo y su posterior andlisis en experimentos de evolucién
forzada. La evaluacion fenotipica de los virus mutantes en plantas de C.
annuum y N. benthamiana permitié identificar mutaciones con efectos distintos,
desde mutaciones neutrales hasta parcialmente detrimentales o letales (Figura
22A).

En congruencia con los primeros hallazgos en TGMV y CalLCuV, nuestros
analisis indican que el efecto de las mutaciones introducidas en la hélice-4
depende del contexto genético, pues una misma substitucion en posicién
homologa produce efectos diferentes en los distintos virus (Figura 22A). Por
otra parte, lo mas importante de nuestras evaluaciones fue la identificacion de
las mutaciones deletéreas inestables (Figura 22A, en rojo; y Figura 22B); es
decir, aquellas mutaciones que revertieron fenotipicamente durante el curso de

la infeccion.
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PepGMV PHYVV ToMoTV
CTC (Leu)»acC (Thr) CTG (Leu)»acG (Thr) ATG (Met)»-gTG (Val)
Ts Ts Ts
GCC (Ala) GCG (Ala) ATG (Met)
ATC (Ile) ATG (Met) GCG (Ala)
ACT (Thr) ACA (Thr) GTA (Val)
Tv Tv Tv
TCC (Ser) CCG (Pro) TTG (Leu)
CCC (Pro) TCG (Ser) CTG (Leu)
AGC (Ser) AAG (Lys) GAG (Glu)
AAC (Asn) AGG (Arg) GGG (Gly)
ACA (Thr) ACC (Thr) GTT (Val)
ACG (Thr) ACT (Thr) GTA (Val)

Figura 22. Efecto de las mutaciones equivalentes a L148 de TGMV en PepGMV,
PHYVV y ToMoTV. La evaluacion de cada una de las mutaciones en las plantas de C.
annuum y N. benthamiana mostraron efectos distintos, desde efectos neutrales hasta
letales. En negritas se muestran las mutaciones evaluadas en este estudio y el resto
proviene de Arguello-Astorga et al., 2004 y Arguello-Astorga et al., 2007 (A). Las
mutaciones deletéreas inestables (PepGMV-L145T, PHYVV-L147T y ToMoTV-M147V)
pueden ser revertidas mediante un solo cambio de base y dependen de los eventos de
transicion (Ts) o transversion (Tv). Se marcan en azul los cambios que se encontraron
en los ensayos de infectividad. Los cambios que pudieron haber ocurrido, pero que no
se encontraron en los experimentos, se marcan en gris. Notese que en los tres casos
fueron eventos de transicion.
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El fendbmeno de reversion fenotipica parece implicar la aparicion de variantes
virales con una eficacia biolégica mayor que la del virus parental (seleccion
positiva o direccional). Al proceso opuesto, donde las nuevas variantes tienen
una eficacia biolégica menor y por lo tanto son opacadas por el virus parental,
se denomina seleccion negativa (Freeman et al., 2002). De acuerdo a lo
anterior, en los experimentos de infeccibn con las mutantes inestables se
recuperaron distintos genotipos en la progenie viral, desde cambios en el sitio
original de la mutacién hasta cambios en otros sitios del gen Rep (Figura 25B),
evidencia de una seleccion positiva. Una observacion notable es la aparicion de
los mismos genotipos revertantes en ambos huéspedes (Figura 23). Esto
sugirie que la proteina Rep esté restringida selectivamente y que esta presion
de seleccién es independiente del huésped.

Las mutaciones deletéreas inestables se generaron por medio de cambios
puntuales en el codén equivalente a L148 de TGMV (Figura 22B). Asi tenemos
que la mutacién L145T en PepGMV se gener6 mediante dos cambios en el
codén CTC (Leucina), de tal forma que se cred el codén ACC (Treonina)
mediante una transversién (C-A) y una transicién (T-C). De igual forma, una
transversion (C-A) y una transicion (T-C) generaron el codén ACG (Thr) en
PHYVV (L147T). Finalmente, en el virus ToMoV, la mutacion M147V se genero
por una sola transicion (G-A) en el codon ATG (Met), creando el codén GTG
(Val). Tomando en cuenta estas consideraciones, y con la nocién de que las
transiciones tienen wuna probabilidad de ocurrencia mayor que las
transversiones, es interesante hacer notar que los genotipos que revertieron en
el sitio original de la mutacion fueron producto de eventos de transicion (Figura
22B). Para el caso de PepGMV-L145T, aunque las opciones para revertir la
mutacion por un solo cambio de base podian conducir a diversos residuos, el
anico genotipo recuperado fue T1451 (producto de una transicion C-T), lo cual
coincide con lo esperado tedricamente (Figura 22B) y ademas, correlaciona
con los residuos que son tolerados en esa posicion (Arguello-Astorga et al.,
2004). Lo mismo sucedié con las mutaciones L147T y M147V de PHYVV y
ToMoTV, respectivamente. En ambos casos, eventos de transicion originaron
el codon ATG (Met). Nuevamente, aunque las opciones de revertir la mutacion
eran diversas, los cambios condujeron a un residuo permisible. Estos

resultados coinciden con las observaciones previas en TGMV donde se
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evaluaron dos mutantes en el residuo L148 de la proteina Rep (Arguello-
Astorga et al., 2007). El primero de ellos se gener6 mediante una transversion
C-G (CTG a GTG) (L148V); mientras que el segundo se cred6 con dos
modificaciones en el codén CTG (Leu), creandose el coddon GTT (Val)
(L148V*). El andlisis de los revertantes con ambos mutantes revel6 que L148V
genero principalmente el codon ATG (Met) mediante un evento de transicion
(G-A); mientras que L148V* dio lugar principalmente al codén CTT (Leu) por
una transversion G-C. En conjunto, lo expuesto anteriormente sugiere que las
opciones de revertir al residuo original dependen del numero de cambios que
se generan al momento de introducir la mutacién y confirman la importancia del
residuo Leucina/Metionina en la parte central de la hélice-4 en la funcion de la
proteina Rep de begomovirus. Ademas, demuestran la utilidad de las
mutaciones deletéreas inestables para realizar experimentos de evolucion

forzada.

e
[
<

Yy

C. annuum N. benthamiana A. thaliana
PepGMV-L145T PepGMV-L145T CaLCuV-L145A CaLCuV-L145A
T1451 (4/31) T1451 (5/16) A145V (7/14) A145T (6/12)
V1361:L145T (6/31) V1361:L145T (2/16) A145T (2/14) A145V (1/12)
V136L*:L145T (11/31) V136L*:L145T (3/16) 1167L:L145A (2/14) A145L (1/12)
1167L:L145T (6/31) 1167L:L145T (1/16) L145A/A145V (2/14) L145A/A145T (4/12)
K125E:V1361:L145T (1/31) || K125E:V1361:L145T (1/16) | L145A/A145T (1/14)
L145T (9/31)%** L145T (6/16)***
L145T (9/31)** L145T (5/16)** TGMV-L148V
PHYVV-L147T PHYVV-L147T VI148M (18/31)
V148L (9/31)
T147M (11/17) T147M (11/15) V1481 (2/31)
L147T (S/17)** L147T (3/15)** R125G:1155L:L148V (1/31)
*Codones: CTAy TTA ToMoTV-M147V

. . -
Encontrado en plantas asintométicas E V14IM 10/103

***Mezclado con genotipos revertantes

Figura 23. Genotipos recuperados en los experimentos de evolucion forzada con
las mutaciones inestables. La evaluacion de las mutaciones inestables de PepGMYV,
PHYVV y ToMoTV en las plantas de C. annuum y N. benthamiana permitié la
identificacion de variantes virales en la progenie (sefialadas en los recuadro). En los
experimentos de PepGMV y PHYVV se recuperaron ademas a los virus mutantes
parentales (en rojo). Los genotipos obtenidos en este trabajo son comparados con los
datos obtenidos previamente de TGMV y CalLCuV (Arglello-Astorga et al., 2007).
Nétese que la mutacidn compensatoria 1167L ya se habia aislado previamente en
CaLCuV.
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El potencial evolutivo de los geminivirus y los probables factores que lo
causan

El potencial de revertir el efecto deletéreo de las mutaciones introducidas en la
hélice-4 de la proteina Rep en tiempos muy cortos (pocos dias) va en contra de
la nocion general de que los virus de DNA poseen tasas de mutacion similares
a las de sus hospederos. En los virus de RNA, el potencial de superar el efecto
de las mutaciones deletéreas depende en gran medida de su naturaleza
heterogénea (cuasi-especies) (Domingo y Holland, 1994; Domingo y Holland,
1997; Roossinck, 1997).

En este estudio, el andlisis de los genotipos revertantes indicé que las
mutaciones encontradas son Unicas en todo el genoma. Tomando esto en
cuenta, si estimamos la frecuencia de mutaciones obtenemos un valor de 3.8 x
10™ para el componente A de PepGMV (ver Materiales y Métodos), lo cual es
equivalente a las estimaciones en otros begomovirus (Duffy y Holmes, 2008;
Duffy y Holmes, 2009). Aunque en algunos casos se identificaron hasta dos
mutaciones puntuales ([K125E:V1361:L145T]), el valor estimado es del mismo
orden de magnitud (7.6x10™). Por lo tanto, las evidencias que encontramos en
nuestros analisis con las mutaciones inestables; es decir, de una seleccion
positiva o direccional durante el curso de la infeccion sugiere una naturaleza de
tipo cuasi-especies en los geminivirus, lo cual coincide con las estimaciones
recientes de las altas tasas de substitucion nucleotidica en TYLCV y EACMV
que oscilan entre los 10° a 10 substituciones por sitio por afio (Duffy y
Holmes, 2008; Duffy y Holmes, 2009). Mas interesante adun es que las
estimaciones de las tasas de mutacién en otros sistemas virales con genomas
de ssDNA como parvovirus (Lopez-Bueno et al., 2006; Shackleton et al., 2005;
Shackleton y Holmes, 2006), circovirus (Biagini, 2004; Gallian et al., 2002),
anellovirus (Umemura et al., 2002) y bacteriéfagos (Cuevas et al., 2009; Raney
et al., 2004) son similares (10° a 10™); lo que sugiere que los virus con este
tipo de genomas poseen un potencial evolutivo equiparable al de los virus de
RNA, aunque los factores que ocasionan este fendmeno son desconocidos
hasta ahora (Duffy et al., 2008).

Los geminivirus se replican en el nucleo de las células vegetales por los
mecanismos de RCR y RDR (Gutierrez, 1999; Hanley Bowdoin et al., 1999;
Jeske et al., 2001; Preiss y Jeske, 2003; Stenger et al., 1991). La busqueda de
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los factores que participan en la replicacion de los geminivirus ha sido ardua,
pero sin resultados promisorios. Recientemente se aislo una subunidad de la
polimerasa épsilon (Pole) que interactua con la proteina Rep de MYMV y podria
jugar un papel en la replicacién viral (Dr. Sunil Kumar Mukherjee; comunicacion
personal). No obstante, Pole es comunmente utilizada durante la replicacion en
eucariotes por poseer la actividad de corregir errores e introduce un error por
cada 10° a 10'° bases replicado (Echols y Goodman, 1991; Garcia-Diaz y
Bebenek, 2007; Thomas et al., 1991), lo que la descarta como responsable de
la introduccion de mutaciones en los geminivirus.

Por otra parte, si se consideran las etapas del ciclo infectivo de los geminivirus,
se tiene que la primera etapa de la replicacion involucra la conversién de las
formas ssDNA a dsDNA. En el género mastrevirus se sabe que un
oligonucledtido de RNA es el responsable de iniciar la sintesis de la cadena
complementaria durante la conversion de ssDNA a dsDNA (Donson et al.,
1984). Esto implica la participacion de polimerasas de DNA dependientes de
RNA, las cuales podrian ser de baja fidelidad; aunque no se puede descartar la
participacion de factores adicionales como la presencia de radicales libres o
una poza (“pool”) de nucleétidos no balanceados, o que la actividad de las
polimerasas de alta fidelidad se vea afectada por el ambiente celular creado
durante la infeccion.

Aunque el DNA es el portador de la informacion genética, su estabilidad
quimica es limitada. Procesos como la hidrdlisis, la oxidacion y la metilacion no
enzimatica del DNA ocurren en tasas muy altas in vivo. La depurinaciéon y la
desaminacion son las reacciones quimicas espontdneas mas frecuentes que
crean serios dafios en el DNA. La depurinacién ocurre por la hidrolisis del
enlace N-glicosil que une las purinas (Adenina y Guanina) y la desoxirribosa;
mientras que la desaminacion convierte a las citosinas (C) a uracilo (U)
(Lindahl, 1993). Ademas, se sabe que la desaminacién oxidativa ocurre
espontaneamente y es de 200 a 300 veces mas probable que ocurra en
moléculas de ssDNA que en las de dsDNA (Bjelland y Seeberg, 2003;
Frederico et al., 1990). Considerando lo anterior y con el conocimiento de que
durante el ciclo de infecciébn de los geminivirus, un tiempo considerable se
encuentra en el estado de ssDNA, la desaminacion oxidativa podria ser la

explicacion de la alta tasa de substitucion nucleotidica en los geminivirus. De
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manera interesante, se reportd recientemente que en los genomas de TYLCV y
EACMV hay una sobre-representacion de las transiciones C-T y G-A (Duffy y
Holmes, 2008; Duffy y Holmes, 2009), lo que apoya la hipo6tesis de que la
desaminacion oxidativa es responsable de la alta tasa de mutaciones en los
geminivirus. Un factor adicional que se ha especulado puede jugar un papel en
la incorporacion erronea de nucledtidos durante la replicacion de los
geminivirus es la ausencia de metilacion del DNA viral (Brough et al., 1992;
Inamdar et al., 1992). Se sabe que los geminivirus interfieren con la metilacion
y como resultado, las formas replicativas de los geminivirus no son metilados,
por lo que la maquinaria de correccidén de errores podria no diferenciar entre el
templado original y la cadena naciente, permitiendo la incorporacion erronea de
nucleétidos (Wang et al., 2005).

Muchos virus son restringidos a poseer genomas pequefios, ya que deben
empaquetarse en un espacio fisico limitado con el fin de poder transportarse
entre las células a través de los plasmodesmos (Lucas, 2006). Los geminivirus
no son la excepcion, y por ello se proponen dos escenarios por la alta tasa de
substitucién nucleotidica: 1) la adaptacion rapida a los ambientes cambiantes; y
2) la extincion de la poblacién. El segundo escenario obedece a que poseen
genomas pequefos, codifican proteinas multifuncionales y estan expuestos a
constantes eventos de cuellos de botella por su forma de transmision
(horizontal). A pesar de ello, la extincion parece ser evadida eficazmente, ya
que la edad estimada de los geminivirus es de 100 a 125 millones de afios
(Briddon et al., 2010; Grimaldi y Engel, 2005). Uno de los factores que podria
explicar la evasion de la extincibn de la poblacién por la alta tasa de
mutaciones puede ser la recombinacion. La recombinacion genera una
variabilidad enorme que no podria alcanzarse con los eventos de mutacion
puntual (Keightley et al., 2006, Martin et al., 2006; Roossinck 1997). Por lo
tanto, es de gran interés conocer la distribucion de las mutaciones a lo largo del
genoma, asi como el impacto de las mutaciones puntuales en la viabilidad de
los geminivirus. De hecho, se piensa que las tasas de mutacion en los virus de
RNA y ssDNA estan intimamente relacionadas con el efecto que produce cada
mutacion puntual espontanea en el fitness del virus. De tal forma que se
optimiza una tasa de mutaciones que maximiza la adaptacién a las nuevas

circunstancias del ambiente (Sanjuan, 2010).
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Las mutaciones deletéreas y el probable papel del tamafio de la poblacion
viral

De acuerdo a nuestras observaciones, la probabilidad de que un virus con una
mutacion deletérea se recupere por medio de una reversion en el sitio original
de la mutacibn o mediante mutaciones compensatorias esta directamente
ligada al impacto de la mutacion en la viabilidad del virus (fitness). En nuestro
caso, el término “fitness” se referira a la replicacion, ya que las mutaciones
impactan sobre la proteina Rep. Tomando en cuenta lo anterior, se tienen tres
escenarios. En el primero, las mutaciones letales suprimen por completo la
replicacion viral y se entiende, por tanto, que tienen una probabilidad nula de
generar variantes que reviertan o compensen la mutacion original. En el
segundo escenario, se tienen las mutaciones deletéreas (estables) con un
impacto significativo en la replicacion viral (disminucion del fitness), pero sus
tasas de replicacion permiten un tamafio de poblacién suficiente para opacar a
los virus revertantes (seleccion negativa). Finalmente, en el tercer escenario se
tiene que el impacto de la mutacién es muy pronunciado (mutacion deletérea
inestable), afectando el fithess de forma significativa. En el Ultimo escenario, el
tamafio de la poblacion viral viable es tan pequefio que se genera una mayor
oportunidad para la emergencia de variantes virales que superan en frecuencia
al virus mutante original (seleccion positiva). Tomando en cuenta los tres
escenarios anteriores, las mutaciones L148G en TGMV y L147A en PHYVV
pertenecerian al primer escenario, ya que eliminaron por completo la
replicacion viral (Figura 22A; mutaciones letales). Por el contrario, en el
segundo escenario se encuentran los mutantes TGMV Rep L145A, PepGMV
Rep L145A, ToMoTV Rep M147A y M147T, los cuales se replicaron en el
huésped pero no revirtieron en el curso de la infeccion (Figura 22A; mutaciones
deletéreas estables). En el Ultimo escenario, se clasificarian las mutaciones
L148V en TGMV, L145A en CaLCuV, L145T en PepGMV, L147T en PHYVV y
M147V en ToMoTV, ya que generaron virus revertantes con propiedades
similares al virus silvestre (Figura 22A; mutaciones deletéreas inestables).
Aunque en el presente trabajo no se determinaron las tasas de replicacion de
los virus mutantes, hay algunas extrapolaciones que se pueden realizar con los
resultados de TGMV y CaLCuV (Arglello-Astorga et al., 2007). En TGMV-
L148V y CalLCuV-L145A (mutaciones deletéreas inestables), las tasas de
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replicacion disminuyeron hasta un 99%. De tal forma que se puede especular
que las mutaciones L145T (PepGMV), L147T (PHYVV) y M147V (ToMoTV)
afectaron la replicacion en una tasa similar y crearon las condiciones para que
variantes virales con mayor eficacia biolégica que el virus mutante parental
emergieran durante el curso de la infeccion. Por el contrario, en los casos de
PepGMV-L145A, ToMoTV-M147A y ToMoTV-M147T son equivalentes a la
mutacion L148A de TGMV, donde la substitucion L148A disminuyd la
replicacion en un 88% vy por lo tanto las nuevas variantes que surgieron en la
poblacién fueron opacadas por el virus parental. En conjunto, los datos
expuestos anteriormente sugieren que el tamafio de poblacion generada por la
introduccién de una mutacién deletérea es importante; ya que, entre mayor sea
el tamafo de la poblacion (mayor al 12%; TGMV-L148A), menor sera la
probabilidad de fijar una variante nueva. En cambio, entre menor sea el tamafio
de la poblacién fundadora (~1%; TGMV-L148V y CbLCuV-L145A), mayor sera
la probabilidad de que variantes virales mas adaptados surjan y persistan en la
poblacion.

La mutacion-seleccion son procesos fundamentales que determinan el destino
de las variantes generadas durante el proceso de infeccion. En la evolucién
darwiniana, la seleccién natural actia sobre la poblaciobn para optimizar la
aptitud del organismo (Orr, 2009). En el laboratorio, la medicion precisa de la
aptitud es necesaria, y en el caso de los virus se utiliza la capacidad de
replicacion como una aproximacion para medir la aptitud viral (Quinones-Mateu
y Arts, 2006). No obstante, otros factores como la transmisibilidad, el tropismo
celular; entre otros, son componentes importantes del ambiente en el
hospedero y que deben ser considerados (Domingo y Holland, 1997).

En los virus de RNA, la nube de variantes que es generada durante la infeccion
(por su naturaleza de cuasiespecie) es la unidad sobre la que actia la
seleccion natural. Por lo tanto, la frecuencia de una determinada variante esta
dada por su habilidad de sobrevivir y reproducirse (fitness). Asi tenemos que el
hallazgo de varios genotipos virales de PepGMV co-existiendo en la misma
planta (maximo 4 genotipos) sugiere una naturaleza tipo cuasi-especies en los
geminivirus. Entre los genotipos aislados que se encontraron co-existiendo con
otras variantes, llama la atencion el genotipo denominado K125E, ya que su

evaluacion in planta no causo sintomas ni se encontré replicacion viral, por lo
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gue no se puede explicar su perpetuacion a lo largo de la infeccién. De igual
forma, se encontrd al virus parental (PepGMV-L145T) co-existiendo con otros
genotipos, a pesar del mantenimiento de la mutacion deletérea (menor aptitud).
Es importante hacer notar que la co-existencia de variantes solo se observé en
los experimentos con PepGMV (en ambos huéspedes), lo cual lo convierte en

un buen modelo de estudio para la evolucidon experimental.

A

Fithess

Sequence Space

variantes

WT K_/

reversion

Figura 24. Cambios en los relieves de adaptacion causados por mutaciones
deletéreas. El virus silvestre (WT) posee una aptitud elevada (pico rojo) y la aparicién
de mutaciones conduce a una pérdida dramética de su aptitud (1). Por tanto, la
poblacién que genera el virus WT esta restringida a un espacio pequefio (menor
robustez). Al introducir una mutacién deletérea (d) hay un cambio en la estructura de la
poblacion (2), el cual va acompafiado de una pérdida en la aptitud. Esta pérdida de
aptitud del virus WT es una oportunidad para las variantes de surgir y desplazar al
virus parental mediante mutaciones compensatorias (MC) o por la reversion de la
mutacion (poblacion con mayor robustez). En 2, cada color representa una variante.
Modificado de Lauring y Andino, 2010.

La co-existencia de variantes en parte se podria explicar por el efecto que
causa la mutacién deletérea en la estructura de la poblacion (Figura 24). El
virus silvestre (WT) con una poblacién de variantes restringida a un espacio
pequefio seria estable genotipicamente, ya que opacaria las variantes
generadas de novo. En contraste, con la presencia de una mutacién deletérea,
el virus experimentaria un cambio en la estructura de la poblacién y las
variantes con una eficacia bioldgica mayor que el virus parental podrian surgir y
aumentar su frecuencia en la poblacion. EI modelo de la Figura 24 podria

explicar la identificacion de diversos variantes en una misma planta en
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PepGMV. Sin embargo, no explica por qué no se presentd el desplazamiento
de las variantes con menor eficacia biologica como K125E y L145T (parental).
En los virus de RNA se ha encontrado que la contribucion de la mutacion en la
frecuencia del genotipo es significativo, ya que se ha observado que las
variantes son “acopladas” en el espacio de la nube de mutantes (Wilke, 2005).
Esto es, una variante con una aptitud baja puede ser mantenida en una
frecuencia mayor que la esperada debido a que se encuentra acoplada a una
variante con una aptitud mayor. Este fenomeno conocido como “acoplado de
mutaciones” es caracteristico de las cuasi-especies, ya que mutantes
individuales se colocan dentro de una red funcional de variantes y por lo tanto
se mantienen a pesar de su baja aptitud (Domingo et al., 2006). EI fendmeno
de “acoplado de mutaciones” podria explicar la presencia de varios genotipos
en una misma planta; incluso la presencia de variantes con una eficacia

biolégica menor como la K125E.

Las mutaciones compensatorias: ¢ Delimitaciéon de un dominio funcional?
Dado nuestro conocimiento a cerca de la importancia de la estructura de las
proteinas para su funcion, no es de sorprender el hallazgo del impacto
diferencial de las diversas mutaciones introducidas en la proteina Rep (Figura
22A). Méas auln, las relaciones entre aminoacidos a nivel de la estructura
tridimensional propician las interacciones epistaticas entre ellos, por lo que
algunos aminoacidos son mas importantes que otros. De tal forma que los
residuos altamente conservados de una proteina estan fuertemente
restringidos por la relacion estructura-funcion; y la introducciéon de mutaciones
en estos sitios es una buena estrategia para evaluar la co-evolucién; es decir,
la aparicion de mutaciones compensatorias en otros sitios de la proteina por la
presencia de la mutacion deletérea (Wang y Pollock, 2005). Aunque la ruta mas
corta para revertir las mutaciones deletéreas es mediante un cambio en el sitio
de la mutacion (Poon et al., 2005), la aparicion de las mutaciones
compensatorias constituye una via alterna.

En el analisis de nuestros virus mutantes se identificaron mutaciones
deletéreas inestables, las cuales condujeron a la identificacion de algunos
residuos que probablemente interactlan, directa o indirectamente, con el

residuo equivalente a L148 de TGMV. Asi se encontré que los residuos K125,
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V136, e 1167 de la proteina Rep de PepGMV, son residuos importantes en su
funcion (Figura 25). De forma interesante, la recuperacion del genotipo 1167L
ya se habia reportado previamente en CalLCuV, indicando que la mutacion
dirigida del residuo central de la hélice-4 es una herramienta Gtil para localizar
aminoacidos importantes de la proteina Rep. Hasta el momento, la estructura
tridimensional de la proteina Rep no ha sido resuelta en su totalidad (Campos-
Olivas et al., 2002), por lo que la recuperacion de genotipos con mutaciones
compensatorias es de gran ayuda para localizar residuos importantes para la
estructura y/o funcion de esta proteina.

Las mutaciones compensatorias V136l y V136L se localizan en la hélice-3,
sugiriendo que las dos hélices (3 y 4) pueden estar en contacto a nivel
tridimensional y son importantes en la funcién apropiada de Rep. Por otro lado,
es importante mencionar que la mutacidon compensatoria C128W en TGMV
coincide en posicion con el residuo K125 de PepGMV (Figura 25). A diferencia
del genotipo C128W de TGMV, el genotipo K125E de PepGMV no se confirmé
como una mutacidn compensatoria verdadera. No obstante, el contexto
genético de K125E es diferente a C128W. Mientras que C128W solo estaba en
combinacion con L148V, K125E se encontr6 en combinacion con V136l y
L145T (mutacion original). Esto podria sugerir que la combinacion
[K125E:V1361:L145T] es incompatible, o que los geminivirus no toleran mas de
dos mutaciones en la proteina Rep. Desafortunadamente, no se evalud solo la
combinacion K125E con L145T, que seria equivalente a C128W+L148V; sin
embargo, cabe especular que la combinacion K125E+L145T podria recuperar
las propiedades funcionales de Rep. Una situacion similar se encontré en
TGMV donde se identificaron los residuos R125 e 1155 como probables sitios
compensatorios. Las mutaciones R125G e 1155L se encontraron en
combinacion con L148V, y la evaluacion de este genotipo en un sistema de
protoplastos, revel6 una replicacién nula. No obstante, no se puede descartar
gue las combinaciones R125G+L148V, asi como la combinacion [155L+L148V,
pudieran ser genotipos viables. En conjunto, el mapeo de mutaciones
compensatorias apoya la idea de que la region comprendida entre los

aminoacidos 125 a 167 podria formar parte de un dominio funcional importante.
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Figura 25. Reversiones verdaderas, reversiones funcionales y mutaciones
compensatorias. Los experimentos de evolucion forzada utilizando las mutaciones
deletéreas inestables permitieron localizar residuos funcionalmente importantes de la
proteina Rep. Un alineamiento de un segmento de la proteina Rep que comprende el
motivo Il y las hélices 3 y 4 es mostrado. En el panel superior se muestran los
begomovirus del linaje tipico (A; amarillo); mientras que en el panel inferior se
muestran los begomovirus que pertenecen al linaje de SLCV (B; azul). En cada caso
se muestran los aminoacidos sujetos al proceso de seleccion positiva en los
experimentos de infectividad con los virus mutantes de TGMV, PHYVV, ToMoTV,
CaLCuV y PepGMV. La mutacién original se muestra en rojo y los genotipos
encontrados al final de los experimentos se indican en color azul. Las secuencias de
TGMV (NC_001507), PHYVV (NC_001359), ToMoTV (NC_001828), BDMV
(NC_001931), EACMV (AJ717542), AYVV (NC_004626), ToLCV (AF084006), TYLCV
(X15656), SLCV (NC_001936), PepGMV (NC_004101), CalLCuV (NC_003866),
ToMMOoLCAYV (NC_009490) y HrCTV (U49907) se obtuvieron de la base de datos del
NCBI.
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Las mutaciones compensatorias: Implicaciones en la evolucion de
proteinas

Se sabe que las mutaciones que ocurren en regiones que Se encuentran
expuestas (superficiales) son menos desestabilizadoras que las que ocurren en
regiones internas de la proteina (Guo et al., 2004; Loh et al., 2007; Suckow et
al., 1996). Esto se explica por el hecho de que los residuos que se encuentran
en el interior de las proteinas estan en una red de conexiones mas compleja
gue los residuos expuestos (superficiales). Por tal motivo, las mutaciones que
ocurren en regiones internas de la proteina tienen mayor probabilidad de ser
compensadas que las mutaciones que ocurren en la superficie de las proteinas.
Tomando en cuenta lo anterior, la compensacion de las mutaciones deletéreas
tiene serias implicaciones en la evolucion de las proteinas. Por ejemplo, la
mayoria de los métodos utilizados asume que las probabilidades de
substitucion en cada residuo son independientes. Sin embargo, dado el
conocimiento de que la estructura y funcion de una proteina esta dada por las
interacciones entre los aminoacidos que los componen, es obvio que esta
presuncion es incorrecta.

Por otro lado, se sabe que la mayoria de las proteinas solo pueden tolerar
cambios en su estabilidad (AG) de 3 a 10 kcal/mol (DePristo et al., 2005). Esto
quiere decir que las proteinas en general tienen una estabilidad termodinamica
muy baja. Ademas, se sabe que una mutacién deletérea puede causar un
efecto pleiotrépico, afectando propiedades como la estabilidad, la actividad o el
correcto plegamiento de la proteina (folding) (Ferrer-Costa et al., 2007). En ese
sentido, la introduccion de las mutaciones en las proteinas Rep de los tres
begomovirus utilizados en este estudio pudieron haber afectado cualquiera de
estas propiedades (Figura 26A). En cuanto a las distancias, se piensa que las
mutaciones compensatorias que ocurren en distancias cercanas al sitio original
de la mutacién tienen un papel en la estabilidad, mientras que aquellas que
ocurren en distancias mas alejadas son cambios que juegan un papel en la
adopcion apropiada de la estructura tridimensional de la proteina. Por ejemplo,
Poon y Chao (2006) encontraron que las mutaciones compensatorias son mas
efectivas cuando se encuentran a menor distancia de la mutacion deletérea
que las mas alejadas (Poon y Chao, 2006). Considerando lo anterior, se

especula que las mutaciones compensatorias encontradas en este trabajo son
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residuos no expuestos en la estructura terciaria de Rep (por sus propiedades
hidrofébicas). Ademas, se ha reportado que las mutaciones compensatorias
ocurren en promedio a una distancia de 22% alrededor de la mutacién
deletérea (tomando en cuenta la longitud total del gen); de tal manera que las
mutaciones compensatorias de Rep podrian jugar un papel en la estabilidad
(Davis et al., 2009). Las mutaciones compensatorias encontradas en PepGMV
estan a menos de 6% de la mutacion deletérea (L145T), apoyando la hipétesis
anterior. Mas aun, la concentracion de las mutaciones compensatorias
alrededor de la mutacién deletérea tendria un significado biolégico si se toman
en cuenta los eventos de recombinacién en los geminivirus durante la
replicacion. Esto es, la mutacion deletérea y las mutaciones compensatorias
tendrian una mayor probabilidad de ser conservados como un modulo al
encontrarse en una region concentrada, y consecuentemente se mantendria la
funcionalidad de Rep.

Por otro lado, llama la atenciébn que la compensacion de las mutaciones
deletéreas haya ocurrido con residuos funcionalmente equivalentes. Por
ejemplo, las mutaciones compensatorias en los residuos V136 e 1167 de
PepGMV dieron lugar a aminoacidos con propiedades bioquimicas similares
(Isoleucina y Leucina, respectivamente) (Figura 25). En TGMV, la probable
mutacion compensatoria 1155L también mostré el mismo patrén, aunque no fue
confirmada como una mutacion compensatoria verdadera. Por el momento,
nuestra ignorancia a cerca del efecto de estos cambios en las propiedades
funcionales de la proteina es absoluta. Lo que si se sabe es que las
interacciones entre los aminoacidos de una proteina son las que proporcionan
la estructura y funcion. Por tanto, las mutaciones compensatorias mapeadas en
sitios especificos de Rep probablemente hayan restaurado interacciones como
puentes de hidrogeno, interacciones de carga o fuerzas de van der Waals,
reflejando la interdependencia de estos aminoacidos para la correcta
estructura/funcién de Rep.

A continuacién se presenta un modelo que trata de explicar el efecto de las
mutaciones deletéreas introducidas en la proteina Rep, considerando a las tres
propiedades de las proteinas mencionadas anteriormente como vectores en un
espacio tridimensional (Figura 26A). La esfera azul representa el volumen de

tolerancia que tiene la proteina ante la introduccion de mutaciones. Con este
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modelo, se considera que las mutaciones evaluadas en este estudio afectaron
diferencialmente a los tres vectores. Es decir, las mutaciones neutrales (L145V
y L147V de PepGMV y PHYVV, respectivamente) y deletéreas estables
(PepGMV-L145A, ToMoTV-M147A y ToMoTV-M147T) se mantuvieron dentro
del volumen de tolerancia. Por el contrario, las mutaciones deletéreas
inestables (d) desplazaron los vectores fuera de la zona de tolerancia. De tal
forma que durante el proceso de infeccion, las mutaciones compensatorias
(MC) restauraron alguna (si no todas) de las propiedades de la proteina,
desplazando nuevamente a los vectores dentro del volumen de tolerancia
(Figura 26A). Tomando en consideracion lo anterior, se tiene que las
mutaciones compensatorias juegan un papel importante en la restauracion de
las propiedades del virus silvestre por la presencia de una mutacién deletérea
(Figura 26B). Esto es, la aparicion de una mutacion deletérea afecta la
estructura poblacional viral, la cual, en ocasiones conduce a una reversién de
la mutacion; mientras que en otras conduce a la emergencia de variantes con
mutaciones compensatorias. Por el momento, se desconocen los factores que
ocasionan estas oscilaciones; sin embargo, estudios en el futuro podrian

conducir a un mayor entendimiento de este fenémeno.
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Figura 26. Las mutaciones deletéreas afectan las propiedades intrinsecas de las
proteinas. A) Las proteinas tienen el potencial de tolerar las mutaciones dentro de

68



ciertos limites (volumen de tolerancia representado po la esfera azul; aunque podria
tener cualquier forma). Se asume que las mutaciones tienen un efecto pleiotrépico, por
lo que simultaneamente pueden afectar la estabilidad, la actividad o el plegamiento
(vectores en A), las cuales son propiedades intrinsecas de las proteinas. El efecto de
una mutacion deletérea (d) puede seguir cualquier direcciébn. Las mutaciones
deletéreas que conducen fuera del volumen de tolerancia pueden ser compensadas
por mutaciones compensatorias (MC) y llevar de nuevo a la proteina dentro de los
limites del volumen de tolerancia. B) De acuerdo a los resultados con nuestros
experimentos de evolucion forzada se tiene un modelo en el cual la introduccién de
una mutacion deletérea puede ser superada mediante la restauracion de la secuencia
silvestre (reversion) o en su defecto por la adquisicibn de mutaciones compensatorias.
Este ultimo evento ocurre solamente si el fendmeno de reversion es contrarrestado
durante la infeccion.

69



CONCLUSIONES

Este trabajo provee una base experimental para analisis posteriores de las
hipotesis clasicas de la evolucion viral, como el umbral de mutaciones que
puede tolerar un virus, la interferencia clonal, la deriva génica o el papel de las
mutaciones compensatorias en poblaciones pequefias. Ademas, también
aporta evidencias a cerca de las restricciones selectivas a las que esta sujeta la
proteina Rep y confirma la naturaleza tipo cuasi-especies de los geminivirus.
Por tanto, el potencial evolutivo de los geminivirus deberia ser considerado en
las estrategias de control a largo plazo, ya que cualquier esfuerzo que tenga
como finalidad controlar a los geminivirus resultara en una presion de seleccion
sobre la poblacion viral heterogénea y que eventualmente conducirda a la
adaptacion de las nuevas circunstancias. Mas aun, el hecho de que nosotros
hemos encontrado mutaciones compensatorias en sitios especificos de la
proteina Rep, sugiere el mapeo de un dominio funcional que es importante para
las funciones de la proteina y su utilidad como blanco para estrategias de
control mas efectivas contra los geminivirus. Finalmente, el hallazgo de una
evolucién convergente de la proteina Rep es un indicio de que las soluciones
adaptativas son limitadas a pesar de la alta variabilidad. De tal forma que un
mayor entendimiento de las fuerzas que gobiernan los niveles altos de
variabilidad genética podria ayudarnos para predecir y posiblemente prevenir
los escenarios que conducen a la emergencia de los geminivirus como

patégenos devastadores.
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ANEXOS

ANEXO 1: Tablas suplementarias de “MATERIALES Y METODOS”

Tabla M1. Oligonucleétidos mutagénicos

Primer| Secuencia (5'— 3’) Marcador | Posicion Mutacion
P1 CCAGCTTTGATTATGTCGACCGCCTCCCCCGCACTTGC | SaLl* 2030-2068 | PepGMV-
P2 GCAAGTGCGGGGGAGGCGGTCGACATAATCAAAGCTGG | SaLl* 2030-2068 | L145V

P3 CCAGCTTTGATgATaTCGgcCGCCTCCCCCGCACTTGC | EcoRVYE | 2030-2068 | PepGMV-
P4 GCAAGTGCGGGGGAGGCGgcCGALATCATCAAAGCTGG | EcoRVY | 2030-2068 | L145A

P5 CCAGCTTTGATgATaTCGgtCGCCTCCCCCGCACTTGC | EcoRVY | 2030-2068 | PepGMV-
P6 GCAAGTGCGGGGGAGGCGacCGALATCATCAAAGCTGG | EcoRV? | 2030-2068 | L145T

P7 CAGCATCTGCtGAAGAAGCTgTGCAGATCATAAAGG Pstl? 2040-2076 | PHYVV-
P8 CTGCACAGCTTCTTCaGCAGATGCTGAATTTAACGCC | Pstl? 2050-2087 | L147V

P9 CAGCATCTGCtGAAGAAGCTgCGCAGATCATAAAGG Pstl? 2040-2076 | PHYVV-
P10 | CTGCgcAGCTTCTTCaGCAGATGCTGAATTTAACGCC | Pstl? 2050-2087 | L147A
P11 | CAGCATCTGCtGAAGAAGCTacGCAGATCATAAAGG Pstl® 2040-2076 | PHYVV-
P12 | CTGCgtAGCTTCTTCaGCAGATGCTGAATTTAACGCC | Pstl? 2050-2087 | L147T
P13 | GTTCAGTCTGCCgTGGCAGTCTTAAAAGAAGAACAGCC | Dral? 1989-2027 | ToMoTV-
P14 | GGCTGTTCTTCTTTTAAGACTGCCACGGCAGACTGAAC | Dral? 1989-2027 | M147V
P15 | GTTCAGTCTGCCgcGGCAGTCTTAAAAGAAGAACAGCC | Dral? 1989-2027 | ToMoTV-
P16 | GGCTGTTCTTCTTTTAAGACTGCCgCcGGCAGACTGAAC | Dral? 1989-2027 | M147A
P17 | GTTCAGTCTGCCacGGCAGTCTTAAAAGAAGAACAGCC | Dral? 1989-2027 | ToMoTV-
P18 | GGCTGTTCTTCTTTTAAGACTGCCgtGGCAGACTGAAC | Dral? 1989-2027 | M147T

Las mutaciones se sefialan con letras minGsculas y los sitios de restriccion (generado®
o eliminado®) utilizados como marcadores son subrayados.
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ANEXO 1: Tablas suplementarias de “MATERIALES Y METODOS”

(continuacion)

Tabla M2. Vectores virales mutantes.

Virus Mutacion | Sitios de | Sitios de restriccion | Vector viral
clonacién generado® o eliminado?:
marcador

PepGMV | L145V EcoRI/BgLlIl SaLl' pPepl.19L145V
L145A EcoRV! pPepl.19L145A
L145T EcoRV* pPepl.19L145T

PHYVV L147V Xbal/BgLlI Dos Pstl® pPHY1.38L147V
L147A Dos Pstl? pPHY1.38L147A
L147T Dos Pstl® pPHY1.38L147T

ToMoTV | M147V Xbal/EcoRl Dral? pTal.4A6M147V
M147A Dral? pTal.46M147A
M147T Dral? pTal.46M147T

Tabla M3. Oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen Rep.

Primer Secuencia (5’ —» 3’) Virus Posicion Producto
P19 ACAGAAGTTGAGGGACTCTG | PepGMV | 2509-2529 | 1150 bp
P20 TGGAGAAAGATAGAGCAGCC 1375-1395
P21 ACCGATACAATAAGCCCAGG | PHYVV | 2535-2555 | 1150 bp
P22 AGATCAACACGTCTACGTCG 1405-1425
P23 TGTGAGAGAGAGCAATTGGG | ToMoTV | 2475-2495 | 1159 bp
P24 GTGGAAGTATATGGAGCACC 1336-1356
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ANEXO 2: Figuras suplementarias de “RESULTADOS”
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Figura R1. Efecto de las mutaciones en el residuo L145 de Rep de PepGMV. La
mayoria de las plantas de ambas especies inoculadas con PepGMV-WT presentaron
sintomas caracteristicos de este virus entre los 6 a 8-dpi (A y B; primera columna: 7-
dpi). De forma similar, la mayoria de las plantas inoculadas con el virus mutante
PepGMV-L145V mostraron signos de la enfermedad en el mismo tiempo que el control
positivo (A; segunda columna; 7-dpi). Por el contrario, las plantas inoculadas con
PepGMV-L145A no presentaron ninguna sintomatologia (A; tercera columna; 7-dpi).
En las plantas inoculadas con PepGMV-L145T, la mayoria mostré un retardo en la
aparicion de plantas con sintomas (B: PepGMV-L145T; compara no. 1 con n. 2).
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ANEXO 2: Figuras suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)
A
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PHYVV-WT PHYVV-L147T (1) B PHYVV-L147T (2)

Capsicum annuum

Nicotiana benthamiana

Figura R2. Efecto de las mutaciones en el residuo L147 de Rep de PHYVV. Los
experimentos de infectividad con los virus de PHYVV mutantes en ambas especies de
plantas fueron los mismos. PHYVV-L147V provocoé sintomas similares a los causados
por el virus silvestre (A; comparar PHYVV-WT y PHYVV-L147V). Las plantas de
ambas especies inoculadas con PHYVV-L147A no presentaron ningun signo de la
enfermedad a lo largo del experimento (A; PHYVV-L147A). Por el contrario, las plantas
inoculadas con PHYVV-L147T presentaron sintomas de enfermedad en etapas tardias
(B; comparar PHYVV-L147T no. 1 con no. 2).
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ANEXO 2: Figuras suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

PHYVV-WT

Figura R3. La infeccion mixta entre PepGMV y PHYVV es sinérgica. Las plantas de
C. annuum se inocularon de forma independiente con PepGMV y PHYVV,
observandose los sintomas caracteristicos de cada virus (panel superior). Sin
embargo, cuando los dos virus fueron inoculados en la misma planta, los sintomas se
exacerbaron y la planta experimenté una afeccion muy marcada en los meristemos
apicales, causando un enanismo severo.
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS”

Tabla R1: Resumen de genotipos aislados en plantas de C. annuum
inoculadas con PepGMV-L145T.
Plantas inoculadas de C. annuum: 35

PCR positivas: 31

Sintomaticas: 22 Asintomaticas: 9

1. L145T (mutante parental)* L145T (mutante parental)
2. T145I1

3. V136L (CTA):L145T
4. VI136L (TTA):L145T
5. V1361:L145T

6. K125E:V1361:L145T

7. 1167L:L145T

*En algunos casos se encontr6 mezclado con virus revertantes (ver Tabla R2;
marcadas en amarillo).
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R2: Genotipos identificados en cada planta de C. annuum inoculada con
PepGMV-L145T.

PepGMV-L145T

Plantas con reversion fenotipica (22) Plantas
asintomaticas (9)
Planta | Genotipo Planta | Genotipo Planta | Genotipo
1 [V1361:L145T] 12 [T1451] 23 L145T
[L145T]
2 [1167L:L145T] 13 [V136L(TTA):L145T] | 24 L145T
[L145T] [V1361:L145T]
3 [1167L:L145T] 14 [1167L:L145T] 25 L145T
4 [1167L:L145T] 15 [V136L(TTA):L145T] | 26 L145T
[V1361:L145T]
5 [V136L(CTA):L145T] | 16 [V1361:L145T] 27 L145T
6 [V136L(TTA):L145T] |17 [V136L(TTA):L145T] | 28 L145T
[1167L:L145T]
[T1451]
[L145T]
7 [V136L(TTA):L145T] |18 [V1361:L145T] 29 L145T
[T1451] [L145T]
[K125E:V1361:L145T]
[L145T]
8 [V136L(CTA):L145T] |19 [V1361:L145T] 30 L145T
[L145T]
9 [V136L(TTA):L145T] | 20 [V136L(CTA):L145T] | 31 L145T
[L145T] [L145T]
10 [V136L(TTA):L145T] |21 [1167L:L145T]
11 [V136L(TTA):L145T] |22 [T145I]
[L145T]

Se sefialan en amarillo los genotipos parentales (L145T) encontrados con los virus
revertantes.
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R3: Resumen de genotipos aislados en plantas de N. benthamiana
inoculadas con PepGMV-L145T.
Plantas inoculadas de N. benthamiana: 23

PCR positivas: 16

Sintomaticas: 11 Asintomaticas: 5

1. L145T (mutante parental)* L145T (mutante parental)
2. T145I1

3. V136L (CTA):L145T
4. VI136L (TTA):L145T
5. V1361:L145T

6. K125E:V1361:L145T

7. 1167L:L145T

*En algunos casos se encontr6 mezclado con virus revertantes (ver Tabla R4;
marcadas en amarillo).
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R4: Genotipos identificados en cada planta de N. benthamiana inoculada
con PepGMV-L145T.

PepGMV-L145T
Plantas con reversion Plantas asintomaticas (5)
fenotipica (11)
Planta | Genotipo Planta | Genotipo
1 [V1361:L145T] 12 L145T
[L145T]
2 [T145I1] 13 L145T
3 [V136L(CTA):L145T] | 14 L145T
[L145T]
4 [T145]] 15 L145T
5 [V136L(CTA):L145T] | 16 L145T
[L145T]
6 [T1451]
[L145T]
7 [1167L:L145T]
[L145T]
8 [V136L(TTA):L145T]
[L145T]
9 [T1451]
10 [V1361:L145T]
[K125E:V1361:L145T]
11 [T1451]

Se sefialan en amarillo los genotipos parentales (L145T) encontrados con los virus
revertantes.
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R5: Genotipos identificados en plantas de C. annuum inoculadas con
PHYVV-L147T.

Plantas inoculadas de C. annuum: 20

PCR positivas: 17

Sintomaticas: 12 Asintomaticas: 5
1. T147M L147T (mutante parental)
2. R6Q:L147T

Tabla R6: Genotipos identificados en cada planta de C. annuum inoculada con
PHYVV-L147T.

PHYVV-L147T
Plantas con reversién Plantas asintomaticas (5)
fenotipica (12)
Planta | Genotipo Planta | Genotipo
1 T147M 13 L147T
2 T147M 14 L147T
3 T147M 15 L147T
4 T147M 16 L147T
5 T147M 17 L147T
6 T147M
7 T147M
8 T147M
9 T147M
10 T147M
11 T147M
12 [R6Q:L147T]
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R7: Genotipos identificados en plantas de N. benthamiana inoculadas
con PHYVV-L147T.
Plantas inoculadas de C. annuum: 20

PCR positivas: 15

Sintomaticas: 12 Asintomaticas: 3
1. T147M L147T (mutante parental)
2. KbQ:L147T

Tabla R8: Genotipos identificados en cada planta de N. benthamiana
inoculada con PHYVV-L147T.
PHYVV-L147T

Plantas con reversién Plantas asintomaticas (3)

fenotipica (12)

Planta | Genotipo Planta | Genotipo
T147M 13 L147T
T147M 14 L147T
T147M 15 L147T
T147M
T147M
T147M
T147M
T147M
T147M
T147M
T147M
[K5Q:L147T]
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ANEXO 3: Tablas suplementarias de “RESULTADOS” (continuacion)

Tabla R9. Inoculacion de plantas de C. annuum y N. benthamiana con los virus
revertantes de PepGMV ([T145l], [V1361:L145T], [V136L:L145T], [I167L:L145T]

y [K125E:V136[:L145T]).

Virus | C. annuum Dias después de la inoculacion (dpi): numero de plantas
con sintomas
3-dpi 6-dpi 8-dpi 10-dpi
WT 10 0 9 10 10
T1451 | 10 0 10 10 10
V136l | 10 0 8 10 10
V136L | 10 0 10 10 10
V136L | 10 0 10 10 10
1167L | 10 0 9 10 10
K125E 0 0 0 0
Virus | N. benthamiana | Dias después de la inoculacién (dpi): nUmero de plantas
con sintomas
3-dpi 6-dpi 8-dpi 10-dpi
WT 10 0 6 8 9
T1451 | 10 0 5 8 10
V136l | 10 0 4 8 9
V136L | 10 0 4 10 10
V136L | 10 0 7 10 10
1167L | 10 0 4 10 10
K125E | 10 0 0 0 0
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APENDICES

A. Vectores de clonacién

Los mapas de los vectores de clonacién pBlueScript (A) (Stratagene) y pGEM-

Teasy (B) (Promega) son mostrados a continuacion. La secuencia del sitio

multiple de clonacién de pBlueScript es detallado (C).

A B

i1 (-) ori Xmnl 2009

Scal 1890

lacZ
_—Kpnl

Q :
Mo, C /'///-/7

pBluescript SK-

3.0 kb
\

—— Sac |

Plac

pUC ori”

pBluescript SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 601-826)

T7 Promoter Kpn |

A r
MCS M DGEM®-T Easy gt

Vector
(3015bp)

ori

171

\Nael 2707 Apal
; Aatll
f1 ori Sphl
BstZ|
Ncol
BstZI

lacZ T Sacll
EcoRlI

Spel
EcoRlI
Notl
BstZI
Pstl

Ndel
Sacl
BstXI
Nsil

T sps

Hinc Il

Apa |
EcoC109 | Acc |
Dra Il

Xho | Sal'l

I T | | |
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAAT TGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT . . .

>

M13 ~20 primer binding site T7 primer binding site

Bspl 06|
Cla | Hind 1l EcoR V EcoR| Pst | Smal IfumH | Spe | Xba |
| |

Not |
Eag |

KS primer binding sife...

l?si)( | Sac ll Sac |
|

. .ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. ..

..[KS primer binding site SK primer binding site

T3 Promoter

B-gal a-fragment

< 1 1
- - .GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

13 primer binding site

™13 Reverse primer binding site

B. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA fueron separados mediante geles de agarosa que

variaban de concentracibn dependiendo del tamafio del fragmento. Los

fragmentos con tamafos de entre 500-pb a 5000-pb se corrieron en geles de
agarosa al 1% en buffer de TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1ImM EDTA, pH8).

Por el contrario, fragmentos menores de 500-pb se corrieron en geles de

agarosa al 2% o mas, en buffer SBE 1X (5nM Borato disédico decahidratado,

pH 8.5) (Brody y Kern, 2004). Los geles de agarosa se tifieron con bromuro de

etidio y se visualizaron en un transiluminador. Una vez aislados, se purificaron
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mediante el protocolo recomendado por el fabricante (Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System o QIAquick Gel Extraction Kit).

C. Preparacion de células calcio-competentes de Escherichia coli
TOP10F".

De un cultivo de la cepa de E. coli TOP10F" crecida toda la noche, se toman
500 pL y se agrega en un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB liquido. Se
incuba el cultivo a 37°C por aproximadamente 1.5 horas con agitacién de 150
rom. Posteriormente, se coloca el cultivo en una botella sorvall fria y se
centrifuga a 8, 000 rpm por 7 minutos. Se elimina el sobrenadante y se coloca
rapidamente la botella sorvall en hielo. Después, se agregan 7.7 mL de de
CaCl, 0.1M y glicerol al 15% (solucién fria) y se resuspende el pellet de células
mediante agitacion suave en el vortex de 5 a 10 segundos, procurando
mantener la botella fria. Luego, la muestra se centrifuga por 7 minutos a 8, 000
rpm y se descarta el sobrenadante. Se agrega 1.27 mL de la solucién fria de
CaCl, 0.1 My glicerol al 15% y se resuspende en el vortex por un periodo de 5
a 10 segundos (nuevamente procurando mantener la botella fria). Finalmente,
se preparan alicuotas de 30 pL en microtubos de 1.5 mL, se colocan de

inmediato en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenan a -70°C.

D. Transformacién de E. coli TOP10F" por choque térmico.
A una alicuota de 30 pL de las células de E. coli competentes por cloruro de
calcio, se le agrega la cantidad apropiada de DNA y se incuba en hielo por 20
minutos. Después de este tiempo, se realiza el choque térmico a 42 °C por un
minuto y rapidamente se coloca la muestra en hielo por 10 minutos.
Posteriormente, en condiciones de esterilidad se agregan 750 pL de medio LB
liqguido y se incuba a 37 °C durante 45 a 60 minutos con agitacion de 200 rpm.
Se centrifuga la muestra a 8, 000 rpm por 2 minutos, se desecha parcialmente
el sobrenadante y se resuspende el pellet de células en un volumen de 100 a
200 pL de medio LB. Finalmente, se siembran las células en placas de agar-LB

con el antibiético adecuado y se incuban las cajas a 37 °C por 16-24 horas.
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E. Medio de cultivo: Luria Broth (LB).

Para preparar 1 L de medio LB liquido, se pesan 10 g de Bactotriptona (1%), 5 ¢
de extracto de levadura (0.5%) y 10 g de NaCl (1%). Se ajusta el pH a 7.0 y se
esteriliza por autoclave a 120°C por 20 minutos (15 Ib/pulgada?). Para preparar
medio de LB solido, se pesan las cantidades descritas anteriormente y se
agrega ademas 15¢g de agar bacteriologico al (1.5%). En los casos de placas de
agar LB con antibiético, se deja enfriar el medio recién esterilizado hasta una
temperatura aproximada de 55°C, antes de agregar el antibiotico.

F. Antibi6ticos utilizados

Para los medios de LB (liquido o placas de LB-agar), la concentracion final de
Carbenicilina fue de 100 pg/mL; mientras que para Kanamicina fue de 50
pug/mL. Los stocks de antibidticos se prepararon de la siguiente forma: a) 10
gramos de Carbenicilina se disolvié en agua estéril desionizada, se afor6 a 100
mL y se esterilizo por filtracion, almacenando el stock (100 mg/mL) a -20 °C. b)
5 gramos de sulfato de Kanamicina se disolvié en agua estéril desionizada. Se
afor6 a 100 mL y se esterilizo por filtracion. Finalmente se almacené el stock (50
mg/mL) a -20°C.

G. IPTG y X-Gal
El stock de isopropil-B-D-tio-galactésido (IPTG) se preparé a 0.1 M con agua
destilada estéril; mientras que el stock de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido (X-Gal) se preparé a 40 mg/mL en N,N-dimetilformamida
(DMF). Ambos reactivos se almacenaron a -20°C. El X-Gal se protegi6é de la

luz.

H. Obtencién de DNA plasmidico: minipreparaciones

En 3 mL de medio LB con el antibiético adecuado, se agrega la cepa de bacteria
a propagar y se incuba a 37°C por aproximadamente 12 horas con agitacion
constante (200 rpm). Posteriormente, se colecta el cultivo bacteriano en
microtubos de 1.5 mL y se centrifuga a 8, 000 rpm durante 2 minutos. Se

descarta el sobrenadante y se agregan 100 pL de la solucion Birnboim 1. El
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pellet de células se resuspende en el vortex y después se afiaden 200 uL de la
solucién Birnboim Il. Se mezcla por inversion varias veces y se agregan 150 L
de la solucion Birnboim Ill. Nuevamente se mezclan las muestras suavemente
por inversion y se dejan reposar en hielo por 3 minutos. Después, se centrifugan
las muestras a 13, 000 rpm durante 10 minutos y se transfiere el sobrenadante
a un tubo nuevo (~500 pL). Se adicionan 5 pL de RNasa (stock de 2 mg/mL) y
se incuban los tubos a temperatura ambiente por 20 a 30 minutos.

Posteriormente, se agregan 2 volimenes de etanol absoluto y 1/10 de acetato
de sodio 3M con pH 5.5. Se mezclan los tubos por inversién y se dejan reposar
en hielo por 3 minutos. Se centrifugan a 13,000 rpm por 10 minutos, se descarta
el sobrenadante por decantacion y se afiaden 500 pL de etanol al 70%.
Nuevamente se centrifugan las muestras a 13,000 rpm por 5 minutos, se elimina
el sobrenadante por decantacion y se dejan secar a temperatura ambiente.
Finalmente, se resuspende el DNA en TE pH 8.0 (0 en agua estéril) en un

volumen de 30 a 50 pL.

I. Obtencién de DNA plasmidico: maxipreparaciones
En 200 mL de medio LB (con el antibiético apropiado), se coloca el in6culo de la
cepa de bacteria a propagar y se incuba el cultivo con agitacion constante (200
rom) a 37°C por aproximadamente 16-18 horas. Transcurrido el tiempo,
transfiere el cultivo en botellas sorvall y se centrifugan a 6, 000 rpm por 10
minutos. Se elimina el sobrenadante, se agregan 5 mL de la solucion | y de
forma vigorosa se resuspenden las células en el vortex. Posteriormente, se
afladen 10 mL de la solucion 1l y se mezcla por inversion varias veces. Las
muestras se dejan reposar a temperatura ambiente por 5 minutos y se agregan
7.5 mL de la solucion lll. Se mezclan las muestras por inversion (suavemente) y
se dejan reposar en hielo por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugan las
muestras a 10, 000 rpm por 10 minutos y se transfieren los sobrenadantes a
tubos sorvall nuevas. Se agregan 18 mL de isopropanol frio y se incuban los
tubos a menos 20°C por 1 hora. Después, se centrifugan los tubos sorvall a 10,
000 rpm durante 20 minutos, se elimina el sobrenadante y se lava la pastilla con
5 mL de etanol al 70%. Nuevamente se centrifugan las muestras por 5 minutos
a 10, 000 rpm, se elimina el sobrenadante y de deja secar el pellet a

temperatura ambiente. Una vez seca la pastilla, se resuspende en 500 yL de TE
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pH 8.0 (o en agua estéril) y se transfiere a microtubos de 1.5 mL. Acto seguido,
se agrega un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se
mezcla vigorosamente en el vortex. Se centrifugan las muestras a 13, 000 rpm
por 3 minutos y se transfiere la fase acuosa (fase superior) a un tubo nuevo.
Nuevamente se repite la extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y la
fase superior se transfiere a un tubo nuevo. Posteriormente, se agregan 2
voliumenes de etanol absoluto y 1/10 de acetato de sodio 3M pH 5.5. Se
mezclan los tubos por inversion y se dejan reposar a -20°C por 20 minutos. Las
muestras se centrifugan a 13,000 rpm por 10 minutos y se descarta el
sobrenadante. Se afiaden 500 pL de etanol al 70% y nuevamente se centrifugan
a 13,000 rpm por 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y se dejan secar las
muestras a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspende el DNA en un

volumen de 500 uL de TE pH 8.0 o en agua estéril.

J. Preparacion de particulas de tungsteno cubiertas con DNA

Las particulas de tungsteno de 0.73 um de didmetro se prepararon como se
describe en Tomes et al. (1990). Se pesan 60 mg de particulas de tungsteno y
se resuspenden en 2 mL de acido nitrico al 0.1 N (HNO3). Se sonican las
particulas en frio durante 20 minutos y posteriormente se centrifugan a 10, 000
rpm por 2 minutos. Se elimina el sobrenadante y se agregan 2 mL de etanol
absoluto. Se sbénica brevemente y se centrifugan nuevamente a 10, 000 rpm por
2 minutos. El sobrenadante se descarta y se adiciona 1 mL de agua desionizada
estéril. Se toman 250 pL y se lleva a un volumen final de 750 pL con agua
desionizada estéril. La concentracién final es de 15 pg/uL. Se almacenan a -
20°C.

K. Recubrimiento de las particulas de tungsteno con DNA
En un microtubo de 1.5 mL se agregan 50 pL de las particulas de tungsteno
(750 pg) y se mezcla con 10 ug de DNA (ambos componentes). Después, se
agregan 50 pL de cloruro de calcio 2.5 M (CaCl,) y 20 pL de espermidina 0.1 M.
Se homogeniza la mezcla por sonicacion breve y se centrifuga a 10, 000 rpm
por 10 segundos. Se descarta el sobrenadante, se afiaden 400 pL de etanol
absoluto y se sonica brevemente. Nuevamente se centrifuga por 10 segundos a
10, 000 rpm, se elimina el sobrenadante y se resuspenden las particulas en 70
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uL de etanol absoluto. Las particulas preparadas se mantienen en hielo y se
homogeniza por sonicacion antes de utilizarlas. Para los experimentos de
infeccion, se usaron 10 pL de las particulas preparadas por cada planta

inoculada.

L. Solucion stock de SSC 20X
Para preparar 1 L de solucion SSC 20X, se pesan 175.3 g de cloruro de sodio
(NaCl) y 88.2 g de citrato de sodio [NazC3HsO (COO)3] y se disuelven en agua
desionizada. El pH se ajusta a 7.6, usando hidroxido de sodio al 10 N. Aforar a
un volumen final de 1 L y esterilizar por autoclave (120°C por 20 minutos a 15
Ib/pulgada?).
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PARTE Il.- Caracterizacion de una nueva cepa de
Euphorbia mosaic virus y descubrimiento de un linaje
viral que contiene un presunto microRNA para regular
al gen Rep.

Resumen

El virus del mosaico de la Euphorbia (EuMV) es un miembro del clado SLCV,
un linaje de begomovirus del Nuevo Mundo que presenta caracteristicas
particulares en la proteina de replicacion (Rep) y el origen de replicacion. El
primer aislado de EuMV que se caracterizO completamente es nativo de la
peninsula de Yucatan, México (EuMV-YP). Posteriormente, se identificé otro
aislado de EuMV, el cual se encontr6 infectando plantas de chile y malezas en
el estado de Jalisco, México (EuMV-Jal). El andlisis de las secuencias parciales
del componente A de EuMV-Jal revelé diferencias significativas en los
determinantes de especificidad para la replicaciébn con respecto a EUMV-YP.
Por consiguiente, se procedié a investigar la compatibilidad de la replicacion
entre los dos aislados de EuMV mediante experimentos de
pseudorecombinacién en Nicotiana benthamiana. Los resultados obtenidos
indican que EuMV-Jal y EUMV-YP no son compatibles en la replicacion, lo que
probablemente sugiere que los dos begomovirus no pertenecen a un linaje
replicativo en la naturaleza. Ademas, el andlisis genémico detallado de EuMV-
Jal condujo al descubrimiento de una secuencia corta en la region intergénica
del componente B, que es idéntica a un segmento del gen Rep del componente
A (sRepHS). La busqueda de sRepHS en otros begomovirus del clado SLCV
indico que esta presente en todos los aislados de EuMV, asi como en tres virus
de Sudamérica que estan relacionados a EuMV. La posicion y el arreglo
conservado de los sRepHS en varias especies de begomovirus sugieren un
papel funcional de estas secuencias en el ciclo infectivo, tal como la regulaciéon

del gen Rep, una posibilidad que deber ser examinada experimentalmente.
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INTRODUCCION

La recombinacion genética es un proceso biologico ubicuo, de gran importancia
tanto para la reparacion del DNA como para la evolucién (Cromie et al., 2001,
Michel et al., 2001). El proceso de recombinacion genera una variabilidad
enorme al combinar los polimorfismos presentes en las hebras parentales, de
tal forma que la seleccion opera en esta poblacién generada y la evolucion del
organismo en cuestion es acelerada. Paraddjicamente, la recombinacién puede
prevenir la acumulacién de mutaciones deletéreas en los genomas individuales
(Gao et al.,, 2003, Keightley et al., 2006, Martin et al., 2006). Ademas, la
recombinacién hace posible las innovaciones evolutivas que no podrian
alcanzarse con la mutacién por si sola.

La recombinacion es uno de los factores mas importantes en la evolucién viral.
El requisito principal es la presencia de dos o mas virus en el mismo huésped.
Sin embargo, la viabilidad de los virus recombinantes depende en gran medida
de la conservacion de las redes de interacciones existentes en los virus
parentales, y estas interacciones incluyen las relaciones a nivel de secuencia
de nucleétidos para formar estructuras secundarias, asi como las interacciones
proteina-proteina y proteina-secuencia nucleotidica. Este fendmeno se ha
registrado en virus con genomas de DNA y RNA de cadena doble (Suzuki et
al., 1998; Varsani et al., 2006), asi como en retrovirus (Chenault y Melcher,
1994; Katz y Skalka, 1990; Sharp et al., 1995), virus de RNA de polaridad
positiva (Chare y Holmes, 2006; Heath et al., 2006) y virus de DNA de cadena
sencilla (Heath et al., 2004; Padidam et al., 1999; Shackelton et al., 2007;
Worobey, 2000).

Los geminivirus pertenecen a la familia Geminiviridae y poseen genomas de
DNA de cadena sencilla (ssDNA). De los cuatro géneros, el género
Begomovirus es el mas grande y diverso, con aproximadamente 200 especies
conocidas hasta ahora, agrupandose en begomovirus del Nuevo Mundo y
begomovirus del Viejo Mundo.

En el continente americano los begomovirus se han expandido desde su
llegada, formandose linajes o clados (Briddon et al., 2010; Rojas et al., 2005;
Rybicki, 1994). El clado mas atipico esta formado por los begomovirus que se
agrupan con el virus SLCV (Squash leaf curl virus) y comprende mas de 15

especies virales. Su distribucién abarca desde el sur de los Estados Unidos
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hasta Brasil (Fauquet et al., 2008; Rojas et al., 2005). Los miembros del clado
SLCV se distinguen del resto de los begomovirus americanos por presentar dos
caracteristicas principales: 1) la organizacion y el nUmero de iterones presentes
en el origen de replicacion son diferentes, y 2) la region amino terminal de la
proteina Rep (i.e., residuos 1 to 150) presenta baja identidad (< 50%) con
proteinas de begomovirus tipicos (Arguello-Astorga et al., 1994a; Arguello-
Astorga et al., 1994b; Arglello-Astorga y Ruiz-Medrano, 2001).

En los begomovirus, las infecciones mixtas propician los eventos de
recombinacién y pseudorecombinacion (Seal et al., 2006). La recombinacion es
el intercambio de fragmentos de DNA entre componentes homélogos (Froissart
et al., 2005; Kirthi et al.,, 2002), mientras que la pseudorecombinacién es el
intercambio de componentes genémicos completos (Chakraborty et al., 2008;
Pita et al., 2001; Sanz et al., 2000). Los primeros reportes de recombinacion de
los begomovirus en condiciones naturales son relativamente recientes
(Harrison et al., 1997; Zhou et al., 1997; Padidam et al., 1999), pero cada vez
es mas claro que la recombinaciébn es un factor muy importante en la
generacion de diversidad genética y juega un papel crucial en la evolucion de
los geminivirus (Harrison et al.,, 1997; Pita et al., 2001; Ribeiro et al., 1998;
Sanz et al., 2000).

La frecuencia de recombinacion en los begomovirus se puede explicar por las
infecciones mixtas y la replicacion dependiente de recombinacion (Jeske et al.,
2001; Preiss y Jeske, 2003). Sin embargo, la prevalencia de los virus
recombinantes en la naturaleza depende de sus ventajas selectivas (Seal et al.,
2006). Se cree que la recombinacion entre los componentes A es la principal
fuente de variacion en los begomovirus (Padidam et al., 1999), conduciendo en
algunas ocasiones en una ganancia de virulencia de los virus recombinantes
(Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009). Las regiones que participan en la
recombinacién van desde pequefias porciones hasta fragmentos grandes. Los
eventos de recombinacién se pueden detectar mediante el analisis de las
secuencias nucleotidicas, ya que generan incongruencias en las filogenias
entre los componentes A y B. En los ultimos afios, el aumento rapido en el
namero de secuencias publicadas y la mejora de los programas bioinformaticos

para identificar en las secuencias genémicas regiones de origen recombinante,
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ha producido un gran avance en el area de la virologia molecular (Martin et al.,
2005).

El fendmeno de pseudorecombinacion se demostré experimentalmente en los
afos 80°s y ocurre principalmente en los begomovirus bipartitas (Stanley et al.,
1985). La viabilidad de los virus pseudorecombinantes depende, entre otros
factores, de la compatibilidad de los determinantes de especificidad (SPDs) de
las proteinas Rep, asi como de las secuencias de los iterones presentes en la
region comun (CR) de los begomovirus involucrados (Londofio et al., 2010).
Por ejemplo, la pseudorecombinacién entre el virus moteado del tomate
(ToMoV) y el virus de mosaico y enanismo del frijol (BDMV) resulté en la
viabilidad de ambas combinaciones, pero con una atenuacién de los sintomas
(Gilbertson et al., 1993). Por el contrario, en la pseudorecombinacion del virus
del mosaico dorado de Sida, de Costa Rica (SIGMCRYV) y el virus del mosaico
del Abutilon (AbMV), se encontrd que solo una de las combinaciones era viable
(Hofer et al., 1997). Por estas razones, en los virus pseudorecombinantes se
requieren cambios secundarios (adaptacion al huésped, por ejemplo) para
adquirir una aptitud biologica suficiente y asi sobrevivir en las condiciones
naturales (Harrison y Robinson, 1999).

En este trabajo, se reporta la caracterizacién molecular completa de EuMV-Jal,
un begomovirus perteneciente al clado SLCV, el cual se encontr6 infectando
plantas de chile y malezas en el estado de Jalisco, México. Los experimentos
de pseudorecombinacion con EuMV-YP mostraron una incompatibilidad en la
replicacion. Ademds, el andlisis detallado del componente B de EuMV-Jal
revelé la presencia de una secuencia corta en la region intergénica que es
idéntica a un segmento del gen Rep en el componente A. Esta secuencia
denominada sRepHS se encontré en todos los aislados de EuMV, y en tres
virus de Sudameérica que estan relacionados a EuMV. Todos estos virus forman
un pequefio linaje dentro del clado del SLCV. La posicion y el arreglo
conservado de los sRepHS en varias especies de begomovirus sugieren que
podrian formar parte de un sistema de regulacion post-transcripcional del gen
que codifica la proteina de replicacion viral (Rep), analogo al unico microRNA
presente en el virus 40 de simios (SV40). Si la hipotesis es correcta, este seria

el primer hallazgo de un microRNA en virus con genomas de ssDNA.
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Abstract

Background: Eupharbia mosaic virus (EulMV) is 3 member of the SLCV clade, 3 lineage of Naw Worlgd
begomoviruses that display distinctive features in their replication-associated protein (Rep) and viricn-strand
replication origin. The first entirely characterized EuMV isolate is native from Yucatan Peninsula, Mexico;
subseguently, EUMV was detected in weeds and pepper plants from another region of Mexico, and partial DNA-A
sequences revealed significant differences in their putative replication specificity determinants with respect to
EuMV-YP. This study was aimed to investigate the replication compatibility between two EuMY isolates from the
same country.

Results: A new isclate of EUMV was obtained from pepper plants collected at Jalisco, Mexico. Full-length clones of
both genomic components of EuMV-Jal were biolistically inoculated intc plants of three different species, which
developed symptoms indistinguishable from those induced by EuMV-YP. Pseudorecombination experiments with
Euhv-Jal and EuMV-YP gencmic components demonstrated that these viruses do not form infectious reassortants
in Nicotianag benthamiana, presumably because of Rep-iteron incompatibility. Sequence analysis of the EuMv-Jal
DNA-B intergenic regicn (IR) led to the unexpected discovery of a 35-nt-long seguence that is identical to a
segment of the rep gene in the cognate viral DNA-A. Similar short rep sequences ranging from 35- to 51-nt in
ength were identified in all EuMV isolates and in three distinct viruses from South America related to EuMV. These
short rep sequences in the DNA-B IR are positioned downstream to a ~160-nt non-coding domain highly similar to
the CP promoter of begomoviruses belonging to the SLCV clade.

Conclusions: EulMV strains are not compatible in replication, indicating that this begomovirus species probably is
not a replicating lineage in nature. The genomic analysis of EuMV-Jal led to the discovery of a subgroup of SLCV
clade viruses that contain in the non-ceding region of their DNA-B component, short rep gene sequences located
downstream to a CP-promoter-like domain. This assemblage of DNA-A-related sequences within the DNA-B IR is
reminiscent of polyomavirus microRNAs and could be involved in the posttranscriptional regulation of the cognate
viral rep gene, an intriguing possibility that should be experimentally explorad.
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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
plants 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 areas of Mexico
[22-24]. Partial DNA-A sequences of a third begomo-
virus were obtained from two pepper samples from the
Castillo locality (close to the Pacific coast, coordinates
19°45°00" N; 104°23'30" W), one Nicotiana glauca plant
(“tabaquillo”) collected at Sayula (coordinates 19° 47'55”
N; 103°46'05" W) and one Euphorbia heterophylla plant
collected at Teocuitatldn (coordinates 20°12'30” N: 103®
30'00" W). In the four 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
plant 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 mosaic virus, display-
ing a DNA-A overall sequence identity of 95.4%, 92.8%
and 92.1% with EuMYV isolates from Jamaica [GenBank:
D(Q395342], Puerto Rico [GenBank: AF068642] and the
Yucatan Peninsula [GenBank: DQ318937], respectively.

Genome organization of EuMV-Jal

The EuMV-Jal genome exhibited a genetic organization
typical of NW-Beg. The DNA-A molecule [GenBank:
DQ520942] was 2609 nt in length, and encoded five
genes (cp, rep, trap, ren and AC4). The DNA-B mole-
cule [GenBank: HQ185235] was 2590 nt in size, and
contained two major ORFs (BVI and BCI). The com-
mon region (CR) of EuMV-Jal DNA-A and DNA-B
encompassed 169 and 170 nt, respectively, with 98%
identity. The CR contained the origin of replication
comprising the conserved hairpin element and five iter-
ons (GGAGTCC) that displayed the characteristic
arrangement of the viruses belonging to the
SLCV-cluster [15,16]. Comparisons of EuMV-Jal CR
with the homologous region of other EuMYV isolates
revealed that EuMV-Jal and EuMV-TM have a DNA-A
replication origin with a composition of putative cis-act-
ing elements different to the homologous Ori of EuMV-
YP and EuMV-PR. Indeed, in addition to harbor itera-
tive elements with a distinct nucleotide sequence, the
EuMYV isolates from Jalisco and Jamaica display a G-box
motif 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
instead a conserved motif (GGGGCAAAA) that is char-
acteristic of most members of the SLCV-clade (our
unpublished data). In contrast with the differences
observed between the DNA-A components, comparisons
of the DNA-B CR revealed a similar modular organiza-
tion in all EuMV isolates, with a G-box motif adjacent
to the hairpin element (Figure 1B). A similar organiza-
tion of the DNA-B CR is observed in Euphorbia yellow
mosaic virus (Fernandes et al., unpublished) [GenBank:
F]619507 and FJ619508], a recently described begomo-
virus from Brazil, that is a distant relative of EuMV
(Figure 1B).

Phylogenetic relationships

A phylogenetic tree based on the full-length DNA-A of
four EuMYV isolates, 20 NW-Beg and several bipartite
and monopartite OW-Beg (Table 1), was generated
using the neighbor-joining method with 1,000 boot-
straps replications (Figure 2). The analysis indicated a
close relationship between the EuMYV isolates from
Mexico and the Caribbean basin with the following
three begomoviruses from South America: Tomato mild
yellow leaf curl Aragua virus (TMYLCAV) from Vene-
zuela [GenBank: AY927277], Euphorbia mosaic Peru
virus (EuMPV) [25], and Euphorbia yellow mosaic virus
(Eu¥MYV) from Brazil. This grouping was well-supported
by both the phylogenetic analysis (bootstrap value 84)
and the pairwise-identity analyses (Table 2), thus defin-
ing a sub-lineage within the SLCV clade that is broadly
distributed in the American continent. A phylogenetic
analysis based on the full-length DNA-B sequences pro-
duced similar results 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 groups that are not congruent with the
phylogeny derived from their DNA-A sequences. The
incongruent phylogenies of DNA-A and DNA-B compo-
nents of some begomoviruses is generally indicative of
recombination and/or reassortment events [6,26].

Recombination analysis

The differences between the strains A and B of EuMV
regarding nucleotide sequence and modular organization
of the Ori region could be indicative of either divergent
molecular evolution or intermolecular recombination
between co-infecting begomoviruses [27,28]. To search for
potential recombinant sequences in the genome of EuMV
strains, we analyzed sequence alignments that included
the DNA-A of the four EuMV isolates under exam, as well
as diverse sets of begomoviruses of the SLCV clade, using
the suite of programs for detection of recombinant break-
points integrated within the RDP package [29]. The
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Figure 1 Comparison of CR sequences from EuMV and relatives. Tz alignments of the CR seguences of coth (4] DMA-A and (B) ONA-B
components from EuMV isolates and related begomoviruses fram South America are shown to highlight similarities and differencas in relevant
cis-acting elements. Putative Rep-binding elements (iterons} are shaded in yellow and their relative orientation is depicted by black arrows; the
sequence with the potential to form a stem-lnop structure is highlighted in black and underlined. The TATA bax of the lefiward promater is
shzded In plue Tre G-box element s shown In red letiers, and the "GYA box" conserved In members of the SLCV clade Is representad In green
etters. (C) Differences in the nucleotide sequence of the iterons and the aming add sequence of the Rep-IRD of ELMV-12] and relatives are
highlighted. VWirus acronyms and GenBank accession numbers are listed in Table 1.

analysis identified a ~210-nt long EuMV genomic region
(recombinant breakpoints at positions 2432 and 33 of
EuMV-Jal DNA-A) as a fragment of possible recombinant
origin, which includes the entire common region (~ 170-
nt) as well as the first 44 nucleotides of the rep gene,
encompassing the IRD-coding sequence [17]. The plausi-
ble recombinant origin of this DNA fragment is under-
score by direct comparisons of the DNA-A components
from EuMV-IM and EuMV-PR, which are members from
different strains exhibiting very high sequence identity
(97.4%) along a segment encompassing ~2,400 out the
2,609-nt of its DNA-A, a fact that is in clear contrast with
the low sequence identity (77.5%) displayed in the 210-nt
genomic region flanked by the recombinant breakpoints
detected by our analysis.

The assembled data suggest that EuMV A-strain viruses
are the product of an intermolecular recombination event
involving an EuMV-JM-related virus (the major parent)
and a virus closely related to Calopogonium golden mosaic
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virus (CpGMV) [GenBank: AF439402] which might have
donated the ~210-nt fragment with the viral replication
module. This DNA segment, which is entirely identical in
sequence between EuMV-PR and EuMV-YD, is shared
with CpGMYV at 90% of nucleotide identity. Two addi-
tional observations support the hypothesis of intermolecu-
lar recombination: (1) The absence of a G-box element
within the CR of the DNA-A component of EuMV-YP,
that is nevertheless present in their cognate DNA-B com-
ponent (see Figure 1); and (2) The lower than expected
sequence identity of the EuMV-YP common region
(Le., 86%) that is in contrast with the high identity of the
CR of both EuMV-Jal and EuMV-JM (98% and 96%,
respectively) [20,21].

Experimental infection of host plants

EuMV-Jal was identified in four field samples that con-
tained an additional, distinct begomovirus, as mentioned
above. In order to examine experimentally EuMV-Jal in
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Table 1 Names, acronyms, and GenBank accession
numbers of the geminiviruses used in this study

MName Acronym Accession number
DNA-A DNA-B

Abutilon mosaic virus NC_001928 NC_0015925
African cassava mosaic virus ACIY NC_001467 NC_0014568
Ageratum yellow wveln virus NC_004626

Bean calico masaic virus BCaMV NC_003504 MNC_003505
Baan dwarf mosalc virus BOMW WNC_001931 NC_0015930
Bean golden yellow mosalc virus  BGYMV NC_00143% NC_001438
Beet curly top virus BCTV NC_001412

Beet mild curly top virus BMCTV NC_004753

Cappage eaf curl virus CabLCV NC_003866 NC_003887

China del tomate virus
Corchorus golden maosaic virus

Cdmv NC_003830 NC_003831
CoGhyY NC_00%644 NC_005646
NC_006358 NC_006355

Corchorus yallow vein virus Caw

Cotton leaf crumple viru CLCA NC_004580 NC_00481
Cotton leaf curl multa CLCuMV NC_004607
Cucurbit leaf crumple virus CulC NC_002984 NC_002985
Desmadium leaf distortion virus  DelDV NC_00B4%4 NC_0084395
Euphorbia leaf curl virus EULCV NC_005319
Euphorbia leaf curl India virus EULCV EUTS4914
Euphorbia maosaic Peru virus EUMPV AMBBET31

mosalc virus-Jalisco EuhMV-Jal  DQ520942 HQ185235

mosal EUMV-IM ELI740985

& mosa EUMV-FR  AF06BE4Z

Rico
Euphorbiz mosalc virus- Yucatan TR NC_008304 NC_008305
Euphorbia yellow mosaic virus Eu’ MC_012553 NC_012554
Fapaya lzaf cur virus PalLCuv Al436952
Pepper golden mosaic virus PepGhY NC_004101  NC_004096
Pepper huasteco yellow vein PHYW NC_001359 NC_0013589

wvirus

Rhynchosia golden mosaic RhiGMYucy NC_012481 NC_012482

Yucatan virus

Sida golden mosaic virus SiGMV NC_002046 NC_002047
Squash leaf curl v e NC_001936 NC_001937
Squash mild leaf curl virus SMLTY NC_004845 NC_004846
Squash yellow mild mottle virus ~ SYMMoW  NC_003865 NC_003850
Tomate common meosaic virus-  TeCoMV- NC_010835 NC_010836
Brazi BZ

Tomato golden maosaic virus TGMY MNC_001507 NC_001508
Tomato mild yellow leaf cur TMWYLCAY  NC_005450 NC_006491
Aragua virus

Tomato motile virus TohoV MC_001838 WC_001935
Tormato severs leaf curl virus ToSLOV

Tomate yellow leaf curl Thalland  TYLCTHY  X63015 X63016
virus
Tomate yellow leaf curl virug TYLCV 15656

| 00370

Tic stunt wirus

tarmalon cniorg

NC_003708 NC_0037

single plant infections, we generated infectious clones of

both DNA-A and DNA-B components (see Methods),

and carried out biolistic inoculation of these clones into
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four plant species: Datura stramonium, Nicotiana
benthamiana, pepper (Capsicum annum), and zucchini
(Cucurbita pepo). All solanaceous species were suscepti-
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 tissues at 14
dpi. Symptoms of EuMV-Jal infection varied between
plant species. In N. benthamiana the symptoms
included leaf crumpling, greenish mosaics and shortened
internodes (Figure 3A). In pepper plants the first symp-
tom was the appearance of small green spots that pro-
gressed into a pale green mosaic and moderate
downward leaf curling; a few small necrotic spots were
also observed in several plants (Figure 3B). The most
severe symptoms were observed in D. stramonium
plants, whose leaves showed deformation and extensive
green and yellow mottle covering most of the foliar sur-
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 similar to
those generated by infection of EuMV-YP [20], hence
suggesting that these viruses express equivalent patho-
genesis factors, as expected from the high amino acid
sequence identity of their predicted proteins (Table 2).

EuMV-Jal and EuMV-YP are incompatible in replication
The replication modules of the EuMV strains A and B
exhibit two main differences: 1) their iterons display a
different nucleotide N within the GGNGTCC core, and
2) the iteron-related domain of their Rep proteins have
a different amino acid residue at position X3 of the IRD
core FX;L*X; [17], that is either FRLA or FRLT in
A-strain viruses, and FRLQ) in B-strain members (Figure
1C). These observations suggest the intriguing possibility
that EuMV strains A and B could be incompatible in
replication. To answer this question we carried out reas-
sortment experiments with the EuMV-Jal and EuMV-YP
genomic components. The four possible combinations
A+B of the cloned viral DNAs were biolistically inocu-
lated into N. benthamiana 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 homologous mixtures (i.e.,
EuMV-Jal [A+B], and EuMV-YP [A+B]}; in contrast, the
plants bombarded with the heterologous combinations
(i.e, EuMV-Jal [A]/-YP [B] and its reciprocal, EuMV-YP
[A]/-Jal [B]) displayed 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 combination, with simi-
lar results obtained (data in Figure 4B). All plants inocu-

lated with cognate viral components scored positive for
presence of both EuMV DNA-A and DNA-B, based on
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Figure 2 Phylogenetic relationships of Euphorbia mosaic virus.
The tree was constructed using Neighbor-joining algorithm
implemented o Ad software (65 nch strengths were
evaluated by constructing 1000 trees in bootstrap analysis by step-
wise addition at random. Bootstrap values are shown above or under
the harizontal line. The vertical distances are arbitrary, whereas the
horizontal distances are drawn to scale with the bar indicating 0.05
nucleotide replacements per site. Curtoviruses (Beer curly
and Baet mild curly to were Used as out-gr
acronyms and GenBank accession numbers are listed in Table 1.

PCR detection of a ~1300-bp fragment encompassing a
part of the rep and cp genes and the entire DNA-A
intergenic region, and a ~1400-bp segment comprising
the DNA-B IR and a part of both BVI and BCI genes.
In contrast, none of the newly emerged leaves of plants
bombarded with the heterologous combinations of
EuMV genomic components tested positive for presence
of EuMV DNA-B, although a few plants (5 out 36) were
PCR-positive for DNA-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
between EuMV-Jal and EuMV-YP.

EuMV BV1 promoter contains a short sequence
homologous to Rep gene

In the course of a meticulous scrutiny of the DNA-B
intergenic region of EuMV-Jal to identify potential cis-
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regulatory elements involved in the transcriptional con-
trol of the BC1 and BVI genes, we unexpectedly discov-
ered a 35-bp DNA stretch displaying 100% sequence
identity with a segment of the homologous rep gene.
This sequence is located ~150-nt upstream to the BVI
gene (nucleotides 337-372) and contains the coding
information for aa residues 15 to 25 of EuMV-]Jal Rep
{i.e., FLTYPQCDVPK) that includes the conserved Motif
I of the RCR initiators [30]. No additional sequences
homologous to the rep gene were found in the BVI pro-
moter region. The finding of a short sequence appar-
ently derived from the cognate DNA-A within the
noncoding region of EuMV-Jal DNA-B was intriguing
and prompted further scrutiny of other EuMV DNA-B
components. In all the examined cases a short Rep
homologous sequence (sRepHS) was found within the
BVI promoter region, which in EuMV-JM is similar to
the EuMV-Jal element in both sequence and length
{35-nt), but that is longer in EuMV-YP that displays a
DNA stretch 51-nt in length identical to a segment of
its cognate rep gene (Figure 3). A search for analogous
elements in the DNA-B IR from all members of the
SLCV clade revealed that sRepHS elements are not com-
mon, being identified only in two close 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
nucleotide sequence (88% identity) to the equivalent
sequence of EuMV-Jal (Figure 5). In contrast, the
sRepHS identified in EuYMV DNA-B is different in
both length (45-nt) and nucleotide sequence (< 30%
identity) to the analogous elements of EuMYV strains.
Indeed, the EuYMV sRepHS element corresponds to a
distinct segment of the cognate rep gene, encoding the
Rep aa residues 40-53 (i.e., VWVKPTYIRVARELH) instead
of Rep residues 15-25 encoded by the sRepHS elements
of TMYLCAV and EuMV. Notwithstanding its divergent
nucleotide sequence, the EuYMV sRepHS element is
100% identical in nucleotide sequence to a segment of
its cognate rep gene, like in EuMV and TMYLCAV
(Figure 5) and is located at a position equivalent to the
sRepHS in the latter viruses.

sRepHS upstream sequences are similar to CP promoters
The conservation of sRepHS elements in the DNA-B
intergenic region of EuMV and their relatives suggests
that those atypical sequences might play a defined role
in the infective cycle of these viruses. Since the
sRepHS elements 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
molecule. This notion naturally led us to suggest the
existence of a functional promoter next to the sRepHS
element.
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Table 2 Percentages of sequence identities between EuMV-Jal and selected begomoviruses (DNA and predicted

proteins¥)

DMNA-A IR-A Ccp* ACT* AC2* AC3* AC4* DNA-B IR-B BV1* BC1#
Vinus
ACMV 45 25 &6 43 £3 42 13 27 22 24 4
BCaMV 76 50 a2 a5 78 77 &4 g5 28 73 83
BGYMV &4 37 21 63 70 78 11 48 22 67 50
cdTv 67 43 G2 63 &7 72 30 51 27 7 78
CoYWV 31 24 a7 43 31 43 E 41 22 52 71
CulCrV 77 46 g7 83 71 7 72 51 27 &6 76
DesLDV 72 44 E a0 68 73 55 50 23 64 77
EuMPV 77 52 23 2] g8 76 55 - - -
EuYMV 77 51 S0 85 a0 T& 62 52 s 73 2
EuMV-JM a5 a1 a8 a7 a7 a5 &8 a8 73 a6 98
EuMV-PR g2 2 Q9 35 g3 a1 9N - - -
EuMV-YP g2 20 g9 23 a3 a1 &7 85 &3 o4 98
PepGMV 72 50 S0 80 71 75 14 48 25 &4 T4
FHYVV 32 EE] 2g 45 30 43 12 47 25 &6 Td
RRGMYV 76 54 G4 86 70 70 66 51 31 a9 78
SLCV 78 57 o4 az2 72 &0 77 50 an 63 a0
ToCoMV-BZ 73 43 20 as &4 72 57 52 EY €3 77
TMYLCAVY 24 66 g5 88 ar 80 a2 56 43 75 83
TYLCTHV 48 28 68 48 43 35 22 25 15 2 e

In order to identify potential IR internal promoters,
we analyzed the sequences upstream to sRepHS in all
members of the EuMV lineage using a phylogenetic-
structural approach. This methodology entails the
identification of “phylogenetic footprintings” (i.e., puta-
tive binding sites for transcription factors) and con-
served arrays of them, named “Conserved Modular
Arrangements” (CMAs), in non-coding regions of evo-
lutionarily-related DNA sequences [31,32]. The new
analysis exposed a DNA-B IR domain ~160-bp-long
exhibiting a remarkable similarity both in overall
nucleotide sequence and modular organization, to CP
promoters of viruses that belong to the SLCV clade.
The example showed in Figure 6 illustrates the
remarkable similarity between the CP promoter-like
(CPprom-L) domain of EuMV-Jal IR and a 156-nt seg-
ment of the CP promoter of Rhynchosia golden mosaic
Yucatan virus (RRGMYuV), a recently described virus
of the SLCV lineage [33]. The similarity between these
DNA-B and DNA-A sequences, respectively, includes
nine phylogenetic footprintings in a definite order, and
it is extended beyond the start codon of RRGMYuV cp
gene including a block of &-nt of coding sequence that
is conserved in the non-coding sequence of EuMV-Jal
DNA-B.

The demarcated CPprom-L domain of the DNA-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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Among 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 is a 12-bp long
element (consensus: CTTTAATTCAAA) which is
identical to a conserved sequence immediately adja-
cent to the ¢p gene in more than 75% of the known
begomoviruses from America (Cardenas-Conejo et al,,
unpublished data). The AATTCAAA motif 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 CPmRNA of Tomato golden mosaic
virus (TGMV) [40]. The ERE-like motif 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 CPprom-L domain [Additional file 1: Supple-
mental Figure Sla]. Taken as a whole, these remark-
able similarities between noncoding DNA 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 EuMV and
relatives is evolutionarily derived from a begomovirus
CP promoter.



Gregorio-Jorge et al. Virology Journal 2010, 7:275
http//www.virologyj.com/content/7/1/275

Page 8 of 15

Figure 3 Symptoms induced by EuMV-Jal in experimentally
infected plants. (4] Nicotiana b Capsicum annum

Capsicum annu
and (C) Datura stramonium.

\ J

amiong. (B
miana, \b

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 clade
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
analysis of ~60 members of those lineages led us to the
identification of only two additional begomoviruses dis-
playving sRepHS in the BVI upstream region: TGMV
and the recently described Cleome leaf crumple virus
(CILCrV) [41]. These viruses are native from Brazil, like
EuYMYV, but do not belong to the SLCV clade. 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 (SSSDVKSYVDEKDGD), that com-
prise the conserved RCR Motif 3 (underlined) [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 aa 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 BVI promoter
region of EuMV lineage viruses was found. However, a
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EuMV-jal A EuMV-Jal A

+ +
EuMV-YP B

EuMV-Jal B

Combination Plants No. independent
infected/ inoculated experiments
EuMV-Jal A+B 17/18 3
EuMV-Jal A+ EuMV-YP B 0/18 3
EuMV-YP A+B 15/18 3
EuMV-YP A+ EuMV-Jal B 0/18 3

Figure 4 EuMV-Jal does not form viable reassortants with
EuMV-YP. (4]
ae

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 51b]. The consensus of this conserved
sequence includes a palindromic core with the repeated
motif TTGTGGTCC, similar to the CLE, a functional
target of plant transcriptional activators [44,45] that has
been inveolved in TrAP-mediated activation of the CP
promoter in some begomoviruses [36]. No sequence
similar to the latter symmetric element was found in the
BVI promoter region of TGMV. In fact, the sRepHS of
the latter virus differs from the analogous elements in
CILCrV and the EuMYV 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 clade
viruses (data not shown). It is relevant to point out here
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that TGMV and CICrV are grouped, on the basis of
their full-length DNA-A sequences, within the Brazilian
cluster of NW-Beg [41], but they have very divergent
DNA-B components. Thus, our finding of the sRepHS-
associated semi-palindromic sequence in CILCrV DNA-
B suggests an actual relationship of the latter with the
homologous genomic components of EuMV and rela-
tives, a notion that is supported by a recent study that
groups the CILCrV DNA-B with viruses of the EuMV
lineage [41].

Discussion

In this study, we described the molecular and biological
characterization of a novel strain of Euphorbia mosaic
virus that was isolated from pepper plants in the state of
Jalisco, 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 Atlantic coastline [20]. These viruses differ
in two important features of their DNA-A replication
origin region: the nucleotide sequence of their iterons,
and the presence or absence of a G-box element, a cis-
acting sequence which is critical for Rep promoter activ-
ity in some NW-Beg [46]. The differences observed in
the predicted Rep-binding sites of EuMV-Jal and
EuMV-YP prompted us to explore experimentally their

ability to form viable reassortants in pseudorecombina-
tion tests. The results of these experiments confirmed
the presumption of replication incompatibility between
EuMV-YP and EuMV-Jal, thus demonstrating that the
latter is a new, biologically-defined strain exhibiting dif-
ferent replication specificity.

The finding of begomovirus strains that are not able
to form viable reassortants is somehow bewildering
because the common definition of a virus species is “A...
class of viruses that constitutes a replicating lineage and
occupies a particular ecological niche.” [47,48]. Accord-
ingly, it is not expected that strains 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 strains of begomoviruses probably are not comple-
mentary in replication because they display different
putative cis- and ¢rans-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 functions (the “severe” and
“mild"” strains of Temato leaf curl New Delhi virus,
ToLCNDV) [49]. However, that case is different from
the one examined here because the "mild” phenotype of
one ToLCNDV 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-
ciated DNA-A [49,50].
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The case of the EuUMYV strains is significant because it
is paradigmatic of an apparently common theme in
begomovirus evolution, ie., the sudden change of virus
replication specificity determinants by intermolecular
recombination between co-infecting viruses [27,51].
Indeed, the recombination analysis of EuMV isolates
indicates that viruses of the EuMV A-strain probably
evolved by an event of DNA intermolecular exchange
involving a member of the EuMV B-strain and a virus
related to CpGMYV, which had donated a ~210-bp DNA
segment encompassing the region of the virus replica-
tion origin and the first 44 nucleotides of the rep gene.
If this hypothetical scenario is accurate, then the recom-
bination event should have changed simultaneously both
the iterons and the Rep aa residues interacting with
them, thus maintaining the proper matching of cis- and
tramns-acting replication determinants in the recombinant
DNA-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 geminivirus genomes most frequently
exchanged during recombination [28,51-53]. This is
consistent with the known genome localization of the
Rep-binding sites and the coding sequence of the Rep
domain that contains the putative DNA-binding specifi-
city determinants of this protein, which have been theo-
retically mapped into the first 75 aa residues [17,54].
Consequently, a recombination event involving a gen-
ome portion as small as 200 to 360-bp might confers a
completely different replication phenotype to begomo-
viruses involved in mixed infections, as presumably is
the case for the EuMYV strains.

Since that intermolecular recombination is/has been a
major force in the evolution of geminiviruses, the con-
cepts of both “species” and “strains” should be adapted
to the peculiar nature of these entities, that are genetic
mosaics in continual change, different in quality to cel-
lular organisms. In fact, it is altogether possible that a
significant part of the currently recognized begomovirus
species would not constitute “replicating lineages” in a
strict sense, as would be the case of EuMV, according to
our experimental data. For instance, a thorough
sequence analysis entailing the identification of the
putative cis- and trans-acting Replication Specificity
Determinants (RSDs) of the 182 recognized begomo-
virus species summarized by Fauquet et al. in 2008 [7]
revealed the existence of 34 species that include at least
two groups of viruses exhibiting distinct putative RSDs,
analogous to the strains A and B of EuMV. Further-
more, some ICTV-accepted species as Ageratum yellow
vein Hualian virus, Honeysuckle yellow vein virus,
Tomato leaf curl Bangalore virus, Tomato leaf curl Phi-
lippines virus, Tomato leaf curl Taiwan virus, and
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ToLCNDV, include three classes of viruses differing in
their putative RSDs, and one viral species, Ageratum yel-
low vein virus, comprises four types of viruses harboring
distinct replication modules, plausibly acquired through
independent episodes of intermolecular recombination
(Arguello-Astorga, unpublished data). In view of the sig-
nificant number of begomovirus species with variants
that are seemingly analogous to the strains of EuMV, it
would be important to establish a formal distinction
between strains with similar RSDs, that represent actual
replicating lineages, and replication-incompatible strains,
that apparently do not.

What is the function of the DNA-B sRepHS elements?

During the analysis of the intergenic region of EuMV-]al
DNA-B we discovered a short DNA stretch identical to
a segment of the rep gene coded in the cognate DNA-A.
It was subsequently find out that analogous sRepHS ele-
ments exist in the DNA-B IR of at least five begomo-
virus species, all them from the New World: EuMV
from Mexico and the Caribbean basin, TMYLCAV from
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Venezuela, and Eu¥YMV, CILCrV and TGMYV from
Brazil. With the exception of the short rep homologous
sequence in the DNA-B IR of TGMV (that seems to be
evolutionarily unrelated) the sRepHS elements of bego-
moviruses have in common several characteristics. All
of them: (1) are short sequences, ranging from 35 to 51
nucleotides in length; (2) are 100% identical in nucleo-
tide sequence to a segment of its cognate rep gene; (3)
have opposite polarity than the rep gene; (4) are located
65 to 80-nt downstream to a putative internal promoter
highly similar to CP promoters of viruses of the SLCV
clade (CILCrV being an exception); (5) are positioned
7-9 nt downstream to a 23-bp partly palindromic ele-
ment with a repeated motif similar to the CLE; and (6)
are situated 115 to 145-nt upstream to the BVI gene. In
contrast, the sRepHS elements of viruses that are dis-
tantly related, like EuMV, EuYMV and CILCrV, have
entirely different nucleotide sequences (see Figure 5),
because the coding sequence represented in those ele-
ments corresponds to distinct sections of the cognate
rep gene.

DNA-B  335- CTTAACATATCCTCAGTGCGATGTTCCCAAAGATGAAGTTCTTCAGATGCT -385
(AR RN RN RN R NN RN ARRRRERNRRRREAREE
DNA-A 2433- CTTAACATATCCTCAGTGCGATGTTCCCAAAGATGAAGTTCTTCAGATGCT -2383
EuMV-Jal
DNA-B 338- TTCTTAACATATCCGCAGTGCGATGTTCCCAAAGA =372
NN NN R R RN E RN RN AR ERNARY!
DNA-A 2430- TTCTTAACATATCCGCAGTGCGATGTTCCCAAAGA -2396
TMYLCAVY |
DNA-B 285- TCTTGACATATCCTCAATGCGATGTTCCCAAAGATG -320
RN RN RN R RN AN RN AR RN RN
DNA-A  2423- TCTTGACATATCCTCAATGCGATGTTCCCAAAGATG -2388
EuYMV
DNA-B 268- CTGTCGTCAAGCCGACGTACATCCGAGTCGCTCGAGAGCTCCACG -312
RN R R RN NN RN AR RN RN R NERRRRN
DNA-A 2382- CTGTCGTCAAGCCGACGTACATCCGAGTCGCTCGAGAGCTCCACG -2338

364

AATCGAGCTCCGACGTCAAGTCCTACGTCGACRAAAGACGGGGATAC~ 409
PErrrrrrerererer e e e e e e e et et et et et et e errrel
DNA-A 2299 AATCGAGCTCCGACGTCAAGTCCTACGTCGACAAAGACGGGGATAC -2254

acronyms are listed in Table 1.

Figure 5 Nucleotide sequence of sRepHS elements. The upper sequence correscond to the DNA-S and the lower
Letters in red within the sRepHS elements of ELMV-YP and TMYLCAV denote differences with the homologous sequence of EuMV

ne to the cognate DNA-A.
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An intriguing observation is that the identified sRepHS
elements reproduce sequences encoeding conserved aa
motifs which are critical for Rep functions. For example,
the sRepHS of EuMV strains and TMYLCAV corre-
spond to the coding sequence of RCR Motif 1; the
equivalent element of CILCrV encodes the RCR Motif 3,
and the analogous sRepHS of TGMV duplicate the rep
sequence encoding the Walker B motif of ATPases/heli-
cases. An apparent exception is the sRepHS of EuYMV,
which displays the coding sequence of a conserved Rep
motif of unknown function. The evolutionary conserva-
tion of sRepHS elements and the associated sequence
motifs, suggests that those atypical elements play a defi-
nite but hitherto unknown function in the viral infective
cycle. In absence of any factual data it is only feasible to
speculate about the possible function(s) of the sRepHS
on the basis of their common characteristics.

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
DNA-A component, because the evolutionary preserva-
tion of such an absolute matching between specific seg-
ments of distinct, physically separated DNA molecules,
should involve 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 perfect or very high complementarity between DNA
and/or RNA molecules, such as the gene regulation by
microRNAs (miRNAs).

The miRNAs are ~22-nt-long noncoding RNAs that
posttranscriptionally regulate gene expression by binding
to specific mRNAs, thus repressing its translation and/or
inducing its degradation [55]. Several DNA viruses (i.e.,
herpesviruses, adenoviruses, ascoviruses and polyoma-
viruses) encode miRNAs 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 single miRNA which lie antisense to the viral
mRNA encoding the T-antigen, a multifunctional pro-
tein essential for virus replication. This miRNA is
expressed late in infection, hence promoting the
T-antigen mRNA degradation and downregulating the
synthesis of this protein at late stages of the SV40 repli-
cation cycle [58]. In close analogy with SV40 miRNA,
the sRepHS elements of begomoviruses are single, dis-
crete noncoding DNA sequences highly similar 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 nucleotide sequence, is
conserved among polyomaviruses (Le., S$V40, Merkel cell
virus, human BK virus, JC virus, and mouse polyoma-
virus) [59-61]; similarly, the location of sRepHS elements
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within the DNA-B intergenic region, but not its specific
sequence, is conserved among begomoviruses (data from
this study); (2) The temporal expression of the SV40
miRNA, that is restricted to the late stage of infection,
is similar among all the examined polyomaviruses
[57,59]; likewise, although the temporal expression of
begomovirus transcripts including the sRepHS region (it
any) is unknown, it is plausible than them would be late
expressed, because the hypothetical promoter that lead
its transcription is similar to begomovirus CP 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 (i.e., 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 elements in
the posttranscriptional regulation of Rep expression, a
hypothesis that must be experimentally examined.

Conclusions

The evidence gathered in this study indicates that
EuMV-YP and EuMV-]Jal, which are members from the
strains A and B of Euphorbia mosaic virus respectively,
are actually incompatible in replication, hence implying
that these viruses probably represent distinct replicating
lineages in natural ecosystems. The scenario we propose
for the origin of the EuMV A-strain viruses involves a
recombination event that substituted the DNA-A core
replication module of an EuMV B- strain virus, with the
analogous genomic region of a virus related to CpGMV.
This intermolecular exchange suddenly changed the
replication specificity of the recombinant DNA-A, thus
triggering the process that led to the evolutionary differ-
entiation of EuMV into two distinct strains. The fact
that more than 30 recognized begomovirus species
include two or more classes of viruses with distinct
putative RSDs (i.e., analogous to the EuMV strains) sug-
gests that intermolecular recombination events that
involve the virion-strand origin of replication and the
first part of the rep gene, are quite common in this
group of ssDNA viruses, as has been previously pointed
out (51, 52, 53). Another relevant result from this study
is the discovery of atypical sequences within the inter-
genic region of the DNA-B component from some NW-
begomoviruses, mostly related to EuMV. These
sequences include short 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 clade. Even though we
do not know the actual function of these sRepHS ele-
ments, several lines of indirect evidence suggest their
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Figure 6 Potential internal promoter in the DNA-B intergenic region of EuMV. Alianment of 2 domain of the DNA-3 intergenic region of
EUMV-Jal with the coat pratein [CF) gane promoter of Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus [GenBank: GQ352453]. The blocks of high
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participation in the posttranscriptional regulation of Rep
expression, an intriguing possibility that is currently
being examined in our laboratory.

Methods

Plant samples and DNA extraction

Samples of symptomatic plants exhibiting leaf curling,
vellow or golden mosaic, vein chlorosis and/or stunted
growth were collected in several farm fields in the State
of Jalisco, Mexico, during 2005. Young leaves from
symptomatic pepper plants, as well as a variety of weed
plants found as underbrush within the field were gath-
ered. Total nucleic acids were extracted of field samples
using a modified version of the Dellaporta 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
segments encompassing either the complete DNA-A or
DNA-B of begomoviruses belonging to the SLCV clade
[63]. The primers SL2150-for (GACGGCRTTGGY
GTCTTTGGC) and cpYMAC-rev (TTWGASGCAT
GNGTACATGCCA) were used to amplify a DNA-A
segment encompassing the intergenic region and part of
both Rep and CP genes, whereas the primers CP70-for
(GGTTGTGAAGGNCCNTGTAAGGTYCA) and SL2
150-rev (GCWGCAAAGACACCAAYGCCGT) were uti-
lized to amplify a complementary and partially over-
lapped DNA-A segment. Amplification of DNA-B
sequences was performed with degenerated primers
BC1-290-for (GAARTAGTGGAGATCTATGTTR
CAYCT) and BV1- 470-rev (CCATGRCTRTGRA
TYCTWGCRCC), designed to amplify the complete
intergenic region together with a part of both the BC1
and BV1 genes. To amplify the remaining part of DNA-
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B the degenerate primers BC1- 290-rev (CCSAT-
MAGRTGYAACATAGATCTCC) and BV1-310-for
(AGGWACRGTNAARATYGARCGTGT) were used.
The PCR-products were cloned into the pGEM-T easy
vector (Promega) and subjected to Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)-analysis by using EcoR I
in combination with either Hinf I or Msp 1. The pro-
duced DNA molecules were fractioned in 2.5% agarose
gels, and PCR clones with different restriction patterns
were sequenced.

Generation of infectious EUMV clones

To clone the full-length genomic components A and B
of EuMV-Jal, the DNA extract of one pepper plant
infected with both EuMV-Jal and PHYVV collected at
the Castillo locality (see Results) was subjected to rolling
circle amplification (RCA) using the TempliPhi kit (GE
Healthcare, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The full-length EuMV DNA-A was
obtained by cutting the RCA-amplified DNA with Xho I
and subsequent cloning of the 2.6 Kb DNA molecule
into a plasmid vector. The full-length EuMV DNA-B
could not be obtained by a similar procedure after sev-
eral attempts. Consequently, abutted divergent primers
designed over the unique 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-Kb BamHI- Xbal fragment of EuMV-A contain-
ing the origin of replication was cloned into the BamHI-
Xbal sites of a modified pBlueScript plasmid to create
pEu-oriA. Subsequently, a full-length DNA-A of EuMV
digested with Xbal was inserted into the Xbal site of
pEu-oriA to generate the viral replicon pEuMV1.33A.
The infectious clone of EuMV-B was generated by an
analogous procedure: the full-length DNA-B cloned into
pGEM-T easy was digested with Ncol and re-ligated.
This procedure deleted a portion of the viral genome,
leaving intact all elements important for replication (1.3-
kb), thus generating the pEu-oriB plasmid. Finally, a
full-length DNA-B digested with BamHI was cloned
into the BamH1 site of pEu-oriB, yielding the infectious
clone pEuMV1.5B.

Plant infection assays

Nicotiana benthamiana, Capsicum annuum and Datura
stramonium 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 EuMV-A and
EuMV-B viral DNAs (5 pg), or inoculated mechanically
by using carborundum according to a procedure

116

Page 13 of 15

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 experiment.

Reassortment experiments

Pseudorecombination experiments were carried out by
biolistically inoculating seedlings of N. benthamiana
plants with all possible pair combinations of A and B
component clones of both EuMV-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 EuMV-YP,
cloned monomeric components were used as 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 cycle of 16 h light -8 h
dark) and scored for the appearance and development
of disease symptoms during 4-5 weeks. All plants, both
symptomless and symptomatic, 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 DNA-
B specific primers. Asymptomatic plants were re-exam-
ined by PCR at 28 dpi, to detect cases of delayed

infection.

Phylogenetic analysis

Full DNA-A and DNA-B sequences from EuMV-Jal
were compared with other New World and Old World
begomoviruses available at the GenBank-NCBI database,
using BLAST-N. The positions and sizes of EuMV-Jal
open reading frames were predicted using EditSeq
(DNASTAR Inc., Madison, W1I). Paired alignments were
obtained by the ClustalV and ClustalW methods in the
MegAlign application of the Lasergene package (DNAS-
TAR), using the default parameters. Neighbour-joining
phylogenetic trees for EuMV DNA-A and DNA-B com-
ponents were constructed using Mega 4.0 [66] with1,000
bootstrap replicates and pairwise evolutionary distances
calculated with a maximum likelihood nucleotide substi-
tution model. Trees were drawn to scale, with branch
lengths in the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree.

Recombination analysis
Detection of potential recombination breakpoints and
recombinant sequences was carried out using the suite
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of recombination detection methods implemented in
RDP software (29). A sequence alignment containing
four EuMYV isolates and closely related species (sharing
>76% of nucleotide identity with EuMV-Jal) was used as
input data for RDP. The analysis was performed using
the default settings in all detection methods, with a
Bonferroni corrected P-value cut-off of 0.05.

Additional material

Additional file 1: Supplemental Figure 51: Conserved elements
upstream to sRepHS elements. (4) Comparisons of conserved modular
arrangements (CMAs) composed by two cis-acting elemen
OnA-4 of begomov s, and DhA-2 uldy and relatives,
respectively. The CPmRMA transcription start site of TGMV is indicated
above the ERE-like motif. (B} Alignment of partially palindromic elements
which are conserved in position relative to the sRepHS element of CILCHY
and EuMV subclade members. The consensus of this symmetric element
is indicated. Colors in boxes identify the distinct classes of sfepHS
according to their nucleotide sequence, and numbers indicate the

ength (in base pairs) of those elemen
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Figura Al. Vectores virales de EuMV-Jal y fusiones transcripcionales de sRepHS
con GFP. Los esquemas de las clonas infectivas del componente A y B de EuMV-Jal
son mostrados (A y B). El gen reportero GFP proveniente de un vector desconocido se
aislé y posteriormente se clono en el vector pBlueScript usando los sitios Hindlll (C).
En D se muestra el componente B de EUMV-YP, mientras que en E se esquematizan

las fusiones transcripcionales del promotor criptico del elemento sRepHS de EuMV-YP
(EcoRI/Ncol) con el gen reportero GFP.
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Figura A2. ElI promotor criptico del elemento sRepHS de EuMV-YP
aparentemente no es funcional en protoplastos de Arabidopsis thaliana
(resultados preliminares). Las fusiones transcripcionales se evaluaron en
protoplastos de A. thaliana preparados a partir de células de mesoéfilo (Yoo, et al.,
2007). Se utilizé el vector pBSHindllI-GFP (Figura Al: C) como control positivo (A).
Ninguna de las fusiones transcripcionales (ver Figura Al: E) mostré fluorescencia
positiva (B). El resultado negativo podria deberse a varios factores (tipo celular,
especie vegetal, ausencia del componente A, etc.). Imagenes tomadas con el objetivo
10X (Microscopio de Fluorescencia Olympus BX51).
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