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Resumen

Reconstruccion de la evolucién gendémica de los bego movirus por medio de un
enfoque multidisciplinario integrado.

Los geminivirus son patdgenos de plantas superiores caracterizados por una capside
geminada y un genoma compuesto por una o dos moléculas circulares de ADN de
cadena sencilla (ADNcs). El género Begomovirus, con mas de 200 especies, es el
subgrupo de la familia Geminiviridae mas diverso y de distribucién mundial mas amplia.
Este género incluye a los Unicos geminivirus que poseen genomas compuestos por dos
moléculas de ADNcs. ElI ADN-A codifica proteinas necesarias para la replicacion viral,
el control de la expresion de genes tardios, la formacién de la capside y la supresion de
respuestas antivirales del huésped. El DNA-B, por otra parte, codifica dos proteinas,
BV1y BC1, que estan involucradas en el movimiento intracelular e intercelular del virus.
Diversas lineas de evidencia sugieren que los begomovirus (BGVSs) evolucionaron hace
130-110 millones de afios, pero quedan por resolver todavia varias cuestiones
fundamentales de su historia evolutiva, incluyendo la ubicacion de su centro de origen,
su migracion al continente americano, y la importante y controversial cuestion relativa al
origen del segundo componente gendmico. Mediante el empleo de una amplia gama de
programas para la inferencia de filogenias a partir de las secuencias de ADN y
proteinas, el andlisis filogenético-estructural de secuencias no-codificantes, la
identificacion de marcadores moleculares biogeograficos, la informacidén proporcionada
por los fésiles virales, y los datos paleobiogeograficos del vector, logramos establecer
que el centro de origen de los BGVs se localiza en la India. El andlisis condujo también
a la conclusion de que los BGVs de América se derivaron de BGVs originarios del
subcontinente Indio, y postulamos la hip6tesis de que uno o mas linajes de la India
arribaron a Sudameérica en la Era Cenozoica, a través del continente Antartico.
Finalmente, utilizando diversos métodos para reconstruir secuencias ancestrales y
trazar homologias remotas, logramos establecer que el ADN-B se derivo
evolutivamente de un ADN-A ancestral, a través de un proceso que involucrd
divergencia y especializacion génica en el caso del gen BV1, y la generacion por un
mecanismo de “sobre-inscripcion” (“overprinting”) de un nuevo gen, BC1, a partir de tres
genes ancestrales (AC1, AC2 y AC3) con funciones no relacionadas al movimiento viral.
Este dltimo proceso representa un caso inédito de evolucién molecular, esto es, la
emergencia de un gen con una nueva funcion a partir de las secuencias de tres genes
traslapados con funciones diferentes.

Palabras clave: begomovirus, evolucion viral, evolucion de genes, proteinas de
movimiento, overprinting.



ABSTRACT

Geminiviruses are important plant pathogens characterized by a geminate capsid and a
genome composed by one or two circular molecules of single-stranded DNA (ssDNA).
The genus Begomovirus, with over 200 species, is the subgroup of the family
Geminiviridae that is more diversified and widely distributed in the world. Begomoviruses
are the only geminiviruses possessing genomes composed by two DNAs molecules
(DNA-A and DNA-B). The DNA-A encodes proteins necessary for virus replication,
control of gene expression, suppression of gene silencing, and encapsidation. The DNA-
B, on the other hand, encodes two proteins, BV1 and BC1, which are involved in the
intracellular and intercellular movement of the virus. Several lines of evidence suggest
that begomoviruses (BGVs) evolved 130-110 million years ago, but still remain to be
resolved several key issues of their evolutionary history, including the location of its
center of origin, its migration to the Americas, and the enigmatic issue of the second
genomic component evolutionary origin. Employing a wide range of bioinformatics
software for inferring phylogenies from DNA and proteins sequences, the phylogenetic-
structural analysis of non-coding sequences, the identification of biogeographic
molecular markers, the information from viral fossils and the paleobiogeographic data on
the whitefly vector, we concluded that the BGVs center of origin is located in India. The
analysis also led to the conclusion that American BGVs were derived from Indian
subcontinent BGVs, and we postulate the hypothesis that one or more lineages of BGVs
arrived to South America in the Cenozoic through the Antarctic continent. Finally, using
various methods for reconstructing ancestral sequences and trace remote homologies
between genes, we established that DNA-B was derived from an evolutionarily ancient
DNA-A, through a process involving gene divergence and specialization in the case of
the BV1 gene, and generation of a new gene, BC1, by overprinting from three ancestral
genes (AC1, AC2 and AC3) with functions unrelated to viral movement. This latter
process represents an unprecedented case of molecular evolution, ie, the emergence of
a gene with a new function from the sequences of three overlapping genes with different
functions.

Key words: begomovirus, geminivirus, viral evolution, gene evolution, overprinting
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Introduccioén

Virus

El estudio de los virus comenzé en 1898 cuando Martinus W. Beijerinck descubrio que
la causa de la enfermedad del moteado de las hojas de tabaco no eran bacterias sino
un agente infeccioso al que denomino “contagium vivum fluidum". Beijerinck también
descubri6 que este agente infeccioso tenia la capacidad de atravesar filtros de
porcelana, por lo que debia de ser mas pequefio que una bacteria, ademas de que el
patdgeno no se podia cultivar en un medio sintético, sino solamente en el tejido en
desarrollo de la planta del tabaco (Beijerinck 1898). Posteriormente el "contagium vivum
fluidum" fue denominado Virus del mosaico del tabaco (TMV), el primer virus
caracterizado.

Los virus (del latin virus, toxina o veneno) son elementos genéticos moéviles (ADN
0 ARN) envueltos en una estructura proteica que los protege llamada capside, capaces
de moverse de una célula a otra. La particula formada por la capside y el material
genético tiene un tamafio sub-microscopico, de alrededor de 15 a 300 nandémetros,
aunque algunos virus alcanzan los 750 nandémetros de diametro como es el caso de
Megavirus chilensis (Arslan et al. 2011). El material genético de los virus lleva
codificada la informacion para producir las proteinas necesarias para su replicacion, la
cual se lleva a cabo en una célula huésped que le provee la maquinaria biogquimica para
realizar esta tarea, ya que los virus son incapaces de ser funcionalmente activos fuera
de la célula huésped. Existe una gran variedad de virus que se distinguen por el tipo de
acido nucleico que constituye su genoma, la estructura de su envoltura proteica, el

modo de entrar a la célula, y la forma en que se replican estando dentro de ella.
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La mayoria de los virus se consideran patdogenos ya que cuando invaden las
células vivas y las usan para multiplicarse provocan dafios en la célula huésped, como
alteraciones morfologicas y funcionales, o lisis celular, que provoca que el organismo
huésped manifieste sintomas e incluso muera. Entre las enfermedades virales mas
importantes que afectan al ser humano figuran el sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), la hepatitis B, la influenza, el sindrome respiratorio agudo severo
(SARS por sus siglas en inglés), viruela, varicela y poliomielitis. Los virus pueden
infectar muchos tipos de organismos como bacterias, algas, protozoarios, hongos,
invertebrados, vertebrados y plantas. La mayoria de los virus se restringen a un
huésped particular, pero existen algunos que tienen la capacidad de replicarse en
diferentes organismos. Por ejemplo, los geminivirus pueden replicarse tanto en ceélulas
vegetales como en la bacteria Agrobacterium tumefaciens (Rigden et al. 1996) y la
levadura Saccharomyces cereviseae (Alves-Rodrigues et al. 2006). Otros virus como
Tomato spotted wilt virus, Maize rayado fino virus y Tomato yellow leaf curl virus se
pueden replicar tanto en el insecto vector como en la célula huésped (Medeiros et al.
2004; Kitajima & Gamez 1983; Rubinstein & Czosnek 1997). Recientemente se reportd
la presencia de un virus de plantas, Pepper mild mottle virus (PMMoV) en altas
concentraciones (hasta 10° viriones por gramo) en heces fecales humanas (Zhang et al.
2006), e incluso se reportdé que es capaz de inducir anticuerpos para PMMoV lo cual
indica que el virus no es un componente neutral de la flora intestinal (Colson et al.
2010); sin embargo, no existe evidencia de que este virus sea capaz de replicarse en

células humanas.

Péagina | 2



Virus de plantas

Los virus de plantas causan varias clases de enfermedades, las cuales por lo general
no conducen a la muerte de la planta. Los sintomas mas comunes son manchas
anulares, desarrollo de patrones de mosaicos, amarillamiento y deformaciones de la
hoja. Las plantas completas pueden llegar a sufrir trastornos del crecimiento y mostrar
enanismo. Algunos de los virus de plantas pueden infectar diferentes especies. Por
ejemplo, el curtovirus Beet curly top virus infecta betabel, amaranto, chile, tomate, frijol,
alfalfa, tabaco, y muchas otras mas (Thornberry 1966; Wallace & Murphy 1938). El
material genético de los virus de plantas puede ser de ADN de doble cadena, ARN de
doble cadena, ADN de cadena sencilla y ARN de cadena sencilla. La mayoria de los
virus de plantas tienen genomas de ARN de cadena sencilla o doble, son pocas las
familias de virus de ADN, una de estas es la familia Geminiviridae, cuyos miembros

poseen un genoma de ADN circular de cadena sencilla.

Familia Geminiviridae

Los geminivirus son virus de plantas que infectan plantas monocotileddneas y
dicotiledéneas, muchas de ellas de valor agricola, como el maiz, el frijol, el chile, el
tomate, etc. Los miembros de la familia Geminiviridae poseen un genoma compuesto
por una o dos moléculas circulares de ADN de cadena sencilla (ADNcs) de un tamafio
que varia entre 2.5y 3.0 kb. La caracteristica distintiva de esta familia es la capside que
protege su genoma, la cual es una capside con un diametro de ~18nm y una longitud de
~30nm, que presenta la estructura de dos icosahedros cuasi-isométricos fusionados por

una de sus caras, lo que le da la apariencia de una particula “geminada” en las
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micrografias electrénicas (Zhang et al. 2001). Esta morfologia caracteristica del virion
es la que dio su nombre a esta familia viral (Fig. 1). La capside geminada consta de un
total de 110 subunidades de la proteina CP, organizadas como 22 pentameros (Zhang
et al. 2001). Esta proteina estd conservada y su capacidad de formar los viriones
gemelos es Unica (Harrison 1985), pero ha divergido en términos de la especificidad por
el insecto vector que lo transmite (Briddon et al. 1990). Asi como la proteina CP esta
presente en todos los geminivirus, la familia posee una proteina esencial para la
replicacion (Rep), que es conservada en secuencia, posicion y funcion (Gutierrez 1999;
Hanley-Bowdoin et al. 1999). La proteina Rep reconoce y se une al origen de
replicacion (Ori) mediante unas secuencias repetidas llamadas iterones (Arguello-
Astorga et al. 1994). Dentro del Ori también se encuentra una secuencia con el
potencial de formar una estructura de tallo-asa (“horquilla”) que contiene un nona-
nucledtido (TAATATT*AC) donde Rep introduce un corte (“Nick”) en una de las
cadenas, que es un evento necesario para que se inicie el proceso de replicacion por

circulo rodante (RCR) del DNA viral (Hanley-Bowdoin et al. 1999).

Figura 1. Estructura de la capside de los geminivirus

a) Micrografia electrénica de geminivirus, obtenida de la galeria de figuras de la web del ICTVdB
revisada en junio del 2012.

b) Modelo de la estructura de la capside de geminivirus (Zhang et al. 2001)
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La familia Geminiviridae se divide en cuatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus y Begomovirus, de acuerdo a su organizacion gendmica, rango de
huéspedes, e insecto vector que los transmite. Las caracteristicas principales de los
géneros son mencionadas a continuacion y la organizacion genémica de sus miembros

se muestran en la figura 2.

Mastrevirus

Los mastrevirus son transmitidos por diversas especies de chicharritas (Hemiptera,
Cicadellidae) e infectan plantas monocotiledoneas o dicotiledoneas, a diferencia de
otros geminivirus que se restringen a las dicotiledoneas. El genoma de estos virus es
monopartita, y contiene cuatro ORFs: dos en el sentido del virién (V1 y V2), y dos en el
sentido complementario (C1 y C2). V1 codifica la proteina de movimiento (MP) y V2
codifica la proteina de la capside, en tanto que el ORF C1 codifica la proteina asociada
a la replicacion llamada Rep A, y los ORFs C1 y C2 codifican conjuntamente a la
proteina Rep, la cual es traducida a partir de un transcrito primario C1-C2 que
experimenta la delecién de un pequefio intron (“splicing”) localizado entre ambos ORFs.
A diferencia de otros geminivirus, los miembros de este género tienen dos regiones
intergénicas (RI) bien definidas: una RI “corta” y otra Rl “larga” (Fig. 2D). Dentro de la Rl
larga se encuentra el Ori y dos promotores divergentes que controlan la expresién de
los genes que se transcriben en sentidos opuestos. Los mastrevirus también se
distinguen de los otros subgrupos geminivirales por que en el viribn se empaqueta un

oligonucleétido de ~80 nt que es complementaria a una secuencia presente en la Rl
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corta; este oligonucleétido funciona como un iniciador o “primer” de la replicacion de la
cadena complementaria (Donson et al. 1984). Otra particularidad distintiva de los
mastrevirus es la presencia de un intrén en el gen C1/C2, que genera por “splicing”
diferencial 2 proteinas (Gutierrez 1999): 1) la proteina Rep completa, involucrada en el
proceso de replicacién por CR, y que también participa en la regulacion de la expresiéon
de los genes tardios, y 2) la proteina Rep-A, que se une a la proteina relacionada al
retinoblastoma (pRBR) y estd involucrada en la interferencia del ciclo celular del
huésped (Liu, Saunders, et al. 1999; Gutierrez et al. 2004). La proteina CP de los
mastrevirus es una proteina multifuncional, tiene la capacidad de formar la cépside y
participar en el movimiento del virus ya que tiene la funcién de lanzadera (importar y
exportar el ADN al nucleo), y participa en el movimiento sistémico en combinacién con

la proteina MP (V1) (Liu, Boulton, et al. 1999; Liu et al. 2001).

Curtovirus

Los curtovirus son virus que se han aislado tanto en el Viejo Mundo (VM) como en el
Nuevo Mundo (NM); son transmitidos por chicharritas del género Circulifer. Los
curtovirus solo infectan plantas dicotiledoneas pero tienen la capacidad de infectar un
amplio rango de huéspedes. La comparacion por pares de los genomas indica que los
curtovirus posiblemente se originaron de un evento de recombinacién entre un
mastrevirus arcaico y un virus parecido a los begomomovirus (Padidam et al. 1995;
Stanley et al. 1986; Palmer & Rybicki 1998). El genoma monopartita de los curtovirus
tiene una organizacion diferente al de los mastrevirus, y contiene una IR y siete genes

que codifican igual nimero de proteinas. Tres de sus genes se encuentran en el sentido
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del virion (MP 6 V3; CP 6 V1, y el gen V2) y cuatro en el sentido complementario (Rep 6
C1, C2, C3 6 REN, y C4) (Fig. 2C). Los genes estan separados por una Rl en la cual se
encuentran promotores divergentes y el origen de replicacion. La proteina Rep esta
implicada en la replicacion del virus, mientras que la proteina C3 o REn tiene la funcion
de potenciar la replicacion, ya que su mutacion reduce los niveles de DNA viral
presentes en las plantas infectadas (Stanley et al. 1992). La proteina C2 es un
determinante de patogenicidad, ya que mutantes C2 de Spinach curly top virus
presentan una reduccion en la infectividad y la severidad de los sintomas (Baliji et al.
2007), sin embargo, las mutantes C2 de Beet curly top virus presentan el mismo
fenotipo que los virus silvestres (Hormuzdi & Bisaro 1995; Stanley et al. 1992). El
movimiento de los curtovirus en las plantas infectadas se lleva a cabo por un
mecanismo cooperativo de las proteinas CP y MP (Hormuzdi & Bisaro 1993). La funcién
especifica de las proteinas CP y MP en el movimiento de los curtovirus no se ha
establecido, pero probablemente funcionen de forma similar a las proteinas homoélogas
de los mastrevirus. La funcion del producto del gen V2 no es muy clara, pero se ha
propuesto que podria estar involucrado en la regulacién de los niveles relativos de

ANDcs y ADNcd virales (Hormuzdi & Bisaro 1995).

Topocuvirus

El género Topocuvirus esta integrado Unicamente por el virus monopartita Tomato
pseudo-curly top virus (TPCTV), el cual es transmitido a plantas dicotiledéneas por la
chicharrita saltadora Micrutalis malleifera (Hemiptera, Membracidae). El genoma de

TPCTV incluye seis genes, 2 en sentido del virion (CP y V2) y cuatro en el sentido
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complementario (C1, C2, C3 y C4), los cuales estan divididos por una RI en donde se
encuentra el origen de replicacion. El analisis gendémico de este virus revel6 que TPCTV
es producto de un evento de recombinacion, en donde el modulo de replicacion (genes
C1, C2, C3) y de patogénesis (C4) fue donado probablemente por un curtovirus del NM,
mientras que el modulo implicado en el movimiento (genes CP y V2) no muestra
semejanza significativa con el de virus de otros géneros, y corresponde por tanto a una

estirpe geminiviral diferente (Briddon et al. 1996).
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Figura 2. Organizacién gendmica de los géneros de la familia Geminiviridae .
Genoma de los Begomovirus bipartitas del NM, A1) componente A y A2) componente B.
Genoma monopartita de begomovirus del VM (TYLCV)

Genoma monopartita del género Curtovirus (BCTV)

Genoma monopartita del género Mastrevirus (MSV)

Organizacién genomica del satélite B
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Begomovirus

El género Begomovirus es el mas diversificado y de distribucion geografica mas amplia,
ya que se encuentran en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Los
miembros de este género infectan un amplio nUmero de huéspedes, y son transmitidos
por una sola especie de insecto vector, la llamada mosquita blanca (Bemisia tabaci)
(Brown & Bird 1992). Una caracteristica Unica de este género es que incluye virus
monopartitas y virus con genomas compuestos por dos moléculas de ADN,

denominadas componente A 6 ADN-A y componente B 6 ADN-B.

Begomovirus Bipartitas

Los componentes genémicos de los BGVs bipartitas se han especializado para cumplir
diferentes funciones durante la infeccion. EI ADN-A conlleva las funciones de
replicacién viral y transcripcion de los genes mientras que el ADN-B se ha especializado
en el movimiento local y sistémico del virus. Asi, ambos componentes gendmicos son
esenciales para establecer una infeccion exitosa. La comparacion de las secuencias de
nucleotidos entre el ADN-A y el ADN-B indica que estos componentes tienen baja
identidad, excepto por un segmento conservado de ~200-nt denominado regién comudn
(RC) (Fig. 2A). La RC se encuentra en la Rl de ambos componentes (Harrison 1985).
La RC alberga el origen de replicacion y las secuencias necesarias para la transcripcion
de los genes divergentes en ambos componentes gendémicos (Hanley-Bowdoin et al.
1999). El origen de replicacion de los componentes gendmicos de una misma especie
presenta elementos cortos repetidos, llamados iterones, que constituyen los sitios de

union especifica de la proteina Rep cognada. La secuencia nucleotidica de los iterones
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suele ser distinta entre especies diferentes, lo que explica por qué el ADN-A de una
especie begomoviral no puede replicar al componente B de otra, ya que el arreglo y
secuencia de los iterones es diferente y existe incompatibilidad con la proteina Rep

heter6loga (Gregorio-Jorge et al. 2010).

El componente A contiene 5 genes que codifican proteinas involucradas en la
replicacién, transcripcion y encapsidacion; una proteina en el sentido del virion (AV1 6
CP) y cuatro en el sentido complementario (AC1 6 Rep; AC2 6 TrAP; AC3 6 REn; AC4)
divididos por la RI (Fig. 2 Al). El componente B tiene dos genes que codifican para las
proteinas involucradas en el movimiento viral y en el desarrollo de sintomas en la
planta, uno de ellos en el sentido del virion (BV1) y el otro gen en el sentido
complementario (BC1) (Fig. 2 A2). Adicionalmente el componente A de los BGVs del
VM tiene un gen AV2 en el sentido del virion, el cual codifica para una proteina del
movimiento. Sin embargo este gen AV2 no esta presente en los BGVs Corchorus yellow
vein virus (CoYVV) y Corchorus golden mosaic virus (CoGMV), de Vietnam (Ha et al.
2006; Ha et al. 2008), ni en Soybean chlorotic blotch virus (SbCBV) de Nigeria (Alabi et

al. 2010).

Begomovirus monopartitas

A diferencia de los BGVs bipartitas los cuales se distribuyen tanto en el NM como en el
VM, la distribucion geogréfica de los BGVs monopatrtitas se restringe al VM. El genoma
de estos ultimos tiene un arreglo gendémico similar al del ADN-A de los virus bipartitas.

Todos los virus monopartitas codifican seis proteinas, con dos genes en el sentido del
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virién (V1 6 CP; V2 6 MP) y cuatro genes en el sentido complementario (C1 6 Rep; C2 6
TrAP; C3 6 REn; C4) divididos por una RI, que contiene el Ori y dos promotores
divergentes (Fig. 2B). La diferencia entre el genoma monopatrtita y el genoma bipartita,
es que el primero codifica dos proteinas involucradas en el movimiento, esto es, V2 y
CP, mientras que en el genoma bipartita el ADN-A no codifica una proteina de
movimiento especial, aunque en algunos virus bipartitas la proteina CP actla como

proteina lanzadera nucleo-citoplasma.

Begomovirus del Nuevo y del Viejo Mundo

Una serie de caracteristicas gendmicas hace posible dividir los BGVs en virus del NM y
VM, estas son: 1) la presencia del gen AV2 exclusiva de los virus del VM (Rybicki
1994); 2) todos los virus del NM son bipartitas, mientras que en el VM los hay tanto
monopartitas como bipartitas; 3) la proteina CP de los virus del NM tiene el motivo
PWRsMaGT en el N-terminal, el cual est4 ausente en los virus del VM (Harrison et al.
2002); 4) la mayoria de los virus del VM tienen dos iterones rio arriba de la caja TATA
del gen AC1 y un iteron complementario rio abajo, este Ultimo estd ausente en los virus

del NM (Arguello-Astorga et al. 1994).

Proteinas de Begomovirus

La mayoria de las proteinas de los BGVs son multifuncionales y la accion conjunta de

ellas determina la infeccidn sistémica de la planta huésped. A continuacién se describen
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las funciones méas importantes de cada una de ellas. En la Tabla 1 se resumen las

funciones mas relevantes de cada proteina begomoviral.

Proteina AV1/capside

La proteina CP de los BGVs, al igual que la de los otros géneros, es una proteina
multifuncional que tiene la capacidad de formar la cépside y de involucrarse en
funciones del movimiento viral. En los BGVs monopartitas esta proteina es
imprescindible para una infeccion exitosa (Rigden et al. 1993; Wartig et al. 1997; Rojas
et al. 2005). La proteina CP de los virus monopartitas, al igual que la proteina BV1,
tiene sefiales de localizacion nuclear (SLN), y la capacidad de unirse a importinas a del
nacleo, lo que permite que la proteina CP realice la funcién de exportar e importar el
ADN viral al nucleo (Kass et al. 2006; Gafni 2002; Kunik et al. 1998). En los BGVs con
genoma bipartita la proteina CP no es esencial para producir una infeccion sistémica,
contrario a lo que se observa en todos los geminivirus monopartitas. BVG bipartitas con
mutaciones deletéreas en el gen CP son capaces de infectar a su huésped de la misma
forma que el virus silvestre, aunque en algunos casos los sintomas se atentan y su
aparicion se retrasa significativamente, dependiendo del virus en particular y de la
planta huésped (Ingham, Pascal, et al. 1995; Pooma et al. 1996; Qin et al. 1998;
Gardiner et al. 1988). Sin embargo, la proteina CP tiene la capacidad de enmascarar el
fenotipo de virus a los cuales se les ha mutado la proteina BV1 (Sanderfoot et al. 1996;
Qin et al. 1998), lo que sugiere que la CP podria estar complementando la funcién de
esta Ultima en el movimiento del ADN viral hacia dentro y fuera del nucleo, tal como lo

hace la proteina CP de los virus monopartitas.
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Proteina AV2/pre-capside

La proteina pre-capside (PPC) esta presente s6lo en los virus que son originarios del
Viejo Mundo. Se ha demostrado que ésta proteina participa en el movimiento de los
begomovirus, especificamente en exportar el ADN viral del ndcleo a los plasmodesmos
(Rojas et al. 2005; Poornima Priyadarshini et al. 2011). Al fusionar a la PPC de TYLCV
con GFP se observé que ésta se localizaba en el reticulo endoplasmico y en la periferia
de la célula (Rojas et al. 2001). Esta evidencia sugiere que la PPC participa en el
movimiento célula-célula. La proteina PPC también se ha descrito como un
determinante de patogénesis, tal vez regulando los niveles de ADN de cadena sencilla'y

los de cadena doble (Wartig et al. 1997).

Proteina AC3/REn

La proteina REn de los BGVs tiene la misma funcion que la proteina C3 de los
curtovirus, esto es, potenciar la replicacion viral, ya que se ha visto que mutantes de
esta proteina reducen la replicacion del ADN viral y la severidad de los sintomas en
plantas infectadas (Hormuzdi & Bisaro 1995; Morris et al. 1991; G. Sunter et al. 1990).
La proteina REn es capaz de homo-oligomerizacion, y de interactuar con la proteina
Rep y proteinas de la planta como al antigeno de proliferacion nuclear (PCNA), a
proteinas de la familia NAC y a la proteina homologa de retinoblastoma (Selth et al.
2005; Castillo et al. 2003; Hanley-Bowdoin et al. 2004; Settlage et al. 1996). Mutantes

en la proteina REn afectadas en su capacidad de oligomerizacion o de interaccion con
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las proteinas PCNA y Rep reducen o inactivan la actividad de potenciar la replicacion
por parte de la proteina REnN, en tanto que la interaccion con la proteina relacionada a
Retinoblastoma (pRBR) no parece esencial para la replicacion del virus (Settlage et al.

2005).

Proteina AC2/TrAP

La proteina TrAP al igual que la mayoria de las proteinas de los geminivirus, es una
proteina multifuncional que participa en la transactivacion de genes tardios (CP y BV1),
en la supresion del silenciamiento, y en la supresion de los mecanismos de defensa de
la planta (Hao et al. 2003; Sunter & Bisaro 1992; Voinnet et al. 1999; Trinks et al. 2005).
La proteina TrAP tienen tres dominios conservados importantes para efectuar sus
funciones: un dominio basico con una sefal de localizacion nuclear (SLN), un dominio
de union al ADN con motivo de dedo de zinc, y un dominio activador acido en el C-
terminal de la proteina (Hartitz et al. 1999). El dominio basico con la SLN funcional y el
dedo de zinc se requieren para la eficiente supresion del silenciamiento (Wezel et al.
2003; Trinks et al. 2005). Se ha propuesto que la proteina TrAP se une e inhibe a la
adenosin-kinasa (ADK). La inhibicion de la ADK evita que el ADN viral sea metilado, lo
que suprime el silenciamiento (Wang et al. 2003; Bisaro 2006). La proteina también se
une e inhibe a la kinasa SNF1, lo que altera el metabolismo de la planta huésped y
provoca que sea susceptible al ataque viral (Hao et al. 2003). La funcion de
transactivacion de los genes tardios requiere que TrAP se una a la proteina PEAPOD2.
Esta proteina tiene la capacidad de unirse a los promotores de CP (Lacatus & Sunter

2009). Se ha propuesto que la proteina TrAP tiene como blanco un motivo en el ADN
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denominado “elemento tardio conservado” (CLE) (ArgUello-Astorga et al. 1994), el cual
es importante en la transactivacion del gen CP en el virus Pepper huasteco yellow vein

virus (Ruiz-Medrano et al. 1999).

ProteinaAC4/C4

La proteina AC4/C4 esté involucrada en el movimiento de los virus monopartitas y se ha
descrito como un determinante de patogénesis en algunos virus monopartitas y
bipartitas del VM (Vanitharani et al. 2004; Rojas et al. 2001), ya que plantas
transgénicas que expresan la proteina C4 de Tomato leaf curl virus presentan sintomas
muy parecidos a los producidos por la infeccion del virus (Krake et al. 1998; Rigden et
al. 1994). En adicion a las funciones anteriores, se ha demostrado que la proteina AC4
de los virus bipartitas ACMV y SLCMV puede contrarrestar algunos mecanismos de
defensa antiviral de las plantas (Vanitharani et al. 2004; Wezel et al. 2002). A diferencia
de la proteina AC4/C4 de los virus del VM, a la proteina AC4 de los virus del NM no se
le ha encontrado una funcion, y mutaciones en esta proteina no parecen afectar el
desarrollo de la infeccion o alterar los sintomas en la plantas inoculadas con el virus

mutante (Hoogstraten et al. 1996; Pooma & Petty 1996; Fontenelle et al. 2007).

Proteina AC1/Rep

La proteina de replicacion es una proteina multifuncional que es esencial para la
replicacién del virus. Esta proteina reconoce y une secuencias repetidas llamadas

iterones, localizadas en la regién del origen de replicacién (Fontes et al. 1994; Arguello-
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Astorga et al. 1994). La proteina cataliza el corte de una de las cadenas del ADN en
una secuencia nonamérica conservada, la cual se localiza en el “asa” de un elemento
con el potencial de formar una estructura de “horquilla”. Este corte endonucleolitico por
parte de Rep inicia la replicaciéon del genoma viral por un mecanismo de circulo rodante
(Heyraud-Nitschke et al. 1995). La proteina también tiene actividad de helicasa en la
fase de elongacion (Gorbalenya & Koonin 1993; Pant et al. 2001), y esta funcién se
asocia a la presencia de un motivo llamado P-loop, caracteristico de las proteinas que
hidrolizan el ATP (dominio NTP) (Desbiez et al. 1995). La proteina Rep tiene la
capacidad de formar homo-oligébmeros y de unirse a la proteina REn. Se ha propuesto
que la homo-oligomerizacion es un prerrequisito para que la proteina pueda unirse al
ADN pero no lo es para producir el corte (Orozco & Hanley-Bowdoin 1998). Como se
menciond anteriormente, las mutaciones que impiden la union entre REn y Rep
disminuyen los niveles de ADN viral (Settlage et al. 2005). La proteina Rep se une a
proteinas de la célula huésped implicadas en la replicacion del ADN (v.gr: PCNA)
(Castillo et al. 2003), y en la division y diferenciacion celular alterando el control
transcripcional e induciendo la maquinaria de replicacion del huésped (Hanley-Bowdoin

et al. 2004; Kong et al. 2000).

Proteina BV1/NSP

La principal funcion de la proteina BV1 es la de transportar el ADN viral hacia dentro y
fuera del ndcleo. BV1 también se ha visto involucrada en la interferencia de defensas
antivirales de la planta huésped, y posiblemente esté involucrada también en la

diferenciacion celular. La proteina BV1 tiene dos SLN y una sefial de exportacion
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nuclear (NES). Puede interactiar con la importina a y es capaz de unirse a ADN de
cadena sencilla y doble de manera no-especifica de secuencia, pero si dependiente del
tamafo y forma especifica de la molécula de ADN; estas cualidades le permiten
exportar e importar el ADN viral del ndcleo (Rojas et al. 1998; Kass et al. 2006;
Sanderfoot et al. 1996; Ward & Lazarowitz 1999). La actividad de supresion de la
defensa antiviral mediada por la proteina BV1 estd4 determinada por la union a las
protein-cinasas parecidas a receptores (RLKs), a las que inhibe. Mutantes de RLKs en
Arabidopsis thaliana son mas susceptibles a la infeccion del begomovirus Cabbage leaf
curl virus indicando que estas proteinas estan involucradas en la defensa antiviral
(Fontes et al. 2004). Se ha descrito que la proteina BV1 también puede unirse e inhibir
a la proteina acetiltransferasa de Arabidopsis (AtNSI), la cual se ha propuesto que
acetila proteinas de la planta que inducen la diferenciacion celular. Asi, la interaccion
BV1-AtNSI quizas mantenga a las células del huésped en un estado indiferenciado, en
el que se encuentran mas susceptibles a la infeccion por los BGVs (McGarry et al.

2003).

Proteina BC1/MP

La proteina BC1 esté involucrada en el movimiento sistémico del virus, ya que facilita el
movimiento célula a célula, al igual que lo hacen las proteinas que pertenecen a la
familia de las proteinas del movimiento (MP). Las proteinas de esta familia de proteinas
del movimiento actian aumentando el tamafio de exclusion de los plasmodesmos, y en
algunos casos como el del virus Cauliflower mosaic virus, mediante la formacién de

tubulos en el canal del plasmodesmo (Kasteel et al. 1996; Vaquero et al. 1997). Si bien
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las proteinas BC1 no estan clasificadas dentro de la familia de las MP, las proteinas
BC1 poseen las mismas habilidades que las proteinas de esta familia: son capaces de
unirse al ADN de manera tamafio- y forma-especifica, pero no reconocen secuencias
nucleotidicas particulares; pueden interactuar con los plasmodesmos, y algunas son
capaces de asociarse con tubulos derivados del reticulo endoplasmico (Ward et al.

1997; Rojas et al. 1998; Lazarowitz & Beachy 1999).

Se han propuesto dos modelos que explican el movimiento célula a célula
mediado por BC1, debido a que existen diferencias aparentes entre begomovirus en la
capacidad de BC1 de interactuar con el ADN. El primer modelo propone que el
movimiento célula-célula se lleva a cabo por la cooperacién de las proteinas BV1y BC1
BV1 forma primero un complejo con el ADN viral, y este ultimo se une luego a BC1. El
complejo tripartita BC1:BV1:ADN es transportado después al plasmodesmo, donde BC1
aumenta el tamafo de exclusién del mismo (Fig. 3). Este modelo fue propuesto porque
algunas proteinas BC1 de begomovirus, como la de SLCV, no tienen la capacidad de
unirse a ADN pero si a la proteina BV1 (Sanderfoot et al. 1996; Sanderfoot &
Lazarowitz 1995; Sanderfoot & Lazarowitz 1996). El segundo modelo propone que BV1
saca el ADN del ndcleo y lo transfiere a la proteina BC1, la cual lleva entonces el ADN
hacia los plasmodesmos. Este modelo se propuso debido a la capacidad que tienen las
proteinas de movimiento de los virus BDMV y AbMV, tanto BC1 como BV1, de unirse al
ADN (Rojas et al. 1998; Gilbertson et al. 2003). El transporte del complejo
nucleoproteico viral del citoplasma a los plasmodesmos posiblemente se lleve a cabo
de dos formas diferentes. La primera posibilidad es que el virus se mueva a traves de

tubulos, puesto que se ha descrito que la proteina BC1 se asocia con tabulos que se
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extienden del reticulo endoplasmico a los plasmodesmos (Ward et al. 1997). Otra forma
potencial de movimiento seria a través de vesiculas que se generan en el reticulo
endoplasmico y que tienen como destino la periferia de la célula. Las proteinas BC1
tienen la capacidad de interactuar con la proteina sinaptotagmina, ésta proteina regula
la endocitosis y el reciclamiento de endosomas asi como el transporte de proteinas de

la planta a los plasmodesmos (Lewis & Lazarowitz 2010).

@
v-sSDNA W .‘
NLS- o

dependent

Figura 3. Modelo del movimiento de begomovirus

El modelo propone que las proteinas NSP y MP interactlan para lograr el movimiento sistémico del virus.
V-dsDNA: ADN de cadena doble; V-ssDNA: ADN de cadena sencilla; Nucleus: Nucleo; NES-dependent:
dependiente de SEN; NLS-dependent: dependiente de SLN. (Figura reproducida de (Lazarowitz &
Beachy 1999).

Tabla 1 Lista de las proteinas de begomovirus
GEN PROTEINA TAMANO FUNCION

AC1 AC1/Rep 345-361laa Inicia la Replicacién viral.
Activa la expresion de los genes tardios CP,

A ACAAP e BV1. Supresor del silenciamiento.

AC3 AC3/REn 132aa Aumenta la replicacion viral.

AC4 AC4 87aa Determinante de patogénesis.

AV1l AV1/CP 254aa Forma la capside viral. Proteina lanzadera.

AV2 AV2 (pre-coat) 11523 Movimiento viral eficiente. Supresor del
silenciamiento.

BV1 BV1/NSP 258aa Movimiento dentro de la célula.

BC1 BC1/MP 293aa Movimiento entre células.
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Satélites

Los satélites son definidos como entidades extracromosémicas que dependen de un
virus patrocinador (“helper”) para su replicacion y encapsidacion. Los satélites no son
necesarios para la replicacion del virus patrocinador y no presentan una secuencia con
identidad significativa al genoma de éste dltimo (Murant & Mayo 1982). La asociacion
con satélites es una caracteristica coman de los virus de ARN y los begomovirus (Dry et
al. 1997). Los satélites de BGVs consisten de ADNccs de aproximadamente 1300 pares
de bases (Briddon & Stanley 2006). Estos satélites estan asociados principalmente a
los BGVs monopartitas (Dry et al. 1997; Nawaz-ul-Rehman & Fauquet 2009), aunque
recientemente se ha descrito la asociacion de satélites con BGVs bipartitas del Nuevo
Mundo (Romay et al. 2010; Paprotka et al. 2010). Los BGVs se asocian con tres tipos
de satélites: los alfa-satélites (ADN a), los beta-satélites (ADN B) y el satélite asociado

al virus Tomato leaf curl virus (ToLCV-Sat ADN).

Alfa-satélites

Los ADN a son satélites de un tamafio equivalente a la mitad del de un componente
genomico de los begomovirus, y presentan una organizacion gendmica caracteristica,
que incluye a una region de 200 pb rica en adeninas y un origen de replicacion que
incluye un nona-nucledtido diferente al de los begomovirus (TAGTATT/AC). Estos
satélites codifican una proteina Rep similar a la de nanovirus, la cual les permite
replicarse de modo independiente del virus patrocinador. Sin embargo, los ADN a
requieren del componente A de los BGVs para su movimiento, encapsidacion y

transmision mediada por el vector (Saunders & Stanley 1999). Los ADN a
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frecuentemente se asocian con los complejos formados por los satélites 8 y los BGVs
(Nawaz-ul-Rehman & Fauquet 2009). Estas tres entidades no comparten similitud en la
organizacion genomica excepto por la estructura tallo-asa necesaria para la replicacion

(Patil & Fauquet 2010).

Beta-satélites

Los llamados beta-satélites o ADN 8 contienen: a) un marco de lectura abierto (ORF) en
sentido (-) que codifica para la proteina BC1, b) una regioén rica en adeninas, ¢) una
region conservada entre los satélites, de ~ 200 pb y, d) una estructura tallo-asa con una
secuencia nonamérica idéntica a la de los geminivirus (TAATATT/AC), también
involucrada en la replicacion (Fig. 1E) (Briddon & Stanley 2006). Los ADN 3 aumentan
la eficiencia de infeccidén del virus patrocinador en la planta, ayudan a la acumulacién
del ADN viral y se sabe que estan involucrados en el desarrollo de sintomas (Patil &
Fauquet 2010; Saeed et al. 2005; Saunders et al. 2000), provocados tal vez por la
actividad supresora del silenciamiento de la proteina BC1 (Yang et al. 2011; Cui et al.
2005; Saeed et al. 2005). En condiciones experimentales los ADN f3 tienen la capacidad
de complementar las funciones de movimiento del ADN-B de los virus bipartitas (Patil &

Fauquet 2010; Saeed et al. 2007).

Otros satélites: ToLCV-Sat

El dltimo tipo de satélite, el ADN circular asociado a ToLCV, solo se ha encontrado

hasta ahora en infecciones causadas por virus ToLCV en Australia. EI| ADN de este
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satélite es de solo 682 pb (un cuarto del genoma begomoviral tipico). Como todos los
satélites, su ADN no presenta identidad en secuencia significativa con los begomovirus,
excepto por el nanonucleotido TAATATTAC encontrado en la estructura tallo-asa. Este
satélite depende enteramente del virus patrocinador para replicarse, moverse y
encapsidarse, no contiene ningiin ORF discernible, y no se ha involucrado en el ciclo
infeccioso del begomovirus (Dry et al. 1997). Se ha sugerido que este satélite

representa un ADN- defectuoso (Saunders et al. 2000).

Origen de los geminivirus

El origen y la antigiiedad de los geminivirus son cuestiones que no han sido resueltas
de un modo definitivo todavia, aunque se han propuesto varias hipotesis que intentan
resolverlas. Una hipotesis propone que los geminivirus son descendientes de fagos de
ADNccs como PhiX174, sobre la base de la similitud que existe entre las proteinas de
replicaciéon de estos sistemas virales, y porque ambos se replican por un mecanismo de
CR (Rybicki 1994). Una observacién adicional que apoya la hipétesis mencionada es la

de que el promotor CP de algunos geminivirus es funcional en E. coli (Petty et al. 1986).

Otra serie de hipdtesis postula que los geminivirus son descendientes de
plasmidos (Rojas et al. 2005). Entre los plasmidos que podrian haber dado origen a los
geminivirus destacan algunos de origen bacteriano, otros de algas rojas y algunos de
fitoplasmas. La nocion de un origen en plasmidos bacterianos surgié del hallazgo de
una similitud significativa entre las proteinas de replicacion de geminivirus y las de una

familia de plasmidos de bacterias Gram positivas (Koonin & liyina 1992). Observaciones
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adicionales que indican que los geminivirus poseen caracteristicas de plasmidos de
procariontes, son sus ARN mensajeros policistronicos y la capacidad que tienen de
replicarse en células procariotas (Rigden et al. 1996; Selth et al. 2002; Frischmuth et al.
1990). La unica evidencia que sustenta la hip6tesis de que los geminivirus se originaron
a partir de pldsmidos de algas rojas es la similitud entre una regién de 55aa de la
proteina Rep del mastrevirus Wheath dwarf virus y la proteina de tipo Rep de un
plasmido del alga roja Pophyra pulchera, las cuales comparten una similitud mayor al
31% (Nawaz-ul-Rehman & Fauquet 2009). Por otra parte, la hipotesis que postula que
los geminivirus se originaron de plasmidos de fitoplasmas se basa en el resultado de la
busqueda de homodlogos de la proteina Rep de geminivirus en la base de datos de
NCBI, mediante la herramienta PSI-BLAST. La busqueda mostr0 que los mejores
“scores” se obtienen con las proteinas Rep de algunos plasmidos de fitoplasmas
(Krupovic et al. 2009). Sin embargo, poco después Saccardo et al. (2011) refutaron esa
hipotesis al mostrar que la proteina Rep de los plasmidos de fitoplasmas fue
probablemente adquirida por recombinacion con un geminivirus. Todas las hipotesis
anteriores difieren en el punto relativo al origen de la proteina de replicacién, pero
coinciden en la nocion de que la CP fue adquirida a través de un evento de
recombinacion. Una conjetura plausible es que la proteina CP fue reclutada de un virus
de plantas, como el Satellite tobacco necrosis virus (Krupovic et al. 2009) o de un virus
relacionado con sistemas virales presentes en ambientes marinos (Saccardo et al.

2011).

En relacidn a la escala temporal las estimaciones respecto al origen de los

geminivirus son extremadamente variables. Por ejemplo, Nawaz-ul-Rehman & Fauquet
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(2009) estiman que si los geminivirus se originaron realmente de pladsmidos de algas
rojas, es posible que el ancestro de los geminivirus haya aparecido hace 450 millones
de afos. Esta estimacion resulta incongruente con la historia evolutiva de las plantas
superiores, que aparecieron hace menos de 150 Ma. La mayoria de los especialistas
coinciden en afirmar que los geminivirus probablemente evolucionaron en el Cretécico,
cuando las plantas angiospermas aparecieron y se diversificaron, y hubo ademas una
explosion evolutiva de los insectos vectores de los geminivirus, hace unos 130 Ma

(Willis & McElwain 2002).
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Planteamiento de los problemas que se abordan en el estudio .

Los datos disponibles han permitido estimar, de manera un tanto amplia e imprecisa, el
periodo en el cual evolucionaron los geminivirus. Sin embargo, varias cuestiones
importantes relativas a la historia evolutiva de los begomovirus no han sido resueltas de

manera concluyente todavia, como las siguientes:

1) ¢En qué region geografica evolucionaron los primeros BGVs? En otras palabras,

¢,.cudl fue el centro de origen de este subgrupo de los geminivirus?
2) ¢ De donde provienen los BGVs del Nuevo Mundo, que se distinguen tan claramente
de los BGVs de otros continentes? ¢ Hubo acaso mas de un evento de introduccion de

estos virus al continente americano en tiempos prehistéricos?

3) ¢ Como se origind el segundo componente gendmico de los begomovirus, el cual no

tiene homaologos en ningun otro género de los Geminiviridae?
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Objetivo del Estudio

El objetivo global de este trabajo es reconstruir algunos aspectos fundamentales de la
historia evolutiva de los BGVs, partiendo de la idea de que es factible hacerlo si se
realiza un analisis integral de los datos gendmicos, filogenéticos y paleobiogeograficos

disponibles.

Objetivos Especificos

1. Inferir las caracteristicas gendmicas del ancestro comun de los begomovirus a partir
del analisis comparado de las secuencias codificantes y reguladoras de las especies
conocidas.

2. Definir el posible Centro de Origen de los BGVs a partir de los datos
paleobiogeograficos de su vector y los de las plantas con fésiles moleculares de BGVs
en sus genomas, asi como de la actual distribucion geografica de los linajes principales
y la identificacion de “firmas” biogeogréaficas o especificas de estirpe en las proteinas
virales, todo ello analizado en el contexto de la fragmentacion de supercontinentes en el

periodo inicial de la historia evolutiva de los BGVs.

3. Resolver la cuestién del origen de los BGVs del Nuevo Mundo, que representa en
apariencia el linaje mas reciente y diferenciado de este género de la familia

Geminiviridae.
4. Abordar la cuestion del origen evolutivo del segundo componente gendémico de los

begomovirus, utilizando una amplia gama de metodologias comparativas para

establecer homologias remotas.
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RESULTADOS-PARTE |

Centro de Origen de los begomovirus y organizacion gendmica del

ancestro comun.

I.1- Filogenia de los componentes gendmicos de bego  movirus

Los estudios de genGmica comparada nos permiten comprender como cambian los
genomas de las entidades biologicas en el tiempo. El procedimiento basico consiste en
comparar los genomas de diferentes especies para descubrir similitudes y diferencias
entre ellos. Las comparaciones primero se realizan entre un grupo de especies
relacionadas filogenéticamente y luego el grupo estudiado puede compararse con un
grupo de especies mas distantes por lo tanto, es necesario construir un arbol
filogenético que nos ayude a identificar los grupos de especies relacionadas que
pueden compararse de modo mas productivo para los fines especificos de la

investigacion.

Para deducir las relaciones evolutivas de los componentes gendmicos A y B de
BGVs, se realizd un alineamiento mdultiple, con el algoritmo ClustalW, de las secuencias
del ADN-A de 63 BGVs, por un lado, y las secuencias completas del ADN-B de 58
especies virales, incluyendo al mastrevirus MSV como grupo externo. Los arboles
filogenéticos se reconstruyeron usando el método Bayesiano incluido en el software Mr.

Bayes 3.2 (Ronquist et al. 2012) (Fig. 4).

La reconstruccion filogenética basada en la secuencia completa del componente

A mostro que los BGVs se dividen en dos grandes grupos, uno que comprende a los
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BGVs del llamado Viejo Mundo (Africa, Europa, Asia, y Oceania) y el otro lo
comprenden los BGVs del Nuevo Mundo (NM) (Fig. 4A). El grupo de los virus del NM lo
integran los BGVs nativos del continente americano, todos ellos con genomas
bipartitas. En este grupo existe un linaje especial llamado “clado del SLCV". Los
miembros de este clado presentan diferencias bien definidas con el resto de los
begomovirus en la secuencia de aa de su proteina Rep y en la composicion y
organizacion del origen de replicacion (Arguello-Astorga et al. 1994). El grupo de BGVs
del VM lo conforman virus bipartitas y monopartitas pertenecientes a distintos linajes.
Uno de estos linajes es el de los “Legumovirus”, virus que infectan leguminosas y son
nativos de la India, el Sureste Asiatico, y Africa. La segunda estirpe la conforman los
virus nativos de Asia y Australasia, y el tercer subgrupo se encuentra integrado por los

BGVs originarios de Africa, el Oriente Medio y la regién mediterranea de Europa.

La filogenia derivada de la secuencia completa del componente B también divide
a los BGVs en virus del NM vy virus del VM (Fig. 4B). Las relaciones filogenéticas
derivadas de la comparacion de los componentes B de los virus del NM son, en la
mayoria de los casos, congruentes con las obtenidas en el analisis comparado de los
componentes A; sin embargo, los cladogramas de los ADN-A y -B de los virus del VM
muestran algunas diferencias importantes en las relaciones filogenéticas inferidas. Por
ejemplo, en la filogenia del ADN-A el linaje de los Legumovirus (v.gr: MYMV y SbCBV)
parece estar mas estrechamente relacionado a los BGVs de América que a los BGVs
de Africa, en tanto que en el cladograma del ADN-B los Legumovirus se agrupan
claramente con los BGVs africanos (Fig.4). Mas importante todavia es la diferencia

observada en el cladograma del componente B, en el que los BGVs del VM se dividen
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en 2 clados principales, mientras que en el arbol filogenético de los ADN-A de esos
BGVs se distinguen 3 linajes mayores: el de los Legumovirus, el asiatico y el africano.
Las filogenias derivadas de las secuencias de aminoacidos de las proteinas BV1 y BC1,
codificadas en el ADN-B, presentan la misma topologia que el arbol filogenético
obtenido con los componentes gendmicos B completos (Fig. 5), lo que sugiere que
ambas proteinas han evolucionado coordinadamente desde la emergencia evolutiva del

segundo componente gendmico.

Es importante destacar que el arbol filogenético construido a partir de la
secuencia completa del ADN-B de los BGVs, comparado con la filogenia derivada a
partir del ADN-A, presenta un mayor soporte en los nodos de las ramas. Al considerar
esa mayor robustez de la filogenia derivada del ADN-B, decidimos utilizarla como la
principal guia para reconstruir la historia evolutiva de los BGVs. Esta filogenia muestra
la existencia de tres “Linajes Primarios” de BGVs, los cuales estan soportados por sus

probabilidades posteriores mayores al 94% (Fig. 4B).
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Figura 4. Reconstruccion filogenética de los componentes Ay B de begomovirus.

Los arboles filogenéticos estdn basados en el alineamiento de 63 secuencias nucleotidicas de
componentes gendmicos A (Panel A) y 58 secuencias del componente genémico B (Panel B). La
reconstruccion filogenética se realizdé con el método bayesiano usando el programa Mr. Bayes 3.2, con el
modelo GTR+G+l. La escala hace referencia a los cambios esperados por sitio. Los arboles fueron
enraizados usando al mastrevirus MSV como grupo externo. El nimero asociado a cada nodo de los
arboles indica el soporte de cada clado y se encuentran expresados en probabilidades posteriores. En el
panel B, El arbol del ADN-B se divide en tres linajes primarios (LPs): Americano/Corchovirus, Asiatico
and Africano/Legumovirus. Los circulos abiertos representan los nodos de cada uno de los LPs
presentes en el arbol filogenético de ADN-B. El cédigo de color de los LPs los usaremos en siguientes
figuras con el fin de distinguir a que linaje pertenece cada virus usado. Los nimeros de acceso Yy los
acronimos usados para cada una de las secuencias estan enlistados en la Tabla 2.
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Los tres linajes primarios (LPs) de BGVs fueron denominados de acuerdo a las
estirpes virales que incluyen. 1) LP América/Corchovirus, que comprende a todos los
BGVs nativos del NM y dos especies nativas de Vietnam y la India, Corchorus yellow
vein vietham virus (CYVVV) y Corchorus golden mosaic virus (CoGMV), las cuales
infectan plantas de yute (Corchorus capsularis) (Ha et al. 2006; Ha et al. 2008)08),
razén por la cual han sido denominados “Corchovirus”. El andlisis de sus secuencias
muestra que estos virus son filogenéticamente mas cercanos a los BGVs de América
que a otros virus asiaticos (Fig. 4). 2) LP Africa/Legumovirus, que incluye a los BGVs
del continente africano y al linaje de los “Legumovirus”, que infectan plantas
leguminosas y se distribuyen tanto en Asia (India, Thailandia, Vietnam) como en Africa
(Nigeria) (Fig. 4). El tercer LP, denominado simplemente “Asiatico”, esta integrado por
todos los BGVs de Asia y Oceania que no pertenecen a los linajes de Corchovirus y
Legumovirus. En este LP se distinguen dos grandes ramas: los virus aislados en el
subcontinente Indio (ICMV y parientes), y los virus de China, el SE asiatico y

Australasia (Fig.4).
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Figura 5 Reconstruccion filogenética de las proteinas BV1 y BC1 de begomovirus.

Los arboles filogenéticos estdn basados en el alineamiento de 53 secuencias de aminoacidos de
proteinas BV1 (Panel A) y 53 secuencias de la proteinas BC1 (Panel B). La reconstruccion filogenética
fue inferida usando el método de Neighbor-Joining usando el programa MEGA 5. La distancia evolutiva
se obtuvo mediante el método de nimero de diferencias y las unidades representan el nUmero de bases
diferentes por secuencias. Los arboles fueron enraizados usando como grupo externo la proteina CP del
mastrevirus MSV en el caso del &rbol de BV1 y usando la proteina RepA del mismo virus en el caso de
BC1. El nimero asociado a cada nodo de los arboles indica el soporte de cada clado y representan el
porcentaje obtenido del analisis bootstrap (1000 replicas). Los acrénimos usados para cada una de las
secuencias estan enlistados en la Tabla 2.
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[.2 - Identificacion de marcadores biogeograficos y “firmas” especificas de linaje

en las proteinas BV1y BC1.

La identificacion de secuencias cortas de aminoacidos (aa) altamente conservadas en
un grupo de proteinas relacionadas es una eficiente forma de recuperar y clasificar los
genes que pertenecen a un mismo linaje genético (Vieira et al. 2008).
Consecuentemente, decidimos analizar las proteinas codificadas en el componente B
en busca de motivos caracteristicos de estirpes biogeogréaficas o especificas de los LPs
definidos previamente. También realizamos el analisis de la proteina de la capside, a fin
de establecer si los motivos biogeograficos o especificos de LP presentes en una
proteina codificada por el DNA-A correlacionan con los observados en las proteinas

BV1y BCL1.

[.2.1 - Andlisis de las proteinas BV1

Las proteinas BV1 de las especies de BGVs analizados en la etapa previa fueron
ordenadas en grupos correspondientes a los tres LPs, o alternativamente, en grupos de
virus nativos de los diferentes continentes. Los consensos obtenidos del alineamiento
de estos grupos de proteinas fueron luego comparados de modo sistematico para
identificar motivos (“motifs”) distintivos de linajes biogeograficos o de LP. Este analisis
condujo a la demarcacion de varios motivos que satisfacen en mayor o menor grado el
criterio de “firma” (“signature”) caracteristica de un Linaje Primario. Un dominio de BV1
que contiene ejemplos destacados de esas “firmas” especificas de LP es el segmento
133-147 de la proteina de los BGVs del continente americano, y su equivalente en los

BGVs asiaticos (posiciones ~145-160) y los miembros del LP Africa/Legumovirus (~130-
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145). Como se puede apreciar en la figura 6 los motivos o “firmas” encontradas en BV1,
son exclusivas de cada uno de los tres LP. Por ejemplo la firma del LP
America/Corchovirus [V*DRKPHV*GXSGSLHT] esta presente en la proteina BV1 de
todos los virus nativos del NM (v.gr: CdTV y SLCV) y en los Corchovirus de Vietnam y la
India (v.gr: CYVV), lo que apoya la nocién de un origen comun de estas dos estirpes
geogréaficamente disyuntas. Los virus del LP Asiatico (v.gr: TYLCKaV y PepYLCIV del
SE asiatico, y ToLCNDV de la India) tiene una “firma” con un consenso mas
degenerado [RDKK*P CXF*S(A/S)VDPLIP] pero claramente distintivo del LP, y algo
analogo se observa en el caso de la “firma” equivalente
[V*DK*K*PF*V*PE*GVNXLP(T/S)] del LP Africa/Legumovirus que incluye BGVs de dos
continentes. Las firmas identificadas en el segmento ~130-145 de BV1 (en las que
V*=V, L, 16 M; K*=KOR; F*=F 6 Y; E*= E 6 D) apoyan fuertemente la idea de que la
clasificacion de los BGVs bipartitas en 3 LPs refleja apropiadamente la division natural

de esos virus.

Linaje “Americano/Corchovirus”

133-VDRKPHVSQ-SGRLHT-147

133-VDRKPHLGA-SGSLHT-147
130-MDRKPHVGP-SGSLPK-144 CYVV-Vietnam

Linaje “Asiatico”
155-RDKRPCOFSAVDPIIP-170 [/ TYLCKaV-Tailandia

147-RDKKPCEFSSVDPLIP-162 | PepYLciVindonesia
145-RDKSPKIYSATOPLIP-160 IoLCNDVeindia

Linaje “Africano/Lequmovirus”

132-LDDKPYLPEGVNKLPS-147
130-LDRKPYVPDGANELPS-145

130-VDKRPFVPEGVNTLPT-145
134-VDKKPFVPEGVSILPT-149 [ sacuviiics |

Figura 6. Motivo 130-145 de la proteina BV1.

Los virus utilizados en esta figura son representativos de cada uno de los LPs, los colores utilizados para
distinguir los LPs son los mismos que los usados en la figura 4. Los residuos conservados tan solo en un
LP estan resaltados a color. Los nimeros de acceso y los acrénimos de las proteinas pueden consultarse
en la Tabla 3.
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[.2.2-Andlisis de las proteinas BC1

El andlisis comparativo de las proteinas BC1 hipotéticas de todas las especies
begomovirales analizadas en este estudio nos permitid identificar dos motivos
conservados, uno comprendido entre los aminoacidos 80 y 94, y el otro entre los
residuos 173 y 191 (coordenadas referidas a los BGVs del NM) (Fig. 7). Al igual que el
motivo que se encuentra entre los aa 130-145 de la proteina BV1, las firmas son
caracteristicas de cada uno de los 3 LP. En el motivo comprendido entre los residuos
80-94 del LP America/Corchovirus identificamos cinco residuos aa (en color azul)
distintivos de los BGVs de América y los Corchovirus. En el LP Asiatico también
identificamos cinco residuos aa distintivos, cuatro de los cuales son compartidos entre
los virus de la India y los del Sudeste y Centro de Asia. En los virus del LP
Africano/Legumovirus identificamos seis residuos diferenciales, de los cuales cuatro son
compartidos entre las dos estirpes virales geograficamente disyuntas que conforman el
LP (Figura 7a). En el motivo que abarca los aminoacidos 173 al 191 cinco aa son
compartidos por los dos grupos que integran al LP America/Corchovirus, dos aa
compartidos entre los grupos del LP Asiético y cuatro residuos aa compartidos entre los
grupos que conforman el LP Africano/Legumovirus (Figura 7b). La identificacion de
estos dos motivos en la proteina BC1, en conjunto con el motivo de la proteina BV1
antes descrito, apoya la clasificacion de los BGVs en los tres LPs definidos por la

filogenia construida a partir del ADN-B.
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A B

Linaje “Americano/Corchovirus” Linaje “Americano/Corchovirus”

80-RMTDNESLQATHTFP-94 173-DFSHVDYGRWERKPIRCAS-191
80-RMTDNESLQASWTFP-94 173-DFSHVDYGRWERKLIRSAS-191
80-RMNDNESLQTTYTFP-94 173-DFSHVEYGKVERKLIKSAS-191

Linaje “Asiatico” Linaje “Asiatico”
77-RLHEGDSKQAEFTIP-91 (| TYLCKaV-Tailandia || 16 9-DFWHVP(O SKVSRKPVOALS-187

77-RLHEGDSKQAEFTIP-91 || PepyLciV-indonesia | 169~DFWTVPHSQVSRKPVOGLT-187
82-RLTEGDTKQAEFTIP-96 ToLCNDV-India || 174-DFWSVGSKPOTRRLVDGSR-192

Linaje “Africano/Legqumovirus” Linaje “Africano/Legumovirus”

79-RLSYEQAAQAAFTFP-93 172-DFWSVEKPKPIRRLLNPGP-190
79-RLCDDEAAQAAFTFP-93 172-DFWSVGRPKPVRRLLNPNP-190
78-RVSLEDAAQAAFTFP-92 || eacMcV-Africa | |171-DFWSVEKGE TRRRLLNPTP-189
78-RVSLDDAAQAAFTFP-92 171-DFWSVEKGE TRRRLLNPTP-189

Figura 7. Motivos especificos de linaje de la proteina BC1.

El motivo 80-94 de BC1 (A) y el motivo 173-191 (B) son de utilidad para identificar LP. Los virus utilizados
en esta figura son representativos de cada uno de los LPs, los colores utilizados para distinguir los LPs
son los mismos usados en la figura 5. Los amino&cidos a color representan los residuos distintivos de
cada LP. Los aminoacidos compartidos entre dos grupos que integran un LP se presentan en color y en
negritas, y los residuos que pertenecen solo a un grupo del LP son coloreados y normales. Los nimeros
de acceso y los acrénimos de las proteinas pueden consultarse en la Tabla 3.

I.2.3 Andlisis de las proteinas CP

El andlisis comparativo de la proteina de la capside codificada por los BGVs de los tres
LPs nos permitio identificar dos dominios de la proteina que contienen motivos que se
conservan en linajes especificos, algunos de los cuales también constituyen
marcadores biogeograficos excepcionalmente robustos. El primer dominio se localiza
en el extremo N-terminal de CP, y comprende los residuos aa 1-16, y el segundo
dominio se ubica en la region C-terminal de la proteina, entre los residuos 183 y 200
(coordenadas referidas a los BGVs de Africa) (Fig. 8). En el dominio N-terminal de
todos los BGVs del NM se encuentra la firma biogeografica PWRsMaGT (residuos en
color azul, en la figura 8A) previamente descrito por Harrison y colaboradores (2002),

gue también se conserva en la proteina CP de las dos especies de Corchovirus del SE
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asiatico, CYVV y CoGMV. Ningun otro BGV examinado presenta este motivo, que
constituye por ende una firma exclusiva de los BGVs del LP América/Corchovirus. En el
dominio homdlogo de la proteina CP de los Legumovirus identificamos una firma
especifica de linaje, RnF/YDTAFS (recuadro y aminoacidos distintivos en color rojo
obscuro de la figura 8A). Los BGVs de Africa y Asia no presentan una secuencia
distintiva en la region homodloga de su CP. En el dominio C-terminal de la proteina
identificamos una firma exclusiva de las especies virales aisladas en Africa,
Madagascar y las vecinas islas del indico (aminoéacidos rojo brillante de la figura 8B
“GGPSGM”). En el resto de los BGVs la secuencia equivalente es GGQYAS
(aminoéacidos en color azul obscuro de la figura 8B). La combinacion especifica de los
dos motivos distintivos en la proteina CP (Fig. 8C) es consistente con la filogenia
derivada del componente A de los BGVs. Por ejemplo, la combinacion del motivo N-
terminal PWRsMaGT y el motivo GGQYAS/C en el dominio C-terminal distingue a los
BGVs del LP América/Corchovirus, en tanto que la combinacion de las firmas
“NFDTAF” y “GGQYAS/C en las posiciones equivalentes caracteriza a la proteina de
los Legumovirus y los distingue de otros BGVs de su mismo Linaje Primario, tal como
se observa en el arbol filogenético derivado del ADN-A (Fig. 4A). Estos resultados
muestran que la identificacion de motivos diferencialmente conservados es una forma

eficiente de clasificar proteinas que pertenecen a un mismo linaje genético.
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A B

Linaje “Africa” Linaje “Africa”
1-MSKRPGDIIISTPVSK-16 EACMZV 183-FYATVVGGPSGMKEQALV-200
1-MPKRTGDILISTPVSK-16 TYLCSV 183-FHATVVGGPSGMKEQCLL-200
1-MSKRPADIIISTPVSK-16 SACMV 184-FHATVVGGPSGMKEQALV-201
1-MAKRTGDILISTPVSK-16 WmCSV 184-FHATVVGGPSGMKEQALV-201

Resto del mundo Resto del mundo

1-MSKRPADILISTPVSK-16 | Ty CThV-Asia 182-FQATVTGGQYAAKEQAII-199
1-MSKRPADIIISTPASK-16 [ oo o 182-WSATVTGGQYASKEQALV-199
1-MPKRDAPWROMAGTYK-16 [ 5 oymv- México | 177 - FNAKVTGGQYASNEQALV-195
1-M-KREAPWRTNAGTSK-15 [ coGMV-Vietnam | 173-FASKVTGGQYASNEQSLV-190
1-MPKRDAPWRLMAGTSK-16 | CoyVV-Vietnam |184-FSAKVTGGQYASNEQALV-201
1-MTKR SSPMSS-16 | KuMV-Legumovirus | 183-FNATVTGGQYACKEQAMV-200
1-MPKRTYDTAFSTPISN-16 | MmymiV-Legumovirus | 183-FNATVTGGQYACKEQAMV-200

C
Proteina CP
Motivo N-terminal Motivo C-terminal
l KRDAPWRQMAGTYK GGQYASNE Américal/Corchovirus
' KRPADIIISTPASK GGQYASKE Asia

l KRNFDTAFSSPMSS GGQYACKE | Legumovirus
l KRPADIIISTPVSK GerscMKE M Africa

Figura 8. Andlisis comparativo de la proteina CP

Se identificaron dos motivos diferenciales en la proteina CP, uno en la regién N-terminal (Panel A) y otro
en la regiéon C-terminal (Panel B). En el dominio N-terminal se identific6 una firma que caracteriza a los
virus del LP América/Corchovirus (recuadro y residuos en color azul), y una firma diferente en el dominio
homdlogo caracteriza a los virus de linaje de los Legumovirus (recuadro y aminoacidos en color rojo
obscuro). En el dominio C-terminal se localiza la firma exclusiva de los virus de Africa (residuos en rojo
brillante “GGPSGM”) y la que comparten los begomovirus del resto del mundo (residuos en azul obscuro
“GGQYAS"). El panel C ilustra las dos clases de motivos mapeados en la proteina CP y muestra que la
combinacién de motivos N- y C- terminales es Unica para cada estirpe viral. Los acrénimos de los BGVs
utilizados en las comparaciones tienen el color que representa al LP al cual pertenecen. Los nombres y
numeros de acceso son listados en la tabla 3.
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[.3- Analisis comparado de las regiones no codificantes

Las secuencias gendmicas no codificantes de los BGVs se restringen generalmente a la
region intergénica, que contiene el origen de replicacion y los promotores de los genes
AC1l y V2/CP, en el caso del ADN-A, o de los genes BC1 y BV1, en el del ADN-B. Si
bien el andlisis de los promotores rara vez se utiliza como indicador de relaciones
filogenéticas, por su mayor variabilidad en secuencia respecto a las regiones
codificantes, se ha demostrado en numerosos casos que las secuencias reconocidas
por factores transcripcionales especificos conservan su posicion relativa dentro del
promotor, lo que hace factible establecer homologias entre elementos de una serie de
promotores de genes que han divergido evolutivamente por periodos extensos. Esta
conservacion en posicion relativa se revela a través de la identificacion de “Arreglos
Modulares Conservados” (CMAs, por sus siglas en ingles), que se definen como un
grupo de “huellas filogenéticas” (“phylogenetic footprinting”) cuya combinacion
especifica, espaciamiento y orientacion relativa, se conserva en una serie evolutiva de
regiones promotoras (Arguello-Astorga & Herrera-Estrella 1996; 1998). Por ejemplo, el
analisis comparado de los CMAs en los promotores de genes rbcS (que codifican la
subunidad pequefia de Rubisco) ha revelado la conservacion de algunos CMAs en
plantas que han divergido por mas de 400 Ma, como es el caso de musgos, psilofitas,
helechos, gimnospermas y plantas con flores (Arguello-Astorga & Herrera-Estrella

1998).

Para los fines de este estudio, decidimos decidimos analizar los promotores de

los genes BC1, BV1 y CP por el método de analisis “filogenético-estructural”, el cual
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permite identificar CMAs y otras regiones reguladoras homologas con diversos grados
de divergencia en su secuencia nucleotidica (Arguello-Astorga & Herrera-Estrella 1996).
En el caso de los promotores del gen CP, cuyo andlisis filogenético-estructural fue
realizado previamente por Gomez-Castafion (2004), actualizamos el analisis con la

inclusion de cerca de 90 nuevas especies de BGVs descritas en los ultimos 8 afios.

1.3.1. Analisis comparativo del promotor  BV1

El analisis de la region promotora de BV1 nos permitid identificar CMAs en algunos
linajes virales, los cuales mostraron ser muy heterogéneos entre estirpes separadas,
por lo que no pudimos reconstruir relaciones evolutivas de manera consistente. Los
CMAs encontrados en el promotor de BV1 son especificos de algunos subgrupos
dentro de los LPs. Esta heterogeneidad de los CMAs presentes en los promotores BV1
se debe a varias causas. Uno de ellas es el hecho de que los promotores homdlogos
varian notablemente en longitud, v. gr. los promotores de los virus relacionados
TYLCThV y CIGMV presentan una diferencia de 167 nucleotidos en longitud (ver Fig.
4B). Otra razon aparente para la heterogeneidad de los promotores BV1 es el hecho de
que algunos de estos presentan inserciones de material genético proveniente del ADN-
A (Gregorio-Jorge et al. 2010). Si bien no pudimos establecer relaciones filogenéticas
con los CMAs del promotor BV1, es posible que estos elementos compuestos
constituyan complejos reguladores de la transcripcion del gen BV1 y/o del gen BC1. En
el 2005 Shivaprasad y col. delimitaron una secuencia de ~250pb corriente arriba del
gen BV1 de MYMV que es capaz de regular tanto la expresion de BV1 como de BC1.

Es probable que la secuencia responsable de la regulacion de ambos genes del ADN-B
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de MYMV sea un CMA adyacente a la horquilla que esta conformado por tres sitios de
unioén de factores de transcripcion (Caja G, CLE y Box Il Chs) (Fig. 9A). Para investigar
la funcion de este CMA en la regulacion génica, se sintetizaron oligonucleétidos
complementarios con la secuencia correspondiente a dicho CMA, y el ADN sintético de
doble cadena fue insertado arriba de un promotor minimo (-46/1) 35S en el vector de
expresion pBl46S (ver Materiales y Métodos) (Fig. 9B). Esta construccion sera evaluada
posteriormente en ensayos de expresion transitoria en protoplastos de tabaco NT1, a fin

de establecer si funciona como un potenciador de la expresion del gen reportero.

A MYMIV, MYMV, HgYMV, VeBSMV

G-box CLE Box i Chs
P orocrece PRI
11

48-49 4-6
Hin dill
NTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTAGCACGTGGGTGGTCCCTCTATTACGTGGCGCACTCTGGAGTCTCGCTCGAGCTT
I 4 I I I ' I I 100
+ + + t t t + t +
NACCCATGGCCCGGGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCTATTCGAA' GATA. GACCTCAGAG AR
» CMA MYMIV 28 a
GAGCTCTCGAGACTAGTGGATCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAGCTGTCGACTCTAGAGATC
L L . L L L . 1 . 1 . I . 1 . 1 L 1 . I 200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CTCGAGAGCTCTGATCACCTAGAAGCGTTCTGGGAAGGAGATATATTCCTTCAAGTARAGTAARACCTCTCCTGTGCGACTTCGACAGCTGAGATCTCTAG
» 46s

Eco RI

TGAATTCAGGGGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGARACCCCAACCCGTGAAATCAARARAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCG
4 1 ! ! ! ! s ! ! ! ! '

t t t t t t t t t t 1 t t t t t t t t
ACTTAAGTCCCCCACCAGTCAGGGAATACAATGCAGGACATCTTTGGGGTTGGGCA: 'TAGTTTTTTGAGCTGCCGGACACCCGTAAGTCAGACCTAGC

46s

Figura 9. Arreglo modular conservado de Legumovirus

En el panel A se muestra la estructura del CMA adyacente a la horquilla de Legumovirus. El CMA esta
formado por los sitios de unién de factores de transcripciéon G-Box, CLE y Box Il Chs. El panel B muestra
el médulo que se mandé sintetizar y que contiene al CMA de Legumovirus clonado en el vector PBS-46s
Gus, el CMA se cloné en el sitio Hindlll. Los acr6nimos pueden ser consultados en la Tabla 2.
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1.3.2 Analisis comparativo del promotor  BC1

El andlisis de la region corriente arriba del gen BC1 no condujo a la identificacion de
CMAs exceptuando los que estan presentes en la RC, que fueron previamente
identificados al analizar el promotor del gen AC1 incluido en esa region (Arguello-
Astorga et al. 1994; Gomez-Castafidon 2004). Si bien no fue posible identificar algin
CMA en el promotor BC1 fuera de la RC, el analisis hizo posible la identificacién de una
huella filogenética presente dentro de esa regién no codificante en la mayoria de los
BGVs analizados. Esta huella filogenética es un elemento con simetria de diada parcial

que tiene una longitud de 13 nts (GGCCGCGCAGCGG), a la que denominamos

“Secuencia Palindromica Conservada” (Conserved Palindromic Sequence, CPS). La
CPS esta presente en casi todos los promotores BC1 examinados, y no conserva su
posicion relativa dentro del promotor en todos los linajes. Su posicion relativa al codon
de inicio del gen BC1 correlaciona de modo significativo con la region geogréfica de la
que son nativos los begomovirus (Fig. 10). Por ejemplo, se localiza a 3-4 pb corriente
arriba del gen BC1 en el subclado “India” de los BGVs del LP Asiatico, a 11-13 pb arriba
de BC1 en los BGVs del continente américano y los Corchovirus, y a 125-160 pb de
distancia en los BGVs de Africa. Consecuentemente, este elemento de secuencia
puede considerarse una firma gendmica biogeografica, lo cual ha sido de utilidad para

hacer algunas inferencias evolutivas que mencionaré mas adelante.

Dado que la CPS esta presente en la gran mayoria de los componentes B

analizados, decidimos buscar ésta secuencia en el ADN-A correspondiente. La

basqueda mostro que la secuencia CPS esta presente en todos los componentes A de
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BGVs, y se localiza dentro del gen AC1, en la region que codifica los aminoécidos del
209 al 212 (AARP) de la proteina Rep (Fig. 11). También encontramos dicho elemento
en los genomas de curtovirus y topocuvirus pero no en los miembros del género

Mastrevirus.

2 & |
(CPS) BC1 LP Americano

— Subcontinente
9 \CPS> BC1 -
ndia

9 i’ BC1 Asia

137-530pb

Qe
N\ [T frica
—
126-159ph

S\
f crs) TR .cq.rov
L Legumovirus
-~ o
GGCCGCGCAGCGG

75-95pb
Figura 10. Ubicacién de la CPS en el promotor de BC1
Ubicacién de la secuencia palindrémica conservada en los promotores BC1 de virus de los tres LP. La
posicion de la CPS, representada por un hexagono, varia en relacion al origen geografico del virus. Los
nameros indican la distancia minima y maxima que existe entre la CPS y el coddn de inicio de la proteina
BC1.

GGCCGCGCAGCGG
Begomovirus
() AC2/C2 Topocuvirus
| AARP Aci/ci1 i Ac3/c3 Curtovirus

Figura 11. Localizacion de la CPS en el componente A.
La CPS se localiza en la regién codificante del gen AC1 de los géneros Begomovirus, Curtovirus y
Topocuvirus. El recuadro negro dentro del gen AC1 indica los aminoacidos que son codificados en la

secuencia de 13 nts (CPS).
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La presencia de la CPS rio arriba del gene BCL1 sugiere la posibilidad de que ese
elemento palindromico sea el sitio de unidén de un factor transcripcional y, por lo tanto,
funcione como un elemento cis-regulador de la transcripcion. En el virus MYMV la
expresion de los genes AC2 y AC3 ocurre a partir de un mismo transcrito, el cual se
genera a partir de un promotor fuerte localizado arriba del gen AC2 (Shivaprasad et al.
2005). Como se puede observar en la figura 11 la CPS se encuentra en la region 5” del
gen AC2 lo que es consistente con la suposicion de que esa secuencia podria participar

en el control de la expresion de AC2.

Por otra parte, se ha observado que trinucledtidos que se encuentran en el
centro de secuencias palindrémicas favorecen la formacion de estructuras tallo-asa
compactas y estables (Kannan & Zacharias 2007); en particular, el trinucleétido GCA
rodeado por las bases C y G (gcGCAgc) (Kannan & Zacharias 2011). La CPS es un
elemento simétrico que tiene en el centro el trinucleétido GCA (GGCCGCGCAGCGG).
Teniendo en mente la posibilidad de que la CPS forme una estructura tallo-asa,
enviamos la secuencia al servidor RNAfold Web Server, el cual predice estructuras
secundarias en acidos nucleicos (Gruber et al. 2008). La prediccién indicé que la CPS
probablemente forme una estructura tallo-asa estable, y tendria, dadas sus

caracteristicas, la capacidad de formarse espontaneamente (-3.76kcal/mol) (Fig. 12).
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Figura 12. Prediccion de la estructura secundaria de la CPS

La CPS esta formada de un nucleo trinucleétido (letras en rojo) rodeado por secuencias
palindrémicas (indicadas con flechas), la estructura tiene una energia libre de 3.76kcal/mol. La
barra indica la probabilidad de que cada par de bases interaccionen.

El hecho de que la CPS posea la capacidad potencial de formar una estructura
tallo-asa abre la posibilidad de que dicho elemento tenga una funcion distinta a la del
control transcripcional de BC1. Por ejemplo, podria participar en la regulacién a nivel
traduccional, ya que la CPS se encuentra en la region 5’ UTR de los transcritos que han
sido mapeados en BGVs (Frischmuth et al. 1991; Sunter & Bisaro 1989; Shivaprasad et
al. 2005). Se ha descrito que estructuras tallo-asa que se encuentran entre el 5’-cap y el
coddn de inicio pueden interferir con el ensamblaje adecuado del complejo de pre-
iniciacién de la traduccioén, o evitar el escaneo del transcrito por el ribosoma (Cazzola &
Skoda 2000). También se ha reportado que las estructuras tallo-asa dentro de la region

5 UTR son necesarias para la estabilidad del ARNm y para una alta eficiencia de la

traduccion (Zou et al. 2003).

Otra funcién potencial de la CPS seria su participacion en la sintesis de la
cadena complementaria para formar el intermediario de doble cadena, el cual es
necesario para la expresion de las proteinas virales. Se ha mostrado que las

estructuras tallo-asa son importantes para la sintesis de la cadena complementaria, ya
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que la estructura expone el sitio de reconocimiento de la primasa (Frick & Richardson
2001). Una observacion interesante que es congruente con esta idea es el hecho de
que los mastrevirus son los Unicos que carecen de CPS y estos virus encapsidan un
ADN de cadena sencilla corto, que funciona como “primer” para iniciar la sintesis de la
cadena complementaria. Para el resto de los geminivirus no se ha descrito la presencia
de un ADN cebador dentro del viridn; y en cambio todos ellos poseen un elemento CPS.
Otra observaciéon importante es la posicion de la CPS en el componente B, la cual
difiere entre linajes biogeogréaficos de BGVs, como se ilustra en la Figura 10. Esta
variabilidad en la localizacién de la CPS sugiere que la posicion en el DNA-B no es
importante para su funcién, lo que descartaria su funcion en la traduccion, y apoyaria la
posibilidad de que la CPS esté involucrada mas bien en el control transcripcional de

BC1 o en la sintesis de la cadena complementaria.

[.4 — Identificacion de la India como Centro de Ori  gen de los begomovirus

La existencia de linajes continentales de BGVs indica que éstos evolucionaron en
aislamiento geogréfico durante periodos muy extensos. Por lo tanto, la dispersién inicial
(“radiacion”) de los BGVs debe haber ocurrido cuando algunos continentes estaban
todavia unidos formando el super-continente Gondwana, hace aproximadamente
130Ma (A. G. Smith et al. 1994). En un reciente trabajo sobre la evolucion de la familia
Geminiviridae, Nawaz-ul-Rehman y Fauquet (2009) identificaron 8 centros de
diversificacion de geminivirus: A- Australia, B- Japon, C- Sur de China/SE Asiatico, D-
India, E- Africa subsahariana, F- la region del Mediterraneo y Europa, G- America del

Sur, y H- Centroamérica. Sobre la base de la riqueza de especies virales en estas
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regiones, concentradas principalmente en los centros C y D, estos autores concluyen
que el Centro de Origen (CdeO) de los geminivirus muy probablemente se localiza en la
amplia region Indo-China (incluyendo Pakistan, Bangladesh, Sri Lanka, Myanmar,
Tailandia, Malasia, Camboya, Laos y Vietnam, aparte de la India y sur de China). En lo
que respecta especificamente a los BGVs, algunos autores han postulado como su
CdeO al Sureste Asiatico, especialmente la region que comprende a Vietham vy los
paises vecinos, pero discrepan en la antiguedad atribuida al ancestro comdn de los
BGVs. En efecto, Ha et al. (2008) consideran que el BGV ancestral surgid
evolutivamente antes de la fragmentacion de Gondwana (~130 Ma), en tanto que
Lefeuvre et al. (2011) han estimado, por diferentes criterios y lineas de evidencia, que
los BGVs aparecieron hace 30 a 70 Ma. Tomando en consideracion la gran extension
de la region Indo-China postulada por Nawaz-ul-Rehman y Fauquet (2009) como el
CdeO de los geminivirus, nos preguntamos si se podria circunscribir mas
estrechamente el centro originario de los BGVs utilizando los datos obtenidos en
nuestros analisis, y tomando en cuenta la distribucion y movimiento de los continentes
en el Cretacico. El analisis combinado de los diversos datos moleculares (tales como
las “firmas” en proteinas virales, la composicidon y organizacion de secuencias
relevantes en el origen de replicacion, el arreglo de CMAs en los promotores, etc.) junto
con las filogenias derivadas de los componentes gendmicos y las proteinas virales, asi
como la distribucion geografica de los LPs, nos condujo a la conclusion de que el area
geografica en la que méas probablemente evolucionaron los BGVs es el subcontinente
Indio (integrado por la India, Pakistan y Bangladesh). Algunas de las lineas de

evidencia y argumentos que apoyan esa conclusion son las siguientes:
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1) La reconstruccién de la arquitectura ancestral de la region promotora del gen CP por
medio del andlisis filogenético-estructural (Gomez-Castafion 2004) y datos de este
estudio) permitié establecer que la organizacion primitiva de esa region de control se
conserva todavia, en mayor o menor grado, en varias especies de BGVs aislados en la
India, Tailandia, Vietnam y China (Fig. 13), pero no en virus de otras regiones del

mundo.

2) El subcontinente Indio y Vietnam son las Unicas regiones del mundo en las que
coexisten BGVs perteneciente a los tres Linajes Primarios. En el caso de Vietnam,
aunque posee una gran variedad de BGVs del LP Asiético y contiene ademas a las dos
especies conocidas de Corchovirus (Ha et al. 2008; 2006), solo incluye a una especie
de Legumovirus (Kudzu mosaic virus). En contraste, el subcontinente Indio posee la
mayor riqueza de especies de Legumovirus del mundo y contiene también una enorme
variedad de BGVs del LP Asiatico (Briddon et al. 2010), ademéas de incluir a una de las

dos especies de Corchovirus descritas al presente.

3) La filogenia de los BGVs sugiere que su radiacion inicial tuvo lugar en el periodo en
que Gondwana empez0 a fragmentarse, con el subsecuente aislamiento de estirpes
virales en diferentes bloques continentales (Rybicki 1994). En este periodo de
fragmentacion y movimiento de los continentes (130-90 Ma) la India estaba separada y
muy distante del resto de Asia. El contacto entre las placas tectonicas de la India y Asia
se inicio hace unos 50 Ma cuando el subcontinente Indio colisioné con el continente
asidtico e inici6 la formacion de la cordilera de los Himalayas

(http://geosci.uchicago.edu/~rowley/Rowley/Collision Age.html). Tomando en cuenta
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estos eventos geoldgicos, la existencia de BGVs pertenecientes a los tres LPs en el
subcontinente Indio podria explicarse de dos formas: a) los BGVs surgieron
evolutivamente en la India y de ahi migraron a otros continentes, o b) los BGVs
aparecieron primero en el SE asiatico y migraron a la India tiempo después de la
colision de ésta con la placa tectonica Asiatica. Esta segunda opcidn parece menos
probable porque no explica la mayor riqueza de Legumovirus (ancestros de los BGVs
de Africa) en la India, ni ofrece un escenario plausible para el establecimiento y
diferenciacion de los linajes biogeogréaficos de Africa y América, cuyas “firmas”

moleculares se encuentran en varios BGVs de la India.

Promotor Ancestral de CP

A
O CLE CCAAT CLE TAPE-CLE
CGAYn G-Box H3-Box A-T Rich TATA-box
StLCV-China GCGATTTTTTT-03-GTGGTCCC-01-CCACGTGC-09-CCACTCA=08-CCTCAAAGCCTA=00-TTTATTTCA=07= . . .\ o v'e . TATAAAT-00-ACTYGGTCCCCAAGT
RaMV-China GCGATTTTTTT-05-GGCCCCAC-00~- . CACGCAC-09-CCACTCA-08-CCTCACAAGT . . -00~TTATTTAGT-02-GTGGTCCC-01~TTTAAAT-01-ACTTGGGCGCCAAGT
TYLCThV-Tailandia | GCGATTTTTTT-03-GTGGTCCC-18=. . .. .vuuss CCAATCA-07-CTTTGAAAGCCT-02-TTATTT. . . ~00-ATGGTCCC01~TATTTAA-01-ACTTAGTCCCCAAGT
ToLCGV-India GCGATTTTTTT- 04 -GGACCCCA=-00~CCACGCAC-21-CCAATCA=00~CCTGACGCGCTC-04 -CTTAATTGT =11 . . o v'uts TATTTAA-00-ACTTGG . CCCCAAGT
TYLCVV-Vietnam GCGATTTTTTT- 04~ CC-03-GCACTAGG-09~CC. ~08-CCTCAAAGCTTA-01~TTATTAA. . -00-GTGGTCCC-01~TATATA . -00~-ACTTGGTCCCCAAGT

Figura 13. Estructura del promotor ancestral de CP.

El promotor ancestral de CP fue deducido en el trabajo de tesis de Gomez-Castafion (2004). A)
Arquitectura del promotor ancestral. B) Promotores con la organizaciéon ancestral identificados en
virus del Sur-Este Asiatico y la India. Los elementos reguladores ilustrados son los siguientes:
CGAYn=GCGATTTYYYY; CLE=GTGG(T/G)CCC; CCAAT=CAATCA;H3-Box=CCTCAAAGCTT;A-
T Rich=ARWTAWWWW,; TATA-Box=TATAWATA; TAPE-CLE=ACTTGGTCCCCAAGT. Los
nameros de acceso y los acronimos estan listados en la tabla 3.

Péagina | 49



I.5 — Organizacion genémica del Ancestro Comundel os BGVs

El género Begomovirus incluye tanto virus con genomas monopartitas como bipartitas, y
dado que el resto de los géneros de la familia Geminiviridae poseen genomas
constituidos por una sola molécula de ADN, se tiende a suponer que los BGVs
bipartitas se derivaron de un BGV ancestral monopartita. Sin embargo, diversas
observaciones derivadas del presente trabajo ponen en cuestién esta suposicion, y son

las siguientes:

1) Dos de los tres LPs de BGVs incluyen tanto virus monopartitas como bipartitas,
mientras que el LP que incluye a los BGVs de América y a los Corchovirus de Asia esta
formado exclusivamente por especies virales bipartitas (ver Fig.4 y 5). Considerando
que los virus monopartitas de Asia y Africa son filogenéticamente distantes, y se
asemejan mas en secuencia nucleotidica global al componente gendomico A de
especies bipartitas pertenecientes a su propio Linaje Primario (v.gr: TYLCV y EACMV),
seria necesario asumir, para mantener la validez de la hipodtesis de que los BGVs
bipartitas se derivaron de monopartitas, que el componente genomico B evolucion6
independientemente en al menos tres ocasiones, una en Africa, otra en Asia, y una
tercera en el continente americano, con la complicacion adicional en este uUltimo caso
de que no se ha descrito hasta ahora un BGV monopartita que pudiese considerarse el

ancestro de los BGVs del Nuevo Mundo.

2) Los BGVs que presentan la organizacion ancestral de elementos cis-reguladores en

el promotor CP (ver Fig. 13) son todos ellos bipartitas, con la excepcion de Tomato

Péagina | 50



yellow leaf Vietnam virus (TYLCVV), el cual es altamente similar (88-87% de identidad
global) al componente A de los virus bipartitas Papaya leaf curl China virus (PaLCCNV)
y Ageratum yellow vein China virus (AYVCNYV), respectivamente. TYLCVV se asocia a

un beta-satélite, que parece substituir funcionalmente al ADN-B.

3) Las “firmas” en la proteina CP y las caracteristicas del origen de replicacion de los
BGVs monopartitas son analogas a las observadas en los miembros bipartitas del

Linaje Primario al que pertenecen.

4) Todos los virus que, por su posicion en el arbol filogenético de los BGVs, pueden ser
considerados los tipos ancentrales de cada uno de los tres Linajes Primarios y los
clados secundarios (v.gr: Legumovirus, Corchovirus, virus americanos del Clado SLCV,

etc.) poseen genomas bipartitas.

Por todas estas razones llegamos a la conclusion (algo inesperada) de que el
ancestro comun de todos los BGVs poseia, muy probablemente, un genoma compuesto
por dos moléculas de ADN diferentes. Un importante corolario de esta hipoétesis es que
el proceso de evolucion del segundo componente gendmico probablemente comenzdé
mucho tiempo antes de que surgieran los geminivirus transmisibles por la mosquita
blanca, y que los miembros méas antiguos del linaje que dio origen a los BGVs pudiesen
ser geminivirus transmitidos por otras especies de insectos relacionados a Bemisia

tabaci, virus que no han sido todavia descubiertos.
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Parte 2

Origen de los begomovirus del Nuevo Mundo

Los BGVs fueron clasificados inicialmente en dos grandes grupos, el del “Nuevo
Mundo” y el del “Viejo Mundo”, sobre la base de los datos aportados por los primeros
estudios filogenéticos de la familia Geminiviridae. Con el incremento en el nimero de
especies de BGVs descritas, el grupo de BGVs del “Viejo Mundo” mostré ser muy
heterogéneo, y actualmente se reconocen varios linajes del VM, como los de “Asia”,
“India”, “Japon”, “Africa”, Legumovirus y Corchovirus (Briddon et al., 2010). Los BGVs
del NM, siendo un grupo genéticamente menos heterogéneo, se divide en un menor
namero de linajes, algunos de ellos definidos por caracteristicas gendmicas especificas
y no por su distribucién geogréafica, como el clado del SLCV (Squash leaf curl virus),
cuyos miembros se encuentran diseminados desde el sur de EUA hasta Brasil y

Argentina (Briddon et al., 2010).

Las notables diferencias de los BGVs del NM respecto a sus parientes de otros
continentes (v.gr: la ausencia del gen AV2, la organizacion estructural de su origen de
replicacién, y otras caracteristicas previamente mencionadas), junto con su menor
heterogeneidad gendmica, sugieren un origen mas reciente que los BGVs del VM. La
cuestion del origen de los BGVs americanos ha sido abordada por varios
investigadores, y las hipotesis sobre ese punto son muy variadas, tanto en lo relativo al
origen geografico de los BGVs que se introdujeron inicialmente a América (el “linaje
fundador”), como respecto al tiempo en el tuvo lugar dicho evento. En efecto, se ha

postulado alternativamente que los BGVs del NM se derivaron de BGVs de Africa
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(Rybicki, 1994), de Asia (Lefeuvre et al., 2011), o mas especificamente, del SE asiatico
(Ha et al., 2006, 2008). En lo que respecta a la antigiiedad estimada de los BGVs del
NM, los valores propuestos son extremadamente variables, y van desde los 30 a 43 mil
aflos de quienes postulan una introduccién por parte de grupos humanos que migraron
de Asia a América a través del Estrecho de Bering (Ha et al., 2006), hasta los 125 Ma,
correspondientes al periodo en que se separaron los bloques continentales de América,
India y Asia (Rybicki et al., 1994; Ha et al., 2008). Un reciente estudio que utilizo
métodos de estimacion mas rigurosos, basados en las tasas de sustitucion “lentas” y
“rapidas” de los geminivirus, desacredita las hipétesis extremas antes mencionadas, al
concluir que la antigiiedad de los BGVs del NM no puede ser menor a 2 millones de
aflos ni mayor a 80 Ma, y sugieren que el periodo mas probable en que los BGVs
arribaron a América fue entre 20 y 30 Ma atras, cuando existian condiciones climéticas
propicias para la migracion de la mosquita blanca a través del puente terrestre de

Bering (Lefeuvre et al., 2011).

Si los BGVs no fueron introducidos al continente americano por el hombre, como
se sugiere, resulta obvio suponer que llegaron a este continente asociados a
poblaciones migrantes de su insecto vector, por lo que el hallazgo de fosiles de la
mosquita blanca (v.gr: incrustaciones en ambar) podria considerarse una evidencia
indirecta de la presencia de BGVs en América, lo que permitiria estimar de modo mas
apropiado la edad minima de los mismos. Desafortunadamente, no se han encontrado
al presente fosiles de Bemisia tabaci en el continente americano. Existen, sin embargo,
otro tipo de fosiles que proporcionan informacion sobre la antigiiedad de los BGVs del

NM. En efecto, en 1996 se descubri6 una serie de secuencias repetidas con similitud al

Péagina | 53



ADN-A de BGVs, a las que se denominé “elementos GRD" (Geminivirus-Related DNA),
los cuales se encuentran integrados en el genoma de varias especies del género
Nicotiana (Bejarano et al., 1996). El andlisis detallado de los GRDs presentes en 5
especies de este género (N. tabacum, N. tomentosiformis, N. tomentosa, N. kawakami,
y N. otophora) llevé a distinguir dos clases de GRDs (GRD3 y GRD5), que
corresponden a dos eventos de integracidon independientes, temporalmente separados
(Murad et al., 2004). El tiempo en el que ocurrieron esos eventos ha sido estimado por
diferentes métodos, y los valores obtenidos para la primera integracion van de un
minimo de 2 Ma a poco méas de 7 Ma (Murad et al., 2004; Gibbs et al., 2010; Lefeuvre et
al., 2011). Este marco temporal es importante para elaborar hipotesis plausibles sobre
el origen de los BGVs del NM, y en particular, para establecer criterios que permitan
descartar rutas de migracion de los BGVs y su vector hacia América, por su inviabilidad
en el contexto de la posicion y desplazamiento de las masas continentales en el periodo

considerado.

Rutas potenciales de migracion al NM

Se pueden proponer varias rutas de migracion de los BGVs desde su Centro de Origen
hasta el continente americano, dependiendo de la posicion relativa de esas dos
regiones geogréaficas al tiempo en que comenzd la colonizacion de América por
mosquitas blancas viruliferas: 1) Una posibilidad es que los BGVs hayan pasado del
centro de origen (India) a Africa y posteriormente a América, ya que el continente
Africano se separ6 de Ameérica en la Ultima fase de la fragmentacion del

supercontinente. Gondwana; 2) Otra ruta migratoria posible iria de Asia a América a
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través de lo que hoy es el estrecho de Bering. Se ha propuesto que esta migracion
pudo ocurrir hace 30 Ma, cuando el puente terrestre de Bering era de caracter
subtropical (Lefeuvre et al. 2011); 3) Una ruta alternativa pero rara vez considerada es
la que involucra al continente Antartico, que fue el blogue continental de Gondwana que
mantuvo conexiones terrestres con Sudamérica hasta una época mas reciente, cerca

de 30 Ma (http://en.wikipedia.org/wiki/Gondwana). Analizaremos en lo que sigue esas

rutas alternativas a la luz de la informacion existente, incluida la obtenida en el presente

trabajo.

La ruta de migracién “Africana”

Africa y Sudamérica se mantuvieron unidas por puentes terrestres hasta hace unos 100
Ma, en el periodo Albiano (Smith et al., 1994). En ese tiempo la India (hipotético CdeO
de los BGVs) se encontraba muy cerca de Africa pero no tenia conexion terrestre con
ese continente ni ningun otro bloque continental generado por la fragmentacion de
Gondwana. Asi pues, parece improbable que los BGVs hayan llegado a Sudamérica via
Africa, lo que implicaria ademas que los BGVs del NM tendrian una antigtiedad igual o
mayor a 100 Ma, lo que no es consistente con los datos de divergencia gendmica entre
estos virus, que son menos heterogéneos que los BGVs del VM, considerablemente

mas antiguos.

Al margen de las cuestiones paleobiogeograficas, hay datos generados en el
presente estudio que practicamente excluyen la posibilidad de que el o los linajes

fundadores de los BGVs del NM provengan de BGVs de Africa. Por ejemplo, de
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acuerdo a nuestro andlisis, mas del 90% de los BGVs del continente africano y
Madagascar exhiben el motivo GGPSGM en el segmento 189-194 de su proteina CP,
motivo que no se encuentra en la proteina homologa de ningin BGV del NM, que en
vez de ello exhiben la secuencia GGQYAS/C, comun a los Legumovirus y a los BGVs
del LP Asiatico. De modo analogo, la ausencia de motivos comunes a las proteinas
BC1 y BV1 de los virus Africanos y Americanos, con exclusion de otros linajes, asi
como las marcadas diferencias en la organizacion estructural del origen de replicacion
de estos dos grupos virales, indican que los BGVs americanos no provienen de virus de

Africa.

La ruta de migracion de Asia a América por el estre  cho de Bering

La mayor parte de las hipétesis modernas sobre el origen de los BGVs del NM asumen
que los ancestros de los mismos fueron de origen asiético, particularmente a raiz del
descubrimiento de los Corchovirus de Vietnam y la India (Ha et al., 2006, 2008) que
estan claramente relacionados con los virus americanos, pero que son suficientemente
divergentes en secuencia para excluir la posibilidad de que se trate de BGVs
americanos introducidos por el hombre al SE Asiatico. Dado que en la configuracion
geografica actual la via mas plausible para el transito de especies biologicas entre Asia
y América es el estrecho de Bering, las hipétesis convergen en este punto y solo se
diferencian en lo concerniente al periodo en que la migracion de las mosquitas blancas
viruliferas pudo haber ocurrido, como se ha mencionado previamente. Hay sin embargo
un serio problema con este escenario, y es la inevitable conclusion de que los primeros

BGVs evolucionaron en Norteamérica y de ahi habrian radiado al resto del continente
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americano. Sin embargo, esta dispersion pan-americana solo habria podido haber
ocurrido después de que la conexion entre el bloque Norteamericano y Sudamérica se
consolidé, al formarse el Istmo de Panama, evento que tuvo lugar hace tan solo 3 Ma.
Esto no concuerda con la edad de los fésiles moleculares de begomovirus (los GRDS)
integrados en el genoma de plantas del género Nicotiana, que se ha estimado en 6 0
7.5 Ma (Lefeuvre et al. 2011; Murad et al. 2004; Okamuro & Goldberg 1985). Mas aun,
las especies de Nicotiana que contienen secuencias GRD en su genoma son todas de
origen Sudamericano, y por lo tanto fueron infectadas por BGVs presentes en un
subcontinente (América del Sur) que estuvo separado de Norteamérica a lo largo de un
periodo de tiempo de mas de 150 Ma antes de la formacion del Istmo de Panama

(Smith et al., 1994)

Dado que la migracion de los BGVs al continente americano no parece haber
ocurrido a través de Africa o por el estrecho de Bering, nosotros proponemos que los
begomovirus de América se derivaron de un linaje que migro de la India al continente
Antértico, y de ahi a Sudamérica, en una época en que todavia existian puentes
terrestres entre estos dos continentes. Segun la migracibn que proponemos, la
Antértida fue usada por los begomovirus como un puente entre India y Sur-América.
Este puente continental fue usado por especies del género Nicotiana (Aoki & 1to 2000) y
por marsupiales (Woodburne & Case 1996) para la migracion entre Sur-América y
Australia. Los principales datos que apoyan esta hipétesis son los que obtuvimos del
analisis de las regiones promotoras de CP y BC1, y de las regiones codificantes

(motivos de BV1, BC1 y CP), que relacionan los virus americanos con los asiaticos.
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Figura 14. Similitudes entre el promotor Ancestral de CP y el promotor CP de virus aislados en Sur-
América.

El promotor del virus Sida yellow mosaic virus (SiYMV) conserva la secuencia y distancia de seis
posibles sitios de unién de factores de transcripcion (CCAAT-Box; H3-Box; A-T Rich; CLE; TATA-
Box; Motif TCA) presentes en el promotor ancestral de CP, que esta presente en virus de la India.
Figura modificada de (Gomez-Castafion 2004).

GOmez-Castafion (2004) encontré que algunos promotores CP de virus de Sur-
América, v.gr. el virus Sida yellow mosaic virus, comparten potenciales sitios de unién
de factores de transcripcion que se conservan en secuencia y en posicion con el
promotor ancestral CP (Fig. 14). Gémez-Castafion y colaboradores (2004) encontraron
esta similitud cuando compararon promotores los CP de virus aislados en el sub-
continente Indio y en sus alrededores, que aun conservan la estructura ancestral, con
virus aislados de otras regiones geograficas con el fin de trazar la evolucion del
promotor. Dentro de la region del promotor del gen de BC1 nosotros localizamos la
secuencia CPS. Esta secuencia es indicativa de la region geogréfica a la que pertenece
cada virus. Como se observa en la figura 10, en los virus originarios del Sub-continente
de la India la CPS se localiza a 3 nucledtidos del ATG de BC1, distancia similar a la que

presentan los del LP Americano/Corchovirus (12 nucleétidos). Sin duda esto también
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relaciona a los virus americanos con los virus de la India y apoya nuestra propuesta de

la migracion desde la India hasta América.

Las evidencias que encontramos en las proteinas de begomovirus que apoyan
nuestra hipotesis son: 1) el motivo que comprende los aminoacidos 190-195 de la
proteina CP la cual relaciona a los virus americanos y asiaticos (Fig. 8B) y 2) las firmas
presentes en los motivos de las proteinas BC1 y BV1 que relacionan a los virus de
Vietnam (Corchovirus) con los virus Americanos Yy confirman que el LP
Americano/Corchovirus es real. Otra evidencia que apoya nuestra propuesta es la gran
diversidad de BGVs que existe en Sudamérica. En Sudamérica encontramos
begomovirus atipicos del clado SLCV que tienen una organizacion de la RI diferente al
resto de los virus americanos. También en esta region geogréafica se han descrito dos
satélites alfa en Brasil (Paprotka et al. 2010) y uno en Venezuela (Romay et al. 2010).
Dado que en el centro en los centros de origen (India) es la region de mayor riqueza es
probable que las regiones geograficas mas cercanas al origen también lo sean. Por lo
tanto la gran diversidad que existe en el Sur-América nos indica que la ruta de

migracion propuesta por nosotros es muy probable.

Conclusion, centro de origen de los begomovirus y m igracion al NM

El conjunto de datos obtenidos de la comparacion de secuencias mediante el analisis
pareado de las proteinas y la busqueda de CMAs en los promotores de los
begomovirus nos permitio establecer aspectos importantes de la evolucion de estos

virus. La reconstruccion filogenética de los componentes A y B obtenida del analisis
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bayesiano confirmd lo previamente establecido, que ambos componentes evolucionaron
en aislamiento geogréfico estricto, los virus se separan en clados muy bien definidos de
acuerdo a la region geogréfica de donde fueron aislados. El hecho de que el anélisis
filogenético muestre este patron es indicativo de que los componentes genémicos Ay B
estuvieron presentes antes de la separacion de los continentes y que estos comparten
la misma historia evolutiva. Analizando la regién codificante y promotora de los
componentes A y B, establecimos que muy probablemente el origen de los
begomovirus es el sub continente de la India. Esta conclusién fue concebida debido a
que las firmas geograficas de los LPs presentes en las proteinas BV1 y BC1 siempre
son compartidas con virus de esta regién geografica, ademas de que el promotor
ancestral de CP se encuentra presente en virus del sub-continente de la India y en virus
asiaticos. Integrando los datos sobre movimiento de los continentes y de las
condiciones climaticas que imperaban en el super-continente Gondwana, con los datos
obtenidos de la comparacion gendmica, establecimos que el origen de los begomovirus
Americanos no puede ser a partir de los virus de Africa, pero si a partir de los asiaticos.
Con estas evidencias formulamos la hipétesis de la migracion de los begomovirus
asiaticos a Ameérica, en la que postulamos que la ruta mas probable incluye el
continente antéartico. El continente antartico pudo funcionar como puente migratorio de

los begomovirus entre el centro de origen y el continente americano.
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Parte 3

Evolucion del segundo componente de los Begomovirus

Integrando el andlisis comparativo de las regiones codificantes y no-codificantes de los
componentes genémicos A y B, encontramos evidencias de que el promotor y la
proteina BV1 son verdaderos homaologos al promotor y proteina de CP, presentes en el
genoma A. Ademas proponemos que el promotor y la proteina BC1 surgieron del re-
arreglo genodmico de la regién complementaria de un componente A de begomovirus.
Nuestros datos sugieren fuertemente que el ADN-B de los begomovirus se derivd

evolutivamente de un ADN-A.

Las proteinas BV1 y CP son homologas

Pensando en la idea de un origen evolutivo del componente B que no se relacione al
componente A de los geminivirus, supusimos que las proteinas del ADN-B pudieran
provenir de las plantas, de un satélite o de otros virus. Para explorar esta idea
decidimos realizar busquedas de la proteina BV1 contra la base de datos NCBI,
excluyendo las proteinas de geminivirus. Para realizar la busqueda utilizamos la
herramienta “Position-Specific Iterated BLAST” (PSI-BLAST), la cual es un variante de
BLAST util para encontrar proteinas muy distantes que estan relacionadas (Altschul et
al. 1997). Las secuencias de aminoacidos de BV1 que utilizamos son de virus
representativos de los tres linajes primarios los cuales se encuentran enlistados en la
tabla 3. La busqueda de homdlogos de la proteina BV1 realizada con PSI-BLAST,
arrojé que las proteinas BV1 no estan relacionadas con proteinas de movimiento de
virus o plantas, lo que sugiere que BV1 no fue adquirida por recombinacion de un virus

de plantas o de plantas asiladas en la actualidad (Datos no mostrados).
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Otra alternativa para explicar el origen de la proteina BV1 es la idea propuesta
por Kikuno y colaboradores (1984), que sugiere que la proteina BV1 es homodloga a CP
y que se origind de la modificacion del gen CP del ADN-A. Para explorar esta idea
decidimos repetir la busqueda con PSI-BLAST, esta vez el analisis fue dirigido contra
las proteinas CP de geminivirus. En este caso, los resultados de las busquedas para
cada una de las proteinas BV1 de los virus de los tres linajes primarios arrojaron
indicios de la homologia entre las proteinas BV1 y CP de geminivirus. Varias proteinas
BV1 comparten bloques de aminoacidos con la proteina CP; sin embargo, algunos
bloques conservados entre CP y BV1 de una especie son diferentes a los bloques entre
CP y BV1 de otra especie. Con los bloques que identificados en diferentes
comparaciones, buscamos una proteina BV1l que en su secuencia fueran
representados el mayor nimero de bloques y encontramos que la proteina BV1 del
virus Clerodendrum golden mosaic China virus (CIGMCNV) es la que mayor nimero de
bloques comparte con las proteinas de CP. En esta proteina nosotros definimos ocho
bloques de aminoéacidos distribuidos a lo largo del alineamiento entre las proteinas CP
de begomovirus de los tres LPs y BV1l de CIGMCNV (Fig. 15). Los bloques se
definieron de acuerdo a los siguientes parametros: 1) La similitud promedio entre los
aminoacidos de cada bloque debe de ser mayor al 50%; 2) El nUmero de aminoacidos
que comprenden los bloques deben de ser de 10 o mas; 3) El espaciamiento entre
residuos conservados no debe de superar los 5 aminoacidos; 4) Sélo un gap con una
extension de uno es permitido dentro del blogque.

Revisamos en la literatura si existen reportadas funciones para los bloques

conservados que encontramos entre BV1 y CP. No encontramos que los aminoacidos
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que forman los bloques conservados hayan sido correlacionados con alguna funcion
especifica de las proteinas BV1 y CP, excepto por algunos aminoacidos que forman los
bloques | y lll. Los bloques | y Il se encuentran dentro de la regién N-terminal de las
proteinas NSP y CP. Esta regién es un dominio basico (rico en K,R) conservado. Dentro
de la region N-terminal entre los aminoacido 3-20 de CP encontramos que existe una
sefial bipartita de localizacion nuclear (SLN) funcional, la cual fue descrita para el virus
TYLCV (3 KR-X11-KVRRR 20) (Kunik et al. 1998), que esta conservada en la CP de los
BGVs (Sharma & Ikegami 2009). Como se observa en la figura 15, dentro del bloque |
se localiza una parte de la SLN bipartita (KVRRR), las tres Udltimas argininas estan
presentes en la proteina BV1 de CIGMCNV. Analizando las secuencias de BV1
encontramos que algunos aminoacidos que forman la SLN en las proteinas CP estan
presentes en BV1 pero nunca una SLN completa como la que se encuentra presente en
CP. Al revisar la literatura encontramos que las SLN que se han reportado para BV1
también caen el N-terminal. Se han identificado 2 SLN funcionales, en BV1 de BDMV se
identificaron entre los aminoacidos 27 al 39 (27R[L/T]S[A/I][N/VIKRHDGKRR39) y entre
los aminoacidos 81-96 (81[S/Q][K/L|IGKMEPNR[S/C]R96) (Zhou et al. 2007). En SLCV
se identificé una SLN bipartita entre los aminoécidos 25 al 39 (25 KR-X9-RRRP 39) y
una SLN monopartita entre los aminoacidos 87al 95 (87PNRTRTYIK95) (Sanderfoot et
al. 1996). Aunque estan presentes las SLN en BV1, éstas no se localizan en la misma

posicion que en CP.

En el dominio basico de las proteinas CP y BV1se ha localizado el sitio de unién
a DNA. En CP de MSV y en BV1 de SLCV se ha descrito que el sitio de union al DNA

se encuentra en la region N-terminal (Liu et al. 1997; Pascal et al. 1994). Tanto la CP
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como la BV1 de estos virus, no presentan un consenso en el que se distinga el sitio de
union pero las mutaciones en esta region eliminan la union al DNA. Caso contrario es el
sitio de unién al DNA de la proteina CP de BGVs (Tomato leaf curl Bangalore virus) el
cual es un motivo dedo de zinc (54-114aa) del tipo C2H2, que se encuentra conservado
entre los begomovirus de los tres linajes principales (Kirthi & Savithri 2003).EI bloque IlI
se localiza entre los aminoacidos 65 al 85 de CP, region en la cual se ha mapeado un
dedo de zinc. Dentro de este bloque hay dos cisteinas responsables de la formacion del

dedo de zinc, los cuales se substituyen por serinas en BV1 de CIGMCNV.
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C1GMCNV.BV1 05 63
C1GMCNV.CP 01 61
ToLCNDV.CP 01 61
EACMV.CP 01 61
TYLCV.CP 01 61
WiGMV.CP 01 56
CoGMV.CP 01 52

C1GMCNV.BV1 68 -08-RSAFSS-I3 132
C1GMCNV.CP 66 -00-HGNGINHEYGKRE] Gwy 122
ToLCNDV.CP 66 —-00-EGTGLIYHIRYGKRF(J g 122
EACMV.CP 66 -00-1 GPGLHI' GKRF (it SI wl 122
TYLCV.CP 66 -00-I5 GEGIHI' GKRFQ SI I 123
WiGMV.CP 61 —OO—HGNGI IVHIRYGKREQ I 117
CoGMV.CP 57 —OO—IiGNGIHgGKRF S gl 113

Bloque VI 90.4%
) KCIENTSLSTYVF 215

TGGQYASKE 195
HAT\YTGGTYASKE 195
EACMV. CP 139 3O RSr HATWAGGPRGMKE 196
TYLCV.CP 140 I AONINSF HATWT GGPEGMKE 197
WiGMV.CP 134 RI YGK‘TGGQYASNE 190
CoGMV. CP 130 ¥ RAE A SKYTGGQYASNE 186

C1GMCNV.BV1 154
C1GMCNV.CP 139
ToLCNDV.CP 139

C1GMCNV.BV1 223

C1GMCNV.CP 203 HVNiI'i NHV¥YNHQ 00

ToLCNDV.CP 203 ME NEVYYNEo-00
K]

279
257
257

EACMV.CP 204 YULNHHVTYNHQ-00 257
TYLCV.CP 205 FRUINSHVTYNHQ-00 259
WiGMV.CP 198 NNNHVEYNHQ—OO 252
CoGMV.CP 194 'VNNHV“YNHQ—OO 247

Figura 15. Comparacion entre la proteina BV1 de CIGMCNV vy las proteinas CP.

Alineamiento de la proteina BV1 del virus Clerodendrum golden mosaic China virus con las
proteinas CP de begomovirus de los tres linajes primarios, LP Asiatico (Clerodendrum golden
mosaic China virus y Tomato leaf curl New Delhi virus), LP Africano/Legumovirus (East African
cassava mosaic virus y Tomato yellow leaf curl virus) y LP Americano/Corchovirus (Wissadula
golden mosaic virus y Corchorus golden mosaic virus). El alineamiento individual entre la proteina
BV1 de CIGMCNYV (secuencia resaltada en amarillo) y las proteinas CP (v.gr. BV1 de CIGMCNYV vs
CP de ToLCNDV) fue obtenido con BLASTP y ajustado manualmente para maximizar la
correspondencia de los residuos conservados entre las proteinas BV1 y CP. Los residuos idénticos
entre CP y BV1 se muestran en rojo brillante y los residuos similares de acuerdo a la matriz blosum
62 se muestran en rojo obscuro. Los residuos en la secuencia de BV1 resaltados en azul, son los
aa que se conservan en todas las BV1 analizadas. Las cajas indican bloques conservados (= 50%
de la similitud en promedio) entre BV1 de CIGMCNV vy las proteinas CP. Los bloques se
numeraron de manera consecutiva. Los nimeros de acceso y los acronimos se enlistan en la tabla
3.
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Los bloques encontrados no se correlacionan con regiones conservadas de la
proteina BV1, excepto por el bloque VII. La mayoria de los amino&cidos que constituyen
este bloque estan conservados en todas las proteinas BV1 y CP analizadas (residuos
resaltados en azul) (Fig. 15), en especial la region que contiene los aminoacidos
ENALLL Y. Esta region es rica en leucina, requisito necesario para las sefiales de
exportacion nuclear (SEN). El software “NetNES 1.1 Server” que predice SEN revelo
gue la secuencia conservada del bloque VII posiblemente sea una SEN (la Cour et al.

2004).

La existencia de ocho bloques conservados sugiere fuertemente que las
proteinas CP y BV1 son homodlogas, sumado a estos bloques existen caracteristicas
compartidas entre estas proteinas que apoyan esta hipotesis. La principal observacion
es el hecho de que las proteinas CP funcionen como como proteinas lanzadera
(algunas proteinas CP de virus del NM, todas las CP de BGVs monopatrtitas y la CP de
mastrevirus). De hecho, la CP del virus SLCV tiene la capacidad de complementar
mutantes de BV1 (Ingham, et al. 1995). Otra observacién es que los genes y las
proteinas tienen la misma posicion relativa y longitud. La comparacion global de las
proteinas CP y BV1 del virus ACMV muestra que estas proteinas tienen una similitud

del 43% (Kikuno et al. 1984).
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Los promotores de BV1 y CP son homologos

Basados en el resultado anterior, nosotros decidimos comparar las regiones de los
promotores de los genes BV1 y CP con el objetivo de buscar elementos reguladores
compartidos por ambos promotores y verificar si estos promotores son homologos. Los
promotores BV1 de especies de los diferentes LP los comparamos contra la base de
datos de nucledtidos del componente A de geminivirus del NCBI, utilizando la
herramienta para nucleétidos BLASTNn. El mismo andlisis lo realizamos con los
promotores CP, en este caso se compararon los promotores contra la base de datos de
nucleétidos del componente B. La region de los promotores la delimitamos entre el
primer nucleétido del virus (sitio de corte) hasta el ATG de la proteina CP o BV1. El
analisis arrojo numerosos ejemplos de la similitud que existe entre los promotores CP y
BV1. En algunos begomovirus encontramos que el promotor de BV1 tiene una extensa
similitud con el promotor CP, tanto en el arreglo como en el espaciamiento de
secuencias reguladoras. Por ejemplo el promotor BV1 de Bean calico mosaic virus
conserva elementos del promotor CP de los virus Tobacco yellow crinkle virus, Tomato

yellow mottle virus y Pepper golden mosaic virus (Fig.16).
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CLE CAAT- BOX
BCaMW GGgGI'CCC- 06- AATTTGAA- 05- CCAATCA- 20- GATATTT- 02- GACTTG 05- AAGTTGT GG
TbYCrV *GIGGICCC- 11- AATTTGAA- 05- CCAATCA- 20- GATATTa- 02- GACTTG 05- AAGTTGTGG
ToYMOV *GIGGTCCC-17-............ CCAATCA- 20- GATATca- 02- GACTTG 03- AAGTTGTGG

PepGW *GTGGICCC- 04- TATTTGAL - 09- CCAATCA- 20- GATATTT-14-.......... AATGIGG

Figura 16 . Comparacion del promotor de BV1 contra el promotor de CP

La figura muestra el alineamiento entre el promotor BV1 de Bean calico mosaic virus (resaltado en
amarillo) en contra de los promotores CP de tres especies de virus americanos. En esta
comparacion se identificaron elementos tardios conservados (CLE) y cajas CAAT. * elemento
regulatorio en la cadena negativa. Los niimeros de acceso y acrénimos se encuentran en la tabla
3.

El ejemplo mas claro que ilustra la similitud entre los promotores CP y BV1 es la
comparacion del promotor CP de ToMiMV. Este promotor es similar a los promotores
BV1 de especies aisladas en Sur-América (ToMiMV:EU710753, SiMiMV:HM545834,
SiMBoV:HM585442 y OkMoV:EU914818). En particular el andlisis mostré6 que el
promotor completo de CP del virus TOMiMV se encuentra embebido en el promotor de
BV1 SiMBoV, y que estos son 69 % idénticos. En estos promotores nosotros
identificamos ocho bloques compartidos, los cuales se encuentran distribuidos a lo largo
del alineamiento (Fig. 17). Dentro de los bloques localizamos elementos reguladores
gue se conservan en secuencia y en el arreglo modular. La identidad de los elementos
reguladores conservados se obtuvo de una busqueda realizada en la base de datos
PlantCARE (Thijs et al. 2002), entre los elementos identificados se encuentran cajas G,

cajas CAAT y cajas W, entre otras (Fig. 17).
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Adicionalmente se ha reportado que el promotor BV1 de Euphorbia mosiac virus-
Jalisco es semejante al promotor CP del virus Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus
(Gregorio-Jorge et al. 2010). Sumado a la similitud en la estructura de estos
promotores, se ha reportado que ambos son de expresion tardia, requieren de la
transactivacion de la proteina TrAP y conservan el elemento CLE (blanco de TrAP)
(Sunter & Bisaro 1992; Ruiz-Medrano et al. 1999; Arguello-Astorga et al. 1994).
Tomando en cuenta la similitud en secuencia que existe entre las regiones no
codificantes rio arriba de los genes CP y BV1 que analizamos, y las propiedades que
comparten ambos promotores, nosotros sugerimos que el promotorBV1 posiblemente

se derivo evolutivamente de un promotor CP de begomovirus.
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Promotor CP de ToMiMV
Promotor BV1 de SiMBoV

Figura 17. Comparacion de la secuencia de los promotores de los genes BV1y CP
El alineamiento entre el promotor CP de Tomato middle mosaic virus (ToMiMV), mostrado en letras
azules, [GenBank: EU710752] y el promotor BV1 de Sida Mosaic Bolivia virus (SiMBoV) [GenBank:
HM585442], mostrado en letras negras, fue realizado con BLASTn y ajustado manualmente para
maximizar las correspondencias. Las cajas indican las ocho regiones con alta identidad las cuales
fueron numeradas consecutivamente. Los potenciales elementos reguladores estan subrayados en
rojo: 1) GC-Motif (GCCGCGCQG); 2) G-Box of (ACGTGGC); 3) Gtl-motif (GGTTAA); 4) elemento de
respuesta a etileno (AATTCAAA); 5) CAAT-Box (CCAATCA); 6) W-Box (TTGACC).

54

58

125

139

181

203

260

295

Péagina | 70



Origen del Gen BV1

La existencia de ocho bloques conservados a lo largo del alineamiento entre proteinas
CP y BV1 de CIGMCNYV, las caracteristicas compartidas entre estas proteinas y las
similitudes en estructura y propiedades que existen entre los promotores BV1 y CP
sugieren que el gen de BV1 es homdlogo y se originé a partir del gen CP. Se ha
observado que los trascritos de BV1 y de CP tienen el mismo tamafio aproximado, y en
ambos casos el inicio de la transcripcion se encuentra a 30 nts de la caja TATA (G.
Sunter & Bisaro 1989). El conjunto de datos presentados aqui nos permiten concluir de

manera inequivoca que los genes CP y BV1 son homdélogos.

La proteina BC1 se origin6 de los genes sobrepuesto s AC1, AC2y AC3

Las proteinas del movimiento de begomovirus (BC1) poseen las mismas caracteristicas
de la familia de proteinas del movimiento (MP) de los virus de RNA, son capaces de
unirse al DNA (Rojas et al. 1998), interacciona con los plasmodesmos (Lazarowitz &
Beachy 1999), y virus como Squash leaf curl virus y se asocian con tabulos del reticulo
endoplasmico (Ward et al. 1997). Las caracteristicas compartidas de las proteinas de la
familia MP y BC1 sugieren que estan relacionadas de alguna manera, por los que
decidimos buscar los homélogos de BC1 entre las proteinas MP. La busqueda de los
homologos de BC1 la realizamos usando la herramienta BLASTP, las proteinas BC1
que utilizamos pertenecen a virus de los tres LP. El analisis de BLASTP lo dirigimos
contra las proteinas MP de la base de datos del NCBI y excluimos las proteinas BCL1.
Este andlisis mostré que las proteinas BC1 tienen una region de 45aa entre los

aminoacido 48 al 95 que tiene una similitud del 57-64% con una region de aminoacidos
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de las MP de virus de RNA que infectan plantas, en particular con las proteinas MP de
Tobamovirus (Fig. 18), se sabe que esta region es la mas conservada entre las
proteinas del movimiento de la superfamilia de 30kda y es usada para identifiacar las
proteinas que pertenecen a esta familia (Mushegian & Koonin 1993). Dentro de esta
region encontramos un bloque conservado de cuatro aminoacidos idénticos
consecutivos (DKRM o DTRM) entre algunas proteinas MP y BC1, el bloque contiene el
motivo conservado de la familia de proteinas MP (DXR) el cual se cree es importante
para la funcion de la proteina (Informacion consultada en junio del 2012 en la base de
datos PFAM versién 26.0). (Fig. 18). El resultado anterior podria indicarnos que la
proteina BC1 tiene su origen en las proteinas MP. Sin embargo, la region de similitud
sélo representa el 15% de la longitud de BC1. Como esta region no cubre toda la
proteina BC1 nosotros decidimos repetir el analisis de BLASTP y PSI BLAST, ahora
dirigiendo la busqueda contra las proteinas del componente A que ocupan la misma

posicion en el genoma en el sentido complementario (AC1, AC2 y AC3).
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Figura 18 . Comparacion entre proteinas BC1 y proteinas MP de Tobamovirus.
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La busqueda se realiz6 con la herramienta PSI-BLAST vy el alineamiento entre las proteinas BC1
de virus de los tres LPs y las proteinas MP de los Tobamovirus se realizé de forma manual. Los
aminoacidos idénticos o similares estan resaltados en color amarillo, los amino&cidos resaltados
en morado indican un segundo aminoacido conservado en una misma posicion del alineamiento.
Los residuos idénticos estan en negritas y los similares (Blosum 62) se presentan en letras
normales. Las cajas resaltan el bloque conservado de cuatro aminoacidos continuos conservados.
Los residuos en color rojo, son los aminoacidos que conforman el motivo DXR caracteristico de las

Analisis comparativo entre AC3 y la C-terminal de BC1

Las primeras comparaciones que realizamos entre las proteinas codificadas en el

sentido complementario del ADN-A y BC1 arrojaron que la regién C-terminal de BC1

tiene bloques conservados con proteinas AC3 de begomovirus de los tres LPs. Este

resultado preliminar nos condujo a realizar comparaciones de forma dirigida entre la

region C-terminal de BC1 y las proteinas AC3. Esta estrategia nos permiti6 encontrar

cinco motivos conservados entre la proteina AC3 y la region C-terminal de BC1 (Fig.

19). Los cinco motivos estan distribuidos en toda la proteina AC3 y entre los

aminoacidos 150 hasta el final de la proteina BC1.
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El motivo | esté presente en las proteinas AC3 y BC1 de los tres LPs, este motivo
tiene una longitud de 34 aa. En AC3 el motivo se extiende entre los aminoacidos 1-34 y
en BC1 desde el aminoacido 150 hasta el 183. A lo largo del motivo de 34 aa
encontramos que en 18 posiciones del alineamiento existen residuos idénticos entre
BC1 y AC3 (Las posiciones con residuos idénticos entre alguna proteina de BC1 y
alguna proteina AC3 estan resaltadas en amarillo y la letra en negritas). Dentro de este
motivo encontramos un bloque de cinco aminoacidos (WTVPN) de los cuales cuatro
son idénticos entre los bloques de la proteina BC1 de PepYLCIV y las proteinas AC3 de
MChMV vy JaYMIV (Fig. 19a). Los bloques estan formados por cuatro o mas
aminoacidos idénticos consecutivos, dentro de este blogue es permitido un aminoacido

similar

El motivo Il se encuentra entre los aminoacidos 27 y 42 de las proteinas AC3 de
virus africanos y en BC1 entre los aminoacidos 184 y 199 de virus africanos y asiaticos.
Este motivo tiene una longitud de 16 aminoé&cidos, en 10 posiciones del alineamiento
existen residuos idénticos. Es interesante resaltar que en la proteina AC3 del virus
TYLCV, el bloque de siete aminoacidos continuos TAHSQRP es idéntico al bloque

presente en la proteina BC1 de los virus EACMZV y EACMCYV (Fig. 19b).

El motivo Il conformado de proteinas AC3 de los tres LPs y proteinas BC1 de
virus americanos tiene una longitud de 32 aminoacidos, el motivo presenta 15
posiciones de residuos idénticos entre las proteinas comparadas. Dentro de este motivo

existen dos bloques, uno compartido entre la proteina AC3 del virus asiatico EmYVV y
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cuatro virus americanos (IEIR) y el otro bloque compartido (ALGM) entre las proteinas

BC1 de tres virus americano y las proteinas AC3 (Fig. 19c).

El motivo IV es interesante puesto que esta presente en las proteinas AC3 y BC1
de los tres LPs. Este motivo es pequefio (16 aa) pero muy conservado (11 posiciones
con residuos idénticos) y dentro de este se encuentra un bloque de cinco residuos,
todos ellos son idénticos si comparamos la proteina BC1 de CICrV y las proteinas AC3

de los tres LPs (Fig. 19D).

El motivo V se encuentra en la region C-terminal de las dos proteinas. En AC3,
el motivo llega hasta al final de la proteina y en BC1 el final del motivo se encuentra a
seis aminoacidos del final de la proteina BC1. Dentro del motivo se encuentra un bloque
de cuatro aminoacidos (IETT) presente en la proteina AC3 del virus TYLCGuV y en la

proteina BC1 de los virus del LP Africanos/Legumovirus (Fig. 19e).
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Motivo |- AC3/BC1

Motivo Il - AC3/BC1

AC3 AC3
MChiwW 1 NDSRTGES| TVYQAENSVFI [MVPNPLFFKI YHV 34 HYVMV 27 LYFKI TNHAQRPFNWN 42
BCaW 1 VDSRTGEFI TAAQAENSVFI VEVPNPLYFKI YTI 34 TYLCCNV 27 LYFKI TKHQQRPFLRN 42
HLCr Vv 1 MDSRTGEI | TAHQAENGVLI WII NNPLFFKTQGE 34 TYLVGUV 27 LYFKI TQHLERPFLRN 42
MYM V 1 MDFRTGES| TAAQLRSGVYTVEVPNPLSFKI MHH 34 Wrcsv 27 LYFTI TDHNQRPFLCQ 42
TYLCCNV 1 MDSRTGELLTAAGQSENGVY! WIVKNPLYFKI TKH 34 ACW 27 LYFTI TRHQQRPFLLN 42
JaYM V 1 MDSRTGEPI TAARFNNGVFI[WIVPNPLYFRVPVH 34 TYLCV 27 LYFKI[TAHSQRPFLMN 42
BCl BC1

PYMW 150 FRAPTVKI LSKQFTENDVDFSHVDYGKWERKPI R 183 EACMZV 184 LNPTHTAHSQRH THR 199
CULCrV 150 FRAPTVKLLSKQFCEKDVDFWHVGYGKVERRLVE 183 EACMCV 184 LNPTHTAHSQRA ANR 199
MYM/ 153 FKPPTI NI LSKDYNENCVDFWSVEKPKPI RRLLN 186 SACW 184 LNPTPTARSQQPI THR 199
WICSV 151 FKAPTI KI LTKGYKEDCI DFWSVERGETRRRLLN 184 MYMY 190 NQGPYTI NSQRPI MLL 205
PepYLCI V 154 FKSPKI EI LSKAFNMINI DfWTVPHSQUSRKPV@ 187 O GMCNV 187 LRSA- SARFQRPTI GP 201
| oW 154 FRSPKI El LSKAFTERDI DFWSVGRKAQQRKLV@ 187

Motivo 11l - AC3/BC1 Motivo IV - AC3/BC1

AC3 AC3

EACMCV 46 | DVQ RFNYNLRYALGYHKCFLNFRI WIRLHP 77 BCaW 89 LVLLYLDRI GWG NN 104
AsAV 46 | KI QURFNHNLR{ALGIHRCLLTFQAWTSLRP 77 TosLcv 89 LVLLUYLDRLGVI O NN 104
PHYW 45 FH QURANHNVRTALGIHKAYFNFQUWITLTT 76 TLCNaV 89 HVLKYLDREQVI SINN 104
RAMSI NV 45 YHI BVRFNHNLRAALGHKAYFNFQUWI TEMVR - 76 ToLczv 89 BVLKYLDRLGVI SI NN 104
c Gwv 46 | Q QVRFNHNLRKELG HKCFLNLKI YTALHP 77 ToLCANV 89 H\/LSI NS 104
EmvwW 46 QFNYNLRYALG HKCFLTFQ WIHLQP 77 acwv 89 @vi KYLDRLGVI SI NN 104
BhYVM/ 46 | TLRI HFNYNLR{ALGHKCFLTFRI WTALHP 77

BCl BC1

RIM W 200 | ELRPGESWASRSTVGLNQADTESELENALHP 231 O LGV 230 HPYRHLDRLGTPILDP 245
SiMBov 200 | ELAPGESWAVRIAI GIINQSDAESDI ENAIHP 231 TGW 230 HPYKHLNRLGTTI LDP 245
cdTV 200 [ EIKPGESWASRSALGTGQSDADSEVENELHP 231 MYMV 243 YPLRHLHKLPEASLNP 258
EuMeV 200 | El NPGESWATRYAI GJGHTNAGSDTTDALHP 231 EACMZV 252 YPYQRLHRLNTPELDP 267
TOYSV 200 | TI BPGETWASRSTLG GQSSTESEVENABHP 231 TOLCNDV 227 [RPYKHLNGLDDSAI DP 242
MeChW 200 | DLRPGESWASRSTLGPAQS! TESDDAEELHP 231 | oW 230 RPYSQLNRLNPDALDP 245
ToChLDV 200 | EI BPGESWAARSAVG [GPSDADSETENE! HP 231 O GVCNV 219 YPYRALNRLDPASLDP 234
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Motivo V - AC3/BC1

AC3
TYLCV 111 HVLYDVLENTI VTETHDI KYRFY* 134
ALCCV 111 HVLYNVLEGTTRVLEGHEI KFNI Y* 134
BCLMIV 110 YVLYDVLKTTVECEFTYNI QVELY* 133
PaLCrV 111 HVLYDVLEGTI [§Vi EDHDI KFNI Y* 134
SLCCNV 113 HVLDNVLENTI DWWTYDVKLNI Y* 136
TYLCGUV 111 HVLYDVLE: SSI I KFNLY* 134
BCL

Kuw 269 PVTRADI ESI [ ETT} NRCLVTERS- 6-* 292
MMV 269 AVBKREI EDI SKCLI SERS- 6-* 292
EACMCV 278 TVSRKDLESLLETT) NRCLI KTQC-6-* 301
TOLCNDV 251 SI TRDDI ADI | KKTVEQCI KSNVN- 7- * 274
GoM LCV 244 YI TREELNNI | SKTVDMCLNTSMY: 7- % 267
CLOrV 262 TLSLAQUNELVKTTV@ECI NTNCV- 8-* 285
SiGVFV 262 TMBLGQLNELVRTTVBECI NNNCQ 8- * 285
CoGW 262 TLSRAQLQELVESTVDLCI NRNCT-7-* 285

Figura 19 . Comparacion de la proteina AC3 con la regién C-terminal de BC1.

Las comparaciones entre las proteinas BC1 y AC3 fueron obtenidas usando la herramienta PSI-
BLAST y se ajustaron manualmente para maximizar las correspondencias. Los residuos entre BC1
y AC3 que son idénticos (negritas) y los similares (normales) son resaltados en colores.
Generalmente el color usado para resaltar es el amarillo, si en una misma posicion del
alineamiento existen otros aminoacidos idénticos y/o similares se usan otros colores como el
morado en segunda instancia y el azul en tercera instancia. Las cajas indican blogues conservados
dentro de los motivos. Cuatro 0 mas aminoacidos idénticos y consecutivos forman un bloque,
dentro de este bloque es permitido un aminoacido similar. Los cinco motivos se enumeraron
consecutivamente a partir del N-terminal de la proteina AC3, y son presentado en los paneles del A
al E. Los acrénimos de los nombres de los virus estan coloreados de acuerdo al LP que
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Al mapear los cinco motivos conservados entre la proteina AC3 y el C-terminal
de BC1 encontramos que las distancias entre un motivo y otro en la proteina AC3 son
similares a las distancias entre un motivo y otro de la region C-terminal de BC1 (Fig.
20a). El hecho de que los motivos estén conservados entre las dos proteinas y que los
arreglos de los motivos sean similares nos indica que posiblemente la region C-terminal
de BC1 esta relacionada con AC3. El conjunto de datos presentados nos permitieron
formular una hipotesis sobre el origen del gen BC1, nosotros creemos, como lo
muestran los datos, que la region AC3 di6 origen a la regién C-terminal de BC1 (del
aminoéacido 150 al final de la proteina). Si consideramos que los aminoacidos finales de
las dos proteinas son homadlogos y que las proteinas BC1 tienen un tamafo entre 290-
300 aa, entonces suponemos que la region que di6 origen a la proteina BC1 completa
es la region del componente A gque se extiende desde el codon de paro del gen AC3 'y

885pb (295aa) rio arriba de este coddn (Fig. 20B y Fig. 26).
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Figura 20. Mapeo de los motivos compartidos entre AC3 y BC1 e hipétesis del origen de BC1.

En el panel A se muestran los motivos encontrados mediante las comparaciones con PSI-BLAST, estos
son similares en secuencia y en el arreglo modular. El panel B ilustra la hip6tesis sobre la region del
componente A que dio origen al ORF de BC1.

Andlisis comparativo entre AC2 y BC1

Suponiendo que la hipotesis sobre el origen de la proteina BC1 es cierta, nosotros
decidimos realizar comparaciones entre las proteinas AC2 con la region central de BC1
y comparamos las proteinas AC1 con la region N-terminal de BC1. La figura 26 muestra

gué regiones del ADN-A dieron origen a BC1.

La estrategia de comparar las proteinas AC2 en contra de la region central de la
proteina BC1 nos permitié encontrar dos motivos que conservan la secuencia (Fig. 21
panel A y B) y la distancia entre ellos (Fig. 21 panel C). El primer motivo (Motivo | —

AC2/BC1) tienen una longitud de 30 aminoacidos, en el alineamiento de este motivo
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existen 16 posiciones que presentan residuos idénticos entre AC2 y BC1. Dentro de
este motivo encontramos dos bloques (definidos con los mismos criterios que en las
comparaciones de AC3 y BC1), los dos blogues estan presentes en la proteina AC2 de
HLCV-Pak y en BC1 del virus RhGMV (Figura 21A). El segundo motivo (Motivo Il —
AC2/BC1), encontrado de la comparacion entre AC2 y BC1 tiene una longitud de 15
residuos de los cuales nueve posiciones del alineamiento tienen aminoacidos idénticos,
este motivo no presenta blogques de cuatro aminoacidos continuos (Figura 21B).
Cuando mapeamos los motivos encontrados en sus respectivas proteinas encontramos
que la distancia entre ellos es conservada, en el caso de la proteina AC2 del virus
EACMZV los motivos estan separados por 71 aa y en la proteina BC1 del mismo virus

la distancia es de 73 aa (Fig. 21C).

Al observar la posicion de los bloques mapeados nos percatamos de que el
motivo Il de la comparacion entre AC3 y BC1 (Motivo Ill — AC3/BC1) se encuentra
sobrepuesto con el motivo Il de AC2 (Motivo Il — AC2/BC1) (ver Figs. 19C y 21B), por lo
que decidimos comparar el motivo de AC2 con el motivo de AC3 (“Motivo Il — AC2/BC1”
vs Motivo IlIl — AC3/BC1). Esta comparacion nos mostré que los motivos de AC2 y AC3
(Motivo Il —= AC2/BC1” y Motivo Il = AC3/BC1) dieron origen a la una misma region de la
proteina BC1 (Fig. 22). Con los aminoacidos que constituyen esta region en AC2 y AC3
es posible reconstruir la regidn de la proteina BC1 que correlaciona con estos motivos
de acuerdo a la hipotesis del origen de BC1 (Fig. 22A). La posicion de los motivos en
cada una de las proteinas es presentada en el panel B de la figura 22. Este resultado
por si solo demuestra que la regién de los motivos 1l y Il de AC2/BC1 y AC3/BC1,

respectivamente, dié origen a la region 198-208 de la proteina BC1 y si a este resultado
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le sumamos el hecho de que los dos motivos de AC2/BC1 se conservan en secuencia y
en distancia entonces es muy probable que la region en el componente A que codifica
la proteina AC2 di6 origen a la regién central de la proteina BC1l. De hecho si
representamos los cinco motivos AC3/BC1 y los dos motivos AC2/AC3 en un mismo
esquema, observariamos que las distancias entre estos siete motivos es similar en el
componente A y en el componente B, lo que sugiere fuerte mente que la region central

y el C-terminal de la proteina BC1 se origin6 de los genes sobrepuestos AC2/ACS3.

Analisis comparativo entre AC1 y la region N-termin al deBC1

Hasta este punto de la comparacién entre BC1l y las proteinas sobrepuestas del
componente A (AC1, AC2 y AC3) hemos encontrado y concluido que los genes AC2 y
AC3 dieron origen a gran parte de la proteina BC1. Para completar este andlisis falta
realizamos las comparaciones entre las proteinas AC1 en contra de la regién N-terminal
de la proteina BC1. El andlisis comparativo de las proteinas BC1 en contra de las
proteinas AC1 mostré que existe un motivo compartido por estas dos proteinas. El
motivo esté presente en las proteinas AC1 de los virus de los tres LP y fue encontrado
en las proteinas BC1 de los virus africanos. Este motivo tiene una longitud de 26
aminoacidos, en donde 14 posiciones del alineamiento tienen aminoacidos idénticos.
Dentro del motivo, encontramos un bloque de cinco aminoacidos contiguos que esta
presente en las proteinas AC1 de los virus americanos SIMMV y DelLDV, y en la

proteina BC1 del virus EACMV (Figura 23).
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A B

Motivo | - AC2/BCA Motivo Il - AC2/BC1

AC2 AC2

RaMV 1 MONSSESPKRSTEVPIKVQHKIAKKAIRRR 31 ChaMV 98 SNPVQPQPPESIGDS 112
HLCV-Pak 1 MHESSPFKDHCTPVPIKVQHREAK-RHRER] 31 ACMYV 98 PGSIQSQPEEGAGDS 112
AYVSLV 1 MRPSSPSKSHSTJVPIKVOHRLAKKSNRRR 31 CPGMV 98 STPVQPQPQESNGDS 112
MYMIV 1 MRNSTPSKNHCSPPSIKVQHRVAEKKAIRR 31 ICMv 98 PDTVQPQPEESVGTT 112
TYLCMdV 1 MRPSSPSTSHCSEVPIKVQHRIAKKRTIRR 31 StLcv 97 PSPIQLQPEESVGDT 111
EACMV 1 MPPSSPCTSHCSPVPIKVQHRTAKTRALRR 31 TbLCKoV 98 TNTIQPQPQESTGDT 112
Co¥YVV 1 M-5-TPSTSPSRSLSTAPSIKPRHRHAKKVVRRR. 35 SLcv 95 TNPVQPQPEESTKSS 109
PHYVV 1 M-5-TPSTSPSKKLSSPPAIKLRHRFAKRQTRRR 35 CoYVV 100 PDPVQPQLAEASSSS 114
RhGMHV 1 M-5-TPSSSPLKNLSSPPQIKPRHRYAKKQVRRR 35 ClyMmv 93 PDPVQPQPEESVGSP 107
Bc1 BC1

RhGMV-Sb 102 HYFSSPFFSLKDPIPWKLYYRVSDTNVEQR] 131 SiMBoV 197 PGPIEIRPGESWAAR 211
BCaMV 102 HYFSSEFFSLKDPIPVKLYYKVTDSNTHCR] 131 REMiMV 197 BCEEEERECESWESR 211
CoGMY 102 HYFSABFFSLKDPIPWKLYYRVSDTNVEQG 131 cLczv 197 ECEEHEEEGESWEIR 211
EACMZV 100 HYFSSYFSLSEPSPWKILYRVEDSNVIEG 129 Ay, 198 YRENTHQECEIVERK 212
RhYMV 101 HYFSSEFFSLKDETPWELVYKVEDSNVIDG 130 EACMzV 198 HRPITILEGETWATK 212
MYMIV 101 HYFSSEFFSLKDDTPWEIVYRVEDSNVIDG 130 RhYMV 220 NRPILLQPGETWATK 234
TLYCKaV 98 HYYSSEYFSPKDPNPWRVLYRVDDTNVVNG 127

JaCMV 98 HYYSSEFFSMKDVNPWRVFYRVVDTNVVNG 127

PepLCIV 98 HYYSSEYFSPKDPNPWKVLYRVDDTNVVNG 127

C Posicién de los motivos | y Il AC2/BC1 en la proteina BC1 de EACMZV

Motivo |
100 HYFSSTYFSISEPSPWKILYRVEDSNVIEGVKFASIKAKLRLSSAKHSTDIRFKPPTINILSKGYTKDCIDFWSVEKGET
RRRLLNPTPTAHSQRPITHRPITILPGETWATKSQIGLPSSSGPARLEHFRSQSMRM 236
Motivo Il

Distancia= 71 aa

Posiciéon de los motivos | y Il AC2/BC1 en la proteina AC2 de EACMZV
Motivo |
1 MPPSSPSTSHCSLVPIKVQHRTAKTRAVRRRRVDLECGCSFYLHIDCINHGFSHRGTHHCASSQEWRFYLGNNKSPLFRN
HQPRQEAREHEPRHHHTPDTVQPQPEEGAGDSQMFSQLQGLDDLTASDWSFLKSI 135
Motivo Il

Distancia= 73 aa

Figura 21 . Comparacion de la proteina AC2 con la regién central de BC1

Las comparaciones entre las proteinas BC1 y AC2 se realizaron con PSI-BLAST y se ajustaron los
alineamientos manualmente. El panel A muestra el motivo | y el panel B el motivo Il. Los residuos
entre BC1 y AC2 idénticos (negritas) y los similares (normales) son resaltados en color amarillo. El
color morado se usa para resaltar los aminoacidos idénticos o similares que se encuentran en una
misma posicién del alineamiento donde existen otros aminoacidos idénticos o similares. Las cajas
indican bloques conservados dentro del motivo. El panel C muestra las distancias entre los motivos
en cada una de las proteinas, el color amarillo indica la posicion de los dos motivos. Los acrénimos
son del color de cada LP que representan. Los hombres de los virus y los nimeros de acceso de
las proteinas utilizadas estén listados en la tabla 3.
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Motivo Il - AC2/BC1 sobrepuesto al Motivo Ill - AC3/BC1
AC2
EmYVV.AC2 99 DPIQLQPEESI 109

TYLCCNV.AC2 98 lPIQI.QPEESV 108

BC1

RhMiMV.BC1l 198 IPIELRPGESW 208
CaLCuV.BC1l 198 IPIELQPGDSW 208

AC3
ClGMJV.AC3 44 DIIQIQVRFNH 54

EmYVV.AC3 44 DEIEIRIQFNY 54

B
i i BC1 B
] |
I Motivo Il - AC2/BC1 |
|

() AC2 ]
| AC1/Rep Hacs B

Motivo Ill - AC3/BC1

Figura 22 . Alineamiento de los Motivos Il — AC2/BC1y Motivos Il — AC3/BC1.
El panel A muestra el alineamiento de los motivos de Il — AC2/BCL1 con el motivo Il — AC3/BC1. La

basqueda de los mejores ejemplos que muestran la conservacién de los motivos fue realizada con
BLASTP. Los aminodcido idénticos (negritas) o similares (normales) estan resaltados en amarillo,
en la posicion 1 del alineamiento existe otro residuo idéntico (G) y se marc6 en color morado, los
nameros de acceso, los nombres y los acronimos de los virus utilizados se enlistan en la tabla 3. El
panel B ilustra la localizacion de los motivos (cuadros amarillos) alineados, los cuales estan
sobrepuestos.
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Motivo | - AC1/BC1

AC1

SiMMV 239 LDFNSKVYSDQVEYNVIDDVAPHYLK 264
DeLDV 243 LDFNNRVYSNEVEYNVIPDVAPDYLK 268
MYMV 244 LDLNNKIYSNDAWYNVIDDVDPHYLK 269
EACMCV 244 LDLSPKIYSNDAWYNVIDDVGPHYLK 269
TYLCV 244 LDLSPKVYSNDAWYNVIDDVDPHYLK 269
ClGMV 244 LDLNPKVYSNDAWYNVIDDVDPHYLK 269
TLCPV 250 LDLNPRVYSNDALYNVIDDVDPHYLK 275
BC1

EACMV 07 VTDNNYINSKRTEYALTNDVAB[INLO 32
SACMV 07 VTDNNYINSKRTEYALTNDAAPINLQ 32
EACMCV 07 VTDNNYIHSKRTEYALTNDAAPIHLQ 32
CMMaV 07 VDNNRYIDTKRTEYALTNDASPIYLQ 32

Figura 23 . Comparacion de la proteina AC1 con la regién N-terminal de BC1.
El andlisis se realizé con PSI-BLAST y se ajusto manualmente para maximizar las coincidencias.
Los residuos entre BC1 y AC1 idénticos (negritas) y los similares (normales) son resaltados en
amarillo. La caja indica un bloque conservado dentro del motivo. Los acrénimos son del color de
cada LP que representan. Los nombres de los virus y los niumeros de acceso de las proteinas

utilizadas estan listados en la tabla 3.

Conclusién, origen de la proteina BC1

El andlisis comparativo que realizamos entre las proteinas BC1 y las proteinas

codificadas por los genes complementarios del ADN-A (AC1, AC2 y AC3) nos permitio

concluir que los genes sobrepuestos AC1, AC2 y AC3 dieron origen a la proteina BC1.

El andlisis comparativo entre BC1 y AC3 mostrO que con los diferentes motivos

compartidos entre las proteinas AC3 diferentes virus se puede reconstruir la region C-

terminal de la proteina AC3, debido a que comparten cinco motivos conservados entre

ellas (Fig. 19). Estos cinco motivos no se encuentran en una proteina AC3 de un virus

en particular o en una misma regién C-terminal de BC1 de un virus en particular, lo que
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dificulté el analisis. Sin embargo los cinco motivos encontrados conservan su arreglo
modular y distancia entre cada modulo, lo que sugiere que estan relacionadas (Fig.
20A). Estos datos nos permiten postular la hipotesis del origen de BC1, en donde
planteamos que AC3 dié origen a la regién C-terminal de BC1l (aa 150-295) y
probablemente, la regién que codifica al gen AC2 y la region C-terminal de AC1 dieron
origen al resto de la proteina (Figs. 20B y 26). El planteamiento de esta hipotesis nos
condujo a comparar la regién central y N-terminal de BC1 en contra de las proteinas
AC2 y el C-terminal de AC1, respectivamente. Esta estrategia nos permitié encontrar
dos motivos entre AC2 y BC1 y un motivo entre AC1 y BC1. En total fueron ocho los
motivos encontrados entre BC1 y las proteinas del ADN-A (AC1, AC2 y AC3). Al
mapear los motivos en las proteinas BC1 y en las proteinas del componente A
observamos que ademés de la secuencia, estos motivos conservan la distancia entre
motivos aun que estos se encuentren en diferentes proteinas, como se puede observa
en la figura 24. Las distancias entre los motivos mapeados en la proteina BC1 del virus
EACMV vy la proteina quimera del ADN-A de EACMYV son similares, v.gr la distancia del
Motivo | — AC1/BC1 al Motivo | — AC2/BC1 es de 67 aa en BC1 y de 61 aa en la
quimera. La proteina quimera del ADN-A del virus EACMV es la union de las proteinas
AC1, AC2 y AC3 en una misma secuencia de aminoacidos. La secuencia inicia con la
proteina AC1 y en la region que inicia el sobrepuesto con AC2 se substituyeron los
aminoacidos de AC1 por los de AC2 y en la region en el que se sobreponen AC2 y AC3
los aminoacidos de AC2 se substituyeron por los de AC3 (Figura 24). La conservacion
en secuencia y la distribucion de los ocho motivos apoyan nuestra hipotesis sobre el

origen de BC1.
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EACMV BC1

Motivil — AC1/BC1 Distancia 67 aa
MDNQF TV DN NS KRTENARTNDARPENEQ F PS SFEQATMRLKGRCMKIDHI I IEYRNQVPEFN

Motivi | — AC2/BC1
ATGSVIVEIRDNRVSLEDAAQAAFTFPIACNVD

Distancia 22 aa Motivi | — AC3/BC1 Distancia 15 aa
KFASTKAKLRLSLAKHSTDIRFKPPTINILSKGYTKDCIDFWSVEKGETRRRLLNPTPTAHSQRP

Motivi lll - AC3/BCA1
ITHRPITILPGETWATKSQIGLPSSSGPARLEHFRSQSMRMDPSTTPTDLDNESTEYPYQRLHRL

HTPELDPGDSVSQTPSDSVSRKDLETLLE STINKCLIKIKSEAPRPL

Proteina quimera del ADN A de EACMV

Motivi | - AC1/BC1 Distancia 61 aa
HNYLCGHED RS PRV S N A NV I DDVD BHYEK HE KE FMGAQRDWOSNTKYGKPIQIKGGIPTIE

Motivi | — AC2/BC1

Distancia 20 aa Motivi | — AC3/BC1 Distancia 15 aa
CGCSFYLHIDCINHMDSRTGELITAPQARNGVFTWDITNPLYFE ITDHDKRPGNMNHDIITLQIR

Motivi Illl - AC3/BC1
FNHNLRKALGIHKCFLNFKIWTTLRPQTGRFLRVFRYQVLKYLDMIGVISINTVLQAVDHVVYDV

Figura 24 . Localizacion de los motivos presentes en BC1 y en las proteinas del ADN-A.

Cuatro de los ochos motivos encontrados se mapearon en la proteina BC1 de EACMV y en la
proteina quimera de las proteinas del ADN-A. ElI motivo encontrado en la proteina AC1 y BC1
estan resaltados en morado y el motivo encontrado entre AC2 y BC1 esta resaltado en verde, y los
dos motivos resaltados en amarillo son los encontrados en las proteinas AC3 y BC1. En la proteina
guimera de EACMV los aminoacidos subrayados con puntos son los residuos correspondientes a
AC1 (237- 330 aa), los subrayados con una linea son los residuos de AC2 (1-50) y los subrayados
con linea discontinuas son los de AC3.

Al mapear los motivos en la proteina BC1 nos dimos cuenta que en la region
entre los aminoacidos 50 al 94 de la proteina BC1 no existen motivos conservados con
las proteinas del componente A. Esta region se encuentra entre el Motivo | - AC1/BCly
el Motivo | — AC2/BC1 la cual tiene una longitud de 67 aa. Esta distancia es la de mayor

namero de aminoacidos que separan los diferentes motivos (Fig. 24). Es importante
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resaltar que encontramos en esta region de la proteina BC1 un motivo conservado con
las proteinas MP de los Tobamovirus (Fig. 18). Este motivo compartido entre BC1 y las
MP de Tobamovirus es la regibn mas conservada entre las proteinas del movimiento de
la superfamilia de 30kDa y es usada para su clasificacion (Mushegian & Koonin 1993).
Este hallazgo nos sugiere que posiblemente la proteina BC1 se origind de forma
modular, en esta situacion la proteina originada por los genes AC1, AC2 y AC3 acept6
mediante recombinacion el modulo caracteristico de las proteinas del movimiento el
cual le confiri6 a la nueva proteina la funciébn del movimiento. Es reconocido que
muchas proteinas son modulares, o que permite la sub-funcionalizacion de las mismas,
los modulos que tienen alguna funcion dentro de las proteinas son unidades discretas
llamadas dominios. Los dominios son casetes de ~35 a 250 aa que tipicamente retienen
su estructura y propiedades bioquimicas cuando son expresados de forma aislada
(Ponting & R. R. Russell 2002). Se ha mostrado que la recombinacién entre dominios
confiere nuevas funciones a la proteina que lo recibe (Peisajovich et al. 2010; Apic &
Russell 2010), y esta recombinacion de dominios sucede en patrones que se
correlacionan con innovaciones evolutivas de las proteinas (Jin et al. 2009).

Probablemente este escenario es aplicable al origen de la proteina BC1.

Al integrar todos los datos obtenidos de las comparaciones realizadas con BC1l y
las proteinas complementarias del componente A es evidente que la region del ADN-A
que codifica las proteinas AC1, AC2 y AC3 dio origen a la proteina BC1. Posiblemente
esta region del ADN-A sufri6 mutaciones, inserciones y/o deleciones de nucleétidos que
propiciaron que el sobrepuesto de los genes se perdiera y por ende la codificacion de

cada una de las proteinas. Este material genético que antes codificaba para las
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proteinas AC1, AC2 y AC3 posiblemente presentdé cambios progresivos, como
mutaciones, que propiciaron la aparicion de una nueva proteina. Esta nueva proteina
quizas tenia una funcion distinta al movimiento hasta que, por recombinacion, el
dominio de 30 kDa de las proteinas MP de la superfamilia de MP fue transferido a la

nueva proteina.

El promotor de BC1 se origin6 del gen AC1

Basados en el resultado anterior, el cual indica que el gen BC1 se derivo del material
genético del componente A, decidimos comparar la region del promotor BC1 contra la
region del ADN-A que correlacione en posicion con el promotor de BC1 en busca de
zonas conservadas. Delimitamos el promotor BC1 entre el coddn de inicio de la
traduccion y la RC de especies de los diferentes LPs y los comparamos contra la base
de datos de nucleétidos del NCBI, dirigiendo la busqueda al componente A de
geminivirus, utilizando la herramienta BLASTn. El analisis arrojé que segmentos de
algunos promotores BC1 estan presentes en el componente A en posiciones que
correlacionan con el promotor BC1. En particular, el promotor BC1 de CIGMCNV
contiene una region de 51 pb, similar a un segmento del gen AC1 del componente A
presente en los virus de los tres LPs (Fig. 25A). Por lo que este segmento del promotor
BC1 contiene informacion que codifica para aminoécidos de la proteina AC1 (206-222

aa) (ver figura 25B).

Aunque son pocos los promotores BC1 que tienen regiones extendidas de

similitud con el gen AC1, encontramos que en esta region esta presente la CPS,
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secuencia conservada en todos los promotores BC1 analizados y en todos los ORF de
AC1. Como se menciono anteriormente, la secuencia CPS esta presente en el marco
de lectura de AC1 y codifica para los aminoacidos AARP (Figs. 8 y 25B), por lo que su
localizacién en el componente A estad conservada. Al comparar la localizacion de la
CPS en el componente A y en el componente B encontramos que en los virus del LP
Americano, excepto por algunos del clado SLCV, la distancia promedio en el
componente B de la secuencia CPS al coddén de paro de la proteina BCl es
practicamente la misma que la distancia promedio en el componente A de la secuencia
CPS al codoén de paro de la proteina AC3 (Fig. 25C). Este dato sugiere que la region

entre la CPS y el coddén de paro de AC3 di6 origen al gen BC1.

Como la region analoga del promotor BC1 en el componente A esta ocupada por
el gen AC4 y parte del gen AC1, decidimos comparar los promotores BC1 contra la
base de dados de aminoéacidos de las proteinas AC4 y AC1 del NCBI mediante la
herramienta BLASTX, la cual busca en la base de datos de proteinas usando los
nucleétidos traducidos. La busqueda mostré que en el promotor de BC1l no se
encuentran codificados aminoacidos de la proteina AC4; sin embargo, encontramos que
algunos promotores BC1, como el de WiGMV, tienen codificados aminoacidos de la
proteina AC1, los cuales se encuentran en una posicion anéloga (Fig. 25D). La
existencia del material genético del componente A en el promotor de BC1 es un fuerte

indicativo de que dicho promotor se derivo evolutivamente del componente A.

El conjunto de datos evidencian una posible relacion evolutiva entre el marco de

lectura de la proteina AC1 y el promotor de BC1. El bloque conservado presente en el
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promotor BC1 50 nucleotidos y el ORF de AC1 apoya fuertemente esta conclusion. Se
podria pensar que este bloque pudo haber sido insertado en el promotor de BC1 por
recombinacion; sin embargo, encontrar la huella CPS nos sugiere que este escenario
es poco probable ya que la huella esta presente en todos los ADN-A y ADN-B
analizados lo que implicaria muchos eventos de recombinacién independientes. La
explicacion mas parsimoniosa es que el promotor de BC1 se derivé evolutivamente del
marco de lectura de AC1 ya que la CPS estad presente en todos los componentes
revisados (A y B). Sumado a esto encontramos que existen otras regiones en el
promotor de BC1 que codifican para aminoacidos de la proteina AC1 (Fig.25D). Estos

resultados apoyan la relacion entre el promotor BC1 y la proteina AC1.

Conclusion, origen del gen BC1

Integrar los datos de las comparaciones de las proteinas complementarias del ADN-A
en contra de la proteina BC1l con los datos obtenidos de las comparaciones del
promotor de BC1 nos permitié formular una hipotesis sobre el origen del gen BC1.
Nuestra hipétesis supone que el gen de BC1, el promotor y la region codificante, se
originaron de la region complementaria del componente A. El dato mas interesante que
por si sélo ilustra esta hipétesis es la conservacion, en los virus americanos, de la
distancia entre la CPS y el codon de paro (tomando en cuenta los 13 nts de la CPS) de
las proteinas AC3 y BC1 (910 nts). El tamafio promedio de la proteina BC1 es de 295
aa, por lo tanto la region hipotética que dié origen a BC1 en el componente A se
extiende 885 nts. Al mapear estos 885 nts rio arriba del codon de paro de AC3 (codon

homdlogo al codén de paro de BC1) encontramos que el inicio de la proteina BC1

Péagina | 90



hipotética se encuentra a 9 nts de la CPS. La CPS se sitia en el promotor de BC1 de
virus americanos a 12 nts del codon de inicio de BC1, la similitud en las distancias nos
sugiere fuertemente que la hipotesis planteada es verdadera. Otro dato que apoya esta
hipotesis es la similitud en de los transcritos complementarios de los componentes A y
B, los cuales fueron identificados por Sunter y colaboradores (1989). En este trabajo se
describi6 que ambos componentes producen multiples transcritos y dos de ellos
presentan caracteristicas compartidas. En ambos casos se produce un transcrito que
inicia en la RC (nucledtido 62 en TGMV). No es sorprendente que los transcritos del
componente A y del componente B comiencen en la region comun puesto que ahi se
encuentran elementos que regulan la expresion, lo que es interesante es que terminen
en una posicion analoga. El final del transcrito complementario del componente A se
sobrepone con el final del transcrito de CP; mientras que, el final del transcrito de BC1
se sobrepone con el transcrito de BV1 en el caso del componente B. El segundo
transcrito en ambos casos inicia fuera de la RC y el comienzo de estos transcritos es
similar en el componente A y B; se encuentra a 135 nts rio abajo del inicio del primer

transcrito (Sunter & Bisaro 1989).
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Figura 25 . Andlisis comparativo del promotor de BC1.
El panel A muestra el alineamiento de una regiéon de 51 nts del promotor de BC1 de CIGMCNV

(secuencia resaltada en azul), la busqueda de regiones conservadas se realiz6 con BLASTn y el
alineamiento se realiz6 manualmente. Las bases idénticas entre el promotor y el ORF se
encuentran resaltadas en color rojo. La huella filogenética CPS esta marcada en una caja. El panel
B muestra el alineamiento del promotor BC1 traducido (resaltado en azul) con los aminoéacidos de
la proteina AC1 codificados en la regién conservada con el promotor BC1l. Los amino&cidos
idénticos estan resaltados en rojo y la caja sefiala los amino&cidos codificados por la CPS. En el
panel C se ilustra la distancia que existe entre la CPS y el cod6n de paro (sefialado por una flecha
roja) de BC1 o de AC3. El panel D muestra una region del promotor de BC1 que codifica para
aminoacidos de la proteina AC1 del virus TolYV. Los residuos idénticos estan resaltados en rojo
brillante y los similares en rojo obscuro. Los nombres y acrénimos de los virus utilizados estan
enlistados en la tabla 3.

Conclusion, el componente B de begomovirus se origi no
evolutivamente de un componente A

Los resultados que obtuvimos del analisis comparativo entre las proteinas y los
promotores del componente B en contra del componente A nos permiten proponer que
el ADN-B se origind evolutivamente de un componente A ancestral. EI componente B
posiblemente se origind mediante la duplicacion y sub-funcionalizacién del gen CP que
di6 origen al gen BV1 y mediante la generacién de novo del gen BC1 a partir de los

genes complementarios AC1, AC2 y AC3.

La existencia de ocho blogues conservados entre las proteinas CP y BV1, y las
propiedades que comparten ambas proteinas confirman la presunta homologia de estas
establecida previamente en el trabajo de Kikuno y colaboradores (1984). El andlisis
comparativo de los promotores de BV1 revel6 que diversos promotores tienen una
extensa similitud con promotores CP, tanto en el arreglo como en el espaciamiento de

sitios de union de factores de transcripcion lo que sugiere que el promotor BV1 se
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derivd de un promotor ancestral de CP. En consecuencia, el gen BV1 se derivd
evolutivamente del gen CP. Esta afirmacion es soportada por las similitudes que
comparten los transcritos de BV1 y CP (G. Sunter & Bisaro 1989). El mecanismo mas
probable que pudo dar origen al gen BV1 es la duplicacion del gen CP, ya que las
proteinas BV1 y CP comparten bloques muy conservados y comparten la funcion de

lanzadera.

En cuanto al gen de BC1, encontramos que la proteina contiene motivos que son
conservados y se localizan en posiciones analogas en las proteinas complementarias
del componente A. En la secuencias de los promotores de BC1 identificamos
segmentos de 50 nts que son conservados en posicion y en secuencia en ambos
componentes gendmicos. Dentro de esta region encontramos la secuencia palindromica
de 13 nts (CPS) la cual estd presente en la mayoria de las secuencias del ADN-A y
ADN-B examinadas. Integrar estos datos nos permitidé concluir que el gen BC1 se
origind de la region complementaria de un componente A ancestral. Esta idea es
reforzada por las similitudes en los transcritos complementarios de los componentes Ay
B. El escenario mas probable es que la proteina BC1 se origind de la region que
codifica los genes sobrepuestos AC1, AC2 y AC3 y que posiblemente esta proteina
nueva adquirié la funcidbn del movimiento mediante el reclutamiento del motivo

caracteristico de las proteinas del movimiento (DXR) a través de recombinacion.
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Métodos

Este trabajo de investigacion es tedrico y pretende responder aspectos importantes de
la evolucion de los geminivirus. La investigacion se realiz6 de manera integrativa,
conjuntando datos moleculares, mediante el andlisis de gendmica comparada, datos
biogeograficos de los begomovirus y de su vector, datos filogenéticos y datos
geoldgicos que nos permitieran responder tres aspectos fundamentales de la evolucion
de los begomovirus, ¢ Cual es el centro de origen de los BGVs?, ¢ Cudl es el origen de

los BGVs americanos? y ¢ Cudl es el origen evolutivo del ADN-B?

Para realizar el andlisis de gendmica comparada de las proteinas y promotores
del componente B es necesario reconstruir la flogenia de los componentes genémicos
gue nos guie en la comparacién de las secuencias, puesto que las comparaciones
primero se realizan entre en grupo de especies relacionadas filogenéticamente y
posteriormente el grupo estudiado puede compararse contra otro grupo de especies

relacionado.

Las reconstrucciones filogenéticas de los componentes A y B de begomovirus, se
obtuvieron alineando 63 secuencias de ADN-A y 58 de ADN-B, incluyendo el
mastrevirus MSV como grupo externo en ambos casos. Las secuencias se obtuvieron
de la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI), los nombres,
nameros de acceso y acrénimos utilizados se encuentran en la Tabla 2. El alineamiento
multiple se hizo con ClustalW, usando el paquete MEGA 5 (Tamura et al. 2011).

Utilizamos los pardmetros predefinidos por el programa (penalidad por abrir un gap: 15;
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penalidad por extender el gap: 6.6; matriz de ADN: IUB). Posterior al alineamiento de
las secuencias, la reconstruccion filogenética la hicimos con el método bayesiano
usando el programa computacional Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al. 2012), con el modelo
GTR+G+l. Para obtener la reconstruccion del DNA-A se corrieron un total de 2, 265,
000 arboles y el andlisis lo finalizamos al obtener una desviacion estandar de menor o
igual a 0.01 (0.009972). Del total de los arboles se muestrearon 226,501 y de éstos se
desecharon el 25% (56, 625 arboles). Por lo tanto se utilizaron 169, 876 arboles para
generar la reconstruccion. Para la reconstruccion del DNA-B se corrieron un total de
1,430,000 éarboles y finalizamos el analisis al obtener una desviacion estdndar menor o
igual a 0.01 (0.010155). Del total de los arboles se muestrearon 14,300 y de estos se
desecharon el 25% (3,575 arboles); por lo tanto, utilizamos 10,725 arboles para generar

la reconstruccion.

Para analizar los promotores de BV1 y BC1 usamos el método denominado
“Método de Analisis Filogenético Estructural” (MAFE). Este método se basa en la
basqueda de huellas filogenéticas en las secuencias de ADN de promotores homélogos
de una serie filogenética. EI método permite identificar elementos reguladores
multipartitas que se conservan en secuencia y en la posicion relativa entre los
promotores. Los agrupamientos conservados de “huellas filogenéticas” (HFs) se
denominan “Arreglos Modulares Conservados” (CMAs). Estos CMAs representan
potenciales elementos cis-reguladores complejos, muy Utiles ademas para trazar la
historia evolutiva de familias génicas y genomas virales. (Arguello-Astorga & Herrera-

Estrella 1998).
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Para buscar las firmas de linajes primarios de las proteinas BV1 y BC1, primero
identificamos los residuos conservados de cada linaje y posteriormente comparamos
residuos conservados entre linajes. Las firmas se definen como los aminoacidos
conservados de un LP y que no esta presente en otro LP. Las comparaciones las
realizamos alineando las secuencias de aminoacidos con el programa ClustalW, los
parametros usados fueron: penalidad por abrir gap 10, penalidad por extender el gap

0.20 y la matriz Blosum 62.

Para buscar homadlogos de las proteinas BV1 y BClen la base de datos del NCBI
utilizamos la herramienta “Position-Specific Iterated BLAST” (PSI-BLAST) que es un
variante de BLASTP. Esta herramienta es muy efectiva en el descubrimiento de
homologias lejanas, asi como en la determinacion de dominios proteicos conservados.
En la basqueda contra las proteinas de la base de datos, excluimos las proteinas de los
geminivirus con la intencion de buscar proteinas homaologas en otros organismos. En el
caso de la proteina BC1 ademas de buscar contra todas las proteinas de la base de
datos decidimos realizar una busqueda dirigida contra las proteinas MP de virus de
plantas, las busquedas dirigidas las realizamos usando la opcién “Organism” y “Entrez
Query”. Para las busquedas utilizamos las secuencias de aminoécidos de virus
representativos de los tres linajes primarios y usamos los parametros predeterminados
de la herramienta (NUmero de palabra: 3; Matriz Blosum 62; Penalidad por abrir gap 11

y por extender el gapl).

Al no encontrar posibles homélogos de la proteina BV1 decidimos explorar la

posibilidad de que BV1 y CP fuesen homélogas. Para estudiar esta hipotesis realizamos
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una busqueda con BV1 dirigida a las proteinas CP de los geminivirus utilizando la
herramienta PSI-BLAST con los valores descritos arriba. Como primer paso realizamos
la busqueda con todas las proteinas BV1 de los virus utilizados en la reconstruccion
filogenética. Analizando cada comparaciéon ubicamos los bloques conservados mas
frecuentes, posteriormente buscamos los virus con las proteinas BV1 con el mayor
namero de bloques frecuentes. Con estas proteinas repetimos la buUsqueda y
seleccionamos las proteinas CP que presentaron mayor similitud para hacer el

alineamiento manual y maximizar las coincidencias.

La busqueda de homdélogos contra toda la base de datos fue negativa por lo que
decidimos realizar una busqueda dirigida. La busqueda dirigida para encontrar
proteinas MP homoélogas a BC1 se realizo utilizando la misma estrategia que con la
basqueda de BV1, en este caso un bloque fue el mas frecuente. Para realizar la
figural8 buscamos las proteinas MP que presentaran la mayor similitud del Unico
blogue conservado con las proteinas BC1 de los tres LPs. Como la longitud del bloque
conservado solo representa el 15% de la longitud de BC1, decidimos buscar si al igual

que BV1 la proteina BC1 también se origino del componente A.

Usando la misma estrategia de busqueda que utilizamos con la proteina BV1 la
utilizamos con BC1. En este caso hicimos busquedas dirigidas de la proteina BC1 en
contra de cada una de las proteinas codificadas en la region complementaria del
componente A. Las primeras comparaciones en donde se us6 a la proteina BC1
completa mostraron que AC3 y la region C-terminal de BC1 compartian algunos

blogques conservados. Con este resultado decidimos hacer busquedas dirigidas de la
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region C-terminal de BC1l en contra de las proteinas AC3. Después de diversas
comparaciones logramos mapear en BC1l el aminoacido que corresponderia en
posicion a AC3. Este residuo es la fenilalanina el cual es un aminoacido muy
conservado en la posicion 150 de BC1. Definimos la regioén C-terminal para compararla
con AC3 desde el aminoacido 150 al final de BC1 (Fig. 26). Con los cinco motivos
conservados entre AC3 y BC1 propusimos una hipétesis heuristica que nos ayudo a
dirigir las busquedas entre AC1 vs BC1 y AC2 vs BC1. La hipétesis sugiere que la
proteina BC1 se origin6 de la regién del componente A que se extiende desde el codén
de paro de AC3 hasta el aminoacido ~236 de la proteina AC1 (Fig. 26). Para hacer las
comparaciones de BC1 contra AC2, utilizamos la region 100-236 de BC1 y para hacer

la comparacion contra AC1 utilizamos la region 1-121 de la proteina BC1 (Fig. 26).

Para hacer las comparaciones entre los promotores de BV1 y BC1 en contra la
base de datos de nucledtidos del componente A de geminivirus del NCBI, nosotros
utiizamos la herramienta BLASTNn, usamos los parametros predefinidos de la
herramienta (Tamafio de palabra 11; puntaje por coincidencias/no coincidencias 2/-3;
penalidad por abrir gap 5 y penalidad por extenderlo 2). EI promotor de BV1 lo
delimitamos entre el codon de inicio de la traduccion de BV1 y el nucleotido 1 (sitio de

corte) y el promotor de BCL1 lo delimitamos entre el primer codon de BC1 y la RC.
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Figura 26 . Regién del ADN A hipotética que dié origen a BC1.

La flecha azul representa la regién del componente A que posiblemente dié origen a la proteina
BC1, los nimeros en color rojo indican los aminoacidos de BC1 que se originaron de AC1, los
grises son los aminoacidos de BC1 que se originaron de AC2y los verdes de AC3.

Tabla 2 Secuencias utilizadas en la reconstruccion filogené tica

Nombre delvirus N°de N°de Acrénimo
Acceso Acceso
ADN-A ADN-B
African cassava mosaic virus-[Nigeria] X17095 X17096 ACMV-[NG]
Abutilon mosaic virus-[United States of U51137 U51138 AbMV-[US:Haw]
America:Hawaii]
Bean dwarf mosaic virus-[Colombia:1987] M88179 M88180 BDMV-[CO:87]
Bean golden yellow mosaic virus-[Dominican L01635 L01636 BGYMV-[DO:87]
Republic:1987]
Cabbage leaf curl virus-[United States of U65529 U65530 CabLCuV-[US:Flo:96]
America:Florida:1996]
Chino del tomate virus-Tomato [Mexico:Sinaloa AF226665 N/A CdTVTo[MX:SinH6:8
H6:1983] 3]
Chino del tomate virus-Tomato [Mexico:Sinaloa N/A AF226666 CdTVTo[MX:SinB52:
B52:1983] 83]
Clerodendron golden mosaic virus- DQ641692 DQ641693 CIGMV-[VN:Son:05]
[Vietham:Sonla:2005]
Clerodendron goleen mosaic China virus- NC_011346 | NC_011347 | CIGMCNV-
[China:Fz7:2008] [CN:Fz7:08]
Corchorus golden mosaic virus- DQ641688 DQ641689 CoGMV-[VN:Han:05]
[Vietnam:Hanoi:2005]
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Corchorus yellow spot virus-[Mexico:Yucatan:2005] | DQ875868 DQ875869 CoYSV-[MX:Yuc:05]
Corchorus yellow vein virus-[Vietnam:Hoa AY727903 AY727904 CoYVV-[VN:Hoa:00]
Binh:2000]

Cotton leaf crumple virus-Arizona AF480940 AF480941 CLCrVAZ[MX:Son:91]
[Mexico:Sonora:1991]

Cowpea golden mosaic virus- AF029217 N/A CPGMV-[NG:Nsu:90]
[Nigeria:Nsukka:1990]

Desmodium leaf distortion virus- DQ875870 DQ875871 DesLDV-[MX:Yuc:05]
[Mexico:Yucatan:2005]

East African cassava mosaic Cameroon virus- AF112354 AF112355 EACMCV-CM[CM:98]
Cameroon [Cameroon:1998]

East African cassava mosaic Kenya virus- AJ717580 AJ704965 EACMKV-
[Kenya:Kathiana:K300:2002] [KE:Kat:K300:02]
East African cassava mosaic virus-Kenya AJ717542 AJ704949 EACMVKE[KE:Boa:K
[Kenya:Boa:K48:2001] 48:01]

East African cassava mosaic Zanzibar virus- AJ717562 AJ704942 EACMZV-
[Kenya:Felunzi:K19:2001] [KE:Fel:K19:01]
Euphorbia mosaic virus-[Mexico:Yucatan:2004] DQ318937 DQ318938 EuMV-[MX:Yuc:04]
Horsegram yellow mosaic virus-[India:Coimbatore] | AJ627904 AJ627905 HgYMV-[IN:Coi]
Indian cassava mosaic virus-India AJ314739 AJ314740 ICMV-IN[IN:Mah:88]
[India:Maharashstra:1988]

Indian cassava mosaic virus NC 001932 | NC 001933 | ICMV

Kudzu mosaic virus-[Vietnam:Hoabinh:2005] DQ641690 DQ641691 KuMV-[VN:Hoa:05]
Luffa yellow mosaic virus-[Vietham] AF509739 AF509740 LYMV-[VN]
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus-[Puerto AY044133 AY044134 MaMPRV-[PR:90]
Ric0:1990]

Mungbean yellow mosaic India virus-[India:Akola] AY271893 AY271894 MYMIV-[IN:Ako]
Mungbean yellow mosaic virus- AY271896 N/A MYMV-[IN:Har:01]
[India:Haryana:2001]

Mungbean yellow mosaic virus- N/A AJ439057 MYMV-
[India:Vamban:Vigna KA34] [IN:Vam:VigKA34]
Mungbean yellow mosaic virus NC_001983 | NC_001984 | MYMV

Pepper golden mosaic virus-United States of U57457 AF499442 PepGMV-

America [Mexico:Tamaulipas] US[MX:Tam]

Pepper huasteco yellow vein virus- AY044162 AY044163 PHYVV-[MX:Sin:88]
[Mexico:Sinaloa:1988]

Pepper yellow leaf curl Indonesia virus- AB267838 AB267839 PepLCIV-
[Indonesia:Ageratum:2005] A[ID:Age:05]

Potato yellow mosaic Panama virus- Y15034 Y15033 PYMPV-[PA:Div:Tom]
[Panama:Divisa:Tomato]

Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus- DQ406672 DQ406673 RhGMSV-[MX:Sin:05]
[Mexico:Sinaloa:2005]

Rhynchosia yellow mosaic India virus- NC_014902 | NC_014903 | RhYMIV-[IN:Thi:09]
[India: Thiruvananthapuram:2009]

Sida golden mosaic Costa Rica virus-[Costa Rica] X99550 X99551 SIGMCRV-[CR]

Sida mosaic Bolivia virus-[Bolivia:2010] HM585441 HM585442 SiMBoV-[B0:10]

Sida micrantha mosaic virus-[Brazil:A2B2] AJ557451 AJ557453 SIMMV-[BR:A2B2]
South African cassava mosaic virus-[South Africa] AF155806 AF155807 SACMV-[ZA]
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Soybean chlorotic blotch virus-[Nigeria:Sb19:2007] | NC_014141 | NC_014142 | SbCBV-[NG:Sb19:07]
Soybean mild mottle virus-[Nigeria:Sb17:2007] NC_014140 | N/A SbMiMoV-
[NG:Sb17:07]
Squash leaf curl China virus- AM260205 AM260207 SLCCNV-
[China:Hainan61:2005] [CN:Hn61:05]
Squash leaf curl Philippines virus- AB085793 AB085794 SLCPHV-
[Philippines:Munoz] PH[PH:Mun]
Squash leaf curl virus-[United States of M38183 M38182 SLCV-[US:Imp:79]
America:Imperial Valley:1979]
Sri Lankan cassava mosaic virus-India AJ579307 AJ579308 SLCMV-IN[IN:Adi]
[India:Adivaram]
Stachytarpheta leaf curl virus-[China:Hn30:2005] AJ810156 N/A StLCV-[CN:Hn30:05]
Jatropha curcas mosaic virus-[India:Dha:2010] GQ924760 GQ924761 JaCMV-[IN:Dha:10]
Ramie mosaic virus-[CN:2008] NC_010791 | NC_010792 | RaMV-[CN:08]
Tomato golden mosaic virus-[Brazil:Common;1984] | K02029 K02030 TGMV-[BR:Com:84]
Tomato leaf curl Gujarat virus- AY190290 AY190291 ToLCGV-[IN:Var:01]
[India:Varanasi:2001]
Tomato leaf curl New Delhi virus- AJ875157 AJ855158 ToLCNDVIN[BG:Jes:
[Bangladesh:Jessore: Severe:2005] Svr:05]
Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus- NC_009490 | NC_009491 | ToMiYLCAV-
[Venezuela:V10:2007] [VE:V10:07]
Tomato mild mosaic virus-[Brazil:Pda58:2005] EU710752 EU710753 ToMiMV-
[BR:Pda58:05]
Tomato mosaic Havana virus-[Cuba:Quivican] NC_003867 | NC_003868 | ToMHV-[CU:Qui]
Tomato rugose mosaic virus-[Brazil:Uberlandia AF291705 AF291706 ToRMV-[BR:Ubel:96]
1:1996]
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus- AF511529 AF511528 TYLCKaV-
[Thailand:Kanchanaburi 1:2001] [TH:Kan1:01]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus-A X63015 X63016 TYLCTHV-A[TH:1]
[Thailand:1]
Tomato yellow leaf curl virus-[China:JSNJ1:2009 FN256259 N/A TYLC-[CN:JSNJ1:09]
Tomato yellow leaf curl virus-Mild AJ519441 N/A TYLC-
[Spain:CB1/99:2009] MId[SPAIN:CB1/99:0
9]
Tomato yellow margin leaf curl virus- AY508993 AY508994 TYMLCV-
[Venezuela:Merida:2004] [VE:Mer57:04]
Tomato yellow spot virus-[Brazil:Bicas 2:1999] DQ336350 DQ336351 ToYSV-[BR:Bic2:99]
Velvet bean severe mosaic virus-[India:Uttar:2009] | FN543425 FN543426 VeBSMV-[IN:Ut:09]
Watermelon chlorotic stunt virus-[Iran:1997] AJ245652 AJ245653 WmCSV-[IR:97]
Wissadula golden mosaic St Thomas Virus- GQ355488 NC_010951 | WiGMV-[Ja:Al:09]
[Jamaica:Albion:2009]
Maize streak virus-[Cameroon:Bambui:2009] FM210279 N/A MSV-[CM:Ba:09]

N/A=No aplica
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Tabla 3 Secuencias de aminoacidos y nucleétidos utilizadas

en las figuras presentadas

Nombre del virus Protein | N°de Acceso Gen Acrénim
a/ADN Bank

Figura 10
Squash leaf curl virus BV1 ADJ38384 SLCV
Chino del tomate virus BV1 AF226666 CdTV
Corchorus yellow vein virus BV1 AY727904 CYw
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus BV1 AF511527 TYLCKaV
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus BV1 AB267839 PepYLCIV
Tomato leaf curl New Delhi virus BV1 AD041086 ToLCNDV
Mungbean yellow mosaic India virus BV1 AY271894 MYMIV
Velvet bean severe mosaic virus BV1 NC 013415 VeBSMV
East African cassava mosaic Cameroon BV1 AF112355 EACMCV
virus
South African cassava mosaic virus BV1 AF155807 SACMV
Figura 11
Desmodium leaf distortion virus BC1 YP_ 794173 DelLDV
Bean golden yellow mosaic virus BC1 AF173556 BGYMV
Corchorus golden mosaic virus BC1 ACJ73987 CoGMV
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus BC1 NP 995301 TYLCKaV
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus BC1 YP_717096 PepYLCIV
Tomato leaf curl New Delhi virus BC1 ADO41087 ToLCNDV
Mungbean yellow mosaic India virus BC1 AF142064 MYMIV
Velvet bean severe mosaic virus BC1 YP_00325464 VeBSMV
East African cassava mosaic Cameroon BC1 AAX39377 EACMCV
virus
South African cassava mosaic virus BC1 NP_620668 SACMV
Figura 12
Stachytarpheta leaf curl virus ADN-A AJ810156 StLCV
Ramie mosaic virus ADN-A NC 010791 RaMV
Tomato yellow leaf curl Thailand virus ADN-A X63015 TYLCThV
Tomato leaf curl Gujarat virus ADN-A AY190290 ToLCGV
Tomato yellow leaf curl Vietham virus ADN-A EU189150 TYLCVV
Figura 13
Tomato yellow leaf curl virus CP CAD57979 TYLCV
East African cassava mosaic Cameroon CP ACF42160 EACMCV
virus
Cotton leaf curl Gezira virus CP CBG23014 CoLCGV
Tobacco leaf curl Zimbabwe virus CP CAJ42096 TbLCZV
Bean golden yellow mosaic virus CP AAD53081 BGYMV
Corchorus yellow vein virus CP YP_ 115508 CoYVV
Corchorus golden mosaic virus CP YP_001333684 CoGMV
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus CP AA015928 TYLCKaV
Tomato leaf curl Gujarat virus CP CBZ39260 ToLCGV
Kudzu mosaic virus CP ABG26011 KuMV
Figura 15

: . . BV1 CAZ40056
Clerodendrum golden mosaic China virus cp YP 002268195 CIGMCNV
Tomato leaf curl New Delhi Virus CP CAJ90652 ToLCNDV
East African cassava mosaic virus CP CAF02060 EACMV
Tomato yellow leaf curl virus CP CAD57979 TYLCV
Wissadula golden mosaic virus CP YP_001974399 WiGMV
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Corchorus golden mosaic virus | cP | YP_001333684 | CoGMV
Figura 16
Bean calico mosaic virus ADN-B AF110190 BCaMV
Tobacco yellow crinkle virus ADN-A NC 015627 TYCrV
Tomato yellow mottle virus ADN-A AF112981 ToYMoV
Pepper golden mosaic virus ADN-A AF149227 PepGMV
Figura 17
Tomato middle mosaic virus ADN-A EU710752 ToMiMV
Sida mosaic Bolivia virus ADN-B HM585442 SiMBoV
Figura 18
Rhynchosia yellow mosaic India virus BC1 ADT70822 RhYMIV
East Africa cassava mosaic Cameroon virus | BC1 AAO013748 EACMCV
Clerodendrum golden mosaic China virus BC1 YP 002268201 CIGMCNV
Tomato leaf curl New Delhi virus BC1 CAIl44694 ToLCNDV
Abutilon mosaic virus BC1 AAB18176 AbMV
Corchorus golden mosaic virus BC1 YP_ 001333690 CoGMV
* Cucumber green mottle mosaic virus MP ADK11681 CuGrMoMV
* Cucumber mottle virus MP YP_908762 CuMoV
* Kyuri green mottle mosaic virus MP NP 619686 KyGrMoV
* Maracuja mosaic virus MP ABD94120 MaMV
* Passion fruit mosaic virus MP YP_004465360 PaFMV
* Bell pepper mottle virus MP ABC87813 BPepMoV
* Tobacco mild green mosaic virus MP ABO64419 TobMGrMV
* Hibiscus latent Fort Pierce virus MP AAT09327 HILFPV
Figura 19
Melon chlorotic mosaic virus AC3 YP_003828905 MChMV
Bean calico mosaic virus AC3 NP_612595 BCaMV
Hollyhock leaf crumple virus AC3 AAD01545 HLCrV
. L AC3 AAL09038

Mungbean yellow mosaic India virus BC1 AFI142064 MYMIV
Tomato yellow leaf curl China virus AC3 NP_660166 TYLCCNV
Jatropha yellow mosaic virus AC3 ACI15830 JaYMIV
Honeysuckle yellow vein mosaic virus AC3 BAF49371 HYVMV
Tomato yellow leaf curl Guangdong virus AC3 YP_764451 TYLVGuV

: . AC3 CAB65494
Watermelon chlorotic stunt virus BCL CABG5500 WmCSV
African cassava mosaic virus AC3 AEOQ18171 ACMV
Tomato yellow leaf curl virus AC3 ADQ28120 TYLCV
East African cassava mosaic Cameroon AC3 ACF42162
virus BC1 AAX39377 EACMCV
Asystasia African virus AC3 AEI91440 AsAV
Pepper Huasteco yellow vein virus AC3 NP 040322 PHYVV
Rhynchosia mosaic Sinaloa virus AC3 ABD65396 RhMSinV
Clerodendrum golden mosaic Jiangsu virus AC3 CAZ40064 CIGMJV
Emilia yellow vein virus AC3 YP_001661459 EmYVV
Bhendi yellow vein mosaic virus AC3 ACN51274 BhYVMV
Tomato severe leaf curl virus AC3 AEX93205 ToSLCV
Tomato leaf curl Namakely virus AC3 CAI26283 TLCNaV
Tobacco leaf curl Zimbawe virus AC3 CAM91882 ThLCZV
Tomato leaf curl Anjouan virus AC3 CAM91894 ToLCANnV
Ageratum leaf curl Cameroon virus AC3 CCC14822 ALCCV
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Bean leaf curl Madagascar virus AC3 CAM91888 BCLMdV
Papaya leaf crumple virus AC3 CCD22085 PaLCRV
Squash leaf curl China virus AC3 ADK78875 SLCCNV
Tomato yellow leaf curl Guangdong virus AC3 ACS36702 TYLCGuV
Potato yellow mosaic virus BC1 AAY33838 PYMV
Cucurbit leaf crumple virus BC1 AAL78210 CuLCrVvV
Mungbean yellow mosaic virus BC1 ABI21824 MYMV
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus BC1 YP_717096 PepYLCIV
India cassava mosaic virus BC1 CAJ43624 ICMV
East African cassava mosaic Zanzibar BC1 CAG29056 EACMZV
South African cassava mosaic virus BC1 NP_620668 SACMV
Clerodendrum golden mosaic China virus BC1 YP_002268201 CIGMCNV
Rhynchosia mild mosaic virus BC1 YP 004429241 RhMiMV
Sida mosaic Bolivia virus BC1 YP_004207830 SiMBoV
Chino del tomate virus BC1 NP_620751 CdTVv
Euphorbia mosaic Venezuela virus BC1 YP_ 001249283 EuMVeV
Tomato yellow spot virus BC1 YP_459918 ToYSV
Melon chlorotic mosaic virus BC1 YP_003828910 MeChMV
Tomato chlorotic leaf distortion virus BC1 AENO03368 ToChLDV
Cleome leaf crumple virus BC1 CBA18085 CILCrV
Tomato golden mosaic virus BC1 AEI91455 TGMV
Tomato leaf curl New Delhi BC1 CAX83212 ToLCNDV
Kudzu mosaic virus BC1 ACL78778 KuMV
Gossypium punctatum mild leaf curl virus BC1 ACQ65843 GpMiLCV
Sida golden mosaic Florida virus BC1 YP_003856014 SIGMFV
Corchorus golden mosaic virus BC1 YP 001333690 CoGMV
Figura 21
Ramie mosaic virus AC2 YP_001936688 RaMV
Hollyhock leaf curl virus AC2 CBY88994 HLCV-Pak
Ageratum yellow vein Sri Lanka virus AC2 AFA26440 AYVSLV
. L AC2 AEX31085
Mungbean yellow mosaic India virus BCL AAXS4787 MYMIV
Tomato yellow leaf curl Madagascar virus AC2 CAI26272 TYLCMdV
East African cassava mosaic virus AC2 CAJ78151 EACMV
Corchorus yellow vein virus AC2 YP 115510 CoYVV
Pepper Huasteco yellow vein virus AC2 ACY95459 PHYVV
Rhynchosia golden mosaic Havana virus AC2 ADN84040 RhGMHV
Chayote yellow mosaic virus AC2 NP_803407 ChaMV
. Lo AC2 CBA13497
African cassava mosaic virus BCL CBJ57265 ACMV
Cowpea golden mosaic virus AC2 AAB87608 CPGMV
India cassava mosaic virus AC2 NP_ 047232 ICMV
Stachytarpheta leaf curl virus AC2 CAH17667 StLCV
Tobacco leaf curl Kochi virus AC2 NP_808776 TbLCKoV
Squash leaf curl virus AC2 ABB76212 SLCV
Cleome yellow mosaic virus AC2 ADK55022 Clymv
: . . . AC2 NP_808886
East African cassava mosaic Zanzibar virus BCL CAG29052 EACMZV
Rhynchosia golden mosaic virus BC1 ABY65911 RhGMV
Bean calico mosaic virus BC1 NP_612600 BCaMV
Corchorus golden mosaic virus BC1 ACK57933 CoGMV
Rhynchosia yellow mosaic virus BC1 CAQ53918 RhYMV
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Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus BC1 NP_995301 TYLCKaV
Jatropha curcas mosaic virus BC1 AED89160 JaCMV
Pepper yellow leaf curl Indonesia virus BC1 YP_717096 PepYLCIV
Sida mosaic Bolivia virus BC1 YP_004207818 SiMBoV
Rhynchosia mild mosaic virus BC1 YP_004429241 RhMiMV
Cotton leaf crumple virus BC1 AAKO06853 CLCrVv
Figura 22
- L AC2 YP 001661460
Emilia yellow vein virus AC3 YP 001661459 EmYVV
Tomato yellow leaf curl China virus AC2 AEM36732 TYLCCNV
Rhynchosia mild mosaic virus BC1 YP_004429241 RhMiMV
Cabbage leaf curl virus BC1 NP_624353 CalLCuV
Clerodendrum golden mosaic Jiangsu virus AC3 CAZ40064 CIGMJV
Figura 23
Sida micrantha mosaic virus AC1 ADW 10639 SiMMV
Desmodium leaf distortion virus AC1 YP_794171 DelLDV
Mungbean yellow mosaic virus AC1 ABD67446 MYMV
East African cassava mosaic Cameroon AC1 CAI30106
virus BC1 AAX39377 EACMCV
Tomato yellow leaf curl virus AC1 CAD57982 TYLCV
Clerodendrum golden mosaic virus AC1 AEA10364 CIGMV
Tomato leaf curl Palampur virus AC1 ACN77053 TLCPV
East African cassava mosaic virus BC1 CAG29064 EACMV
South African cassava mosaic virus BC1 NP_620668 SACMV
Cassava mosaic Madagascar virus BC1 YP 005352920 CMMaVv
Figura 24
BC1 CBJ57267
: S AC1 CAJ77948
East African cassava mosaic virus ACD CBJ57255 EACMV
AC3 CBJ57254
Figura 25
ADN-B FN396963
Clerodendrum golden mosaic China virus ADN-A FJ011668 CIGMCNV
AC1 ACI24162
Tomato leaf curl Pakistan virus ADN-A FM164938
AC1 CAQ58591 ToLCPav
Croton yellow vein mosaic virus ADN-A FJ593629
ACL ACU00721 CrYvMv
East African cassava mosaic Zanzibar virus | ADN-A AJ717564
AC1 CAJ78230 EACMZV
African cassava mosaic virus ADN-A X17095 ACMV
AC1 CAA34953
Horsegram yellow mosaic virus ADN-A AM932425 HgYMV
AC1 CAP69650
Sida micrantha mosaic virus ADN-A HM585433 SIMMV
AC1 ADV15490
Tomato yellow vein streak virus ADN-A EF417915
ACL AAV85989 ToYvsv
: S ADN-A FN435997
Euphorbia mosaic virus ACL CBA18075 EumMv
Wissadula golden mosaic virus ADN-B WiGMV
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