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Resumen

El melon (Cucumis melo L.), perteneciente a la familia de las cucurbitaceas, es un
cultivo con un importante valor comercial, ocupando Baja California Sur (BCS), el
décimo lugar nacional en su produccioén. Lo anterior, se ve afectado por diversas
enfermedades en el cultivo, de tipo viral. En el ejido de El Pescadero, BCS, se han
observado sintomas de clorosis, rugosidad y enchinamiento de hojas,
presuntivamente relacionados a una infeccion begomoviral en hojas de mel6n. En
el presente trabajo se identificd al agente causal de la enfermedad presentada en
el meldn; Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV). Ademas, se realizd la
caracterizacion molecular del virus para dilucidar posibles relaciones filogenéticas
y de recombinacion con otros begomovirus de BCS. La secuencia completa del
componente A del CuLCrV aislado en BCS (CuLCrV-BCS), obtuvo el mayor
porcentaje de identidad nucleotidica (>92%) con el CuLCrV de Arizona, USA
(AF256200.4). De acuerdo a lo anterior, y con base en los criterios de identidad
del ICTV (>91% y <94%); CuLCrV-BCS, podria ser considerada una nueva
variante del CuLCrV. Los marcos de lectura abierto (ORF’s), de los cinco genes
identificados vy tipificados para CuLCrV-BCS (AV1, AC1, AC2, AC3 y AC4),
correspondieron correctamente a la organizacion genética tipica de un
begomovirus bipartita. Se identificaron 21 sitios Unicos de corte enzimatico para
CuLCrV-BCS, con algunos especificos (Sspl, Apal, Clal Y Sall) relacionados con
los ORF’s. El analisis filogenético confirmé que el CuLCrV es el ancestro mas
cercano del CuLCrV-BCS, pero también mostré6 una estrecha relaciéon
filogeografica con él Squash leaf curl virus (SLCuV) (MF187211); un begomovirus
reportado previamente en BCS, México. Con el anadlisis de recombinacion se
identific6 una homologia gendmica en la regién conformada entre los 800 y 1800
pb del genoma A del CuLCrV-BCS, y los ORF's AC2 y AC3 del SLCuV
(MF187211). Los resultados obtenidos de esta investigacion contribuyen en la
generacion del primer reporte de infecciéon por CuLCrV en BCS.

Palabras clave: recombinacién, begomovirus bipartita, primer reporte, ORF’s,
CuLCrV-BCS
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Summary

Melon (Cucumis melo L.), belonging to the cucurbit family, is a crop with an
important commercial value, occupying Baja California Sur (BCS), the tenth
national place in production. However, one of the main diseases that affect the
crop is viral type diseases. In the El Pescadero area, symptoms of chlorosis, leaf
curl and crumpling have been observed and presumably related to begomoviral
infections in melon leaves. In the present work, the causal agent of the disease in
infected crop plants was identified as Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV).
Moreover, a molecular characterization was performed to elucidate possible
phylogenetic and recombination relationships of CuLCrV with other BCS bipartite
begomoviruses. The complete sequence of component A of CuLCrV isolated in
BCS (CuLCrV-BCS), had the highest percentage of nucleotide identity (>92%) with
the CuLCrV from Arizona, USA (AF256200.4). According to the above, and based
on the ICTV identity criteria (>91% and <94%); CuLCrV-BCS, could be considered
a new variant of CuLCrV. The open reading frames (ORFs) of the five genes
identified and typed for CuLCrV-BCS (AV1, AC1, AC2, AC3 and AC4),
corresponded to the typical gene organization of bipartite begomovirus. Twenty-
one unique enzymatic cleavage sites were identified for CuLCrV-BCS, with some
specific (Sspl, Apal, Clal and Sall) related to the ORFs. Phylogenetic analysis
confirmed that CuLCrV is the closest ancestor of CuLCrV-BCS, although with close
phylogeographic relationship to Squash leaf curl virus (SLCuV) (MF187211); a
begomovirus previously reported in BCS, Mexico. With the recombination analysis
and genomic homology was identified in the region formed between 800 and 1800
bp of the CuLCrV-BCS genome A, and the SLCuV AC2 and AC3 ORFs
(MF187211). The results obtained from this research contribute to the generation
of the first report of CuLCrV infection in BCS.

Key words: recombination, bipartite begomovirus, ORFs, CuLCrV-BCS
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del melén como cultivo de interés agronémico

La planta de meldén (Cucumis melo L.), es un organismo herbaceo y rastrero,
perteneciente a la familia de las cucurbitaceas (Cucurbitaceae); donde también se
encuentran las calabazas, los calabacines, el pepino, la sandia, el chayote y otras
mas, es originaria de Africa y Asia, y a pesar de no contarse con la ubicacion
precisa de plantas silvestres representativas, se cree que los inicios del cultivo del

meldn se dieron aproximadamente desde el afio 2400 a. C. (Zapata et al., 1989).

El melon tiene el tercer lugar de importancia; en el grupo de las
cucurbitaceas, por la superficie de siembra que ocupa a nivel mundial (CONABIO,
2015). La produccién anual global de melén es de aproximadamente 26 millones
de toneladas (t); y al ser uno de los frutos con mayor demanda y valor comercial
en China, este es el principal pais productor al tener el 51% de la produccion
global total (Espinoza et al., 2011; Soriano Martin et al., 2006; Zhao et al., 2011).

En México el cultivo de meldn es muy importante en dos sentidos, primero
por la superficie de siembra invertida para la generacion de divisas; pues genera
aproximadamente 90 millones de ddlares en produccion, y el segundo, como un
generador de empleos en el area de cosecha (Pacheco et al., 2011). Hasta el afo
2017, México tuvo un registro de produccidon anual de aproximadamente 605,134 t
(SAGARHPA, 2018). A nivel nacional, la zona donde es mayor la produccion de
melén es la Comarca Lagunera; comprendida por una porcion los estados de
Coahuila y Durango, donde se desarrolla una produccién anual de 115,000 t
(SAGARPA, 2008). En Baja California Sur (BCS), la produccion anual para el 2017
fue de 6,095 t, ocupando con ello el décimo sitio nacional en produccion, donde la
ciudad de La Paz; su cabecera municipal, fue el principal productor con 5,100 t,
continuando el municipio de Comondu con 758 t y quedando en tercer lugar el
municipio de Los Cabos con 236 t (SIAP, 2017).



1.2 Los virus, importantes fitopatégenos

El cultivo agricola de frutos y hortalizas, dia con dia enfrenta nuevos retos de
produccion que se ven mermados por diferentes problemas entorno al ambiente
donde se desarrollan (Canto et al., 2009). De los anteriores, uno de los mas
importantes a los que se afrontan, son las enfermedades a consecuencia de un
agente fitopatdogeno (que incluyen a las bacterias, hongos y a los virus); es decir,
aquel que genera un desajuste en el desarrollo normal del cultivo (Apablaza, 1999;
Obregoén, 2017). En este contexto; de acuerdo a los resultados reportados por
Anderson et al. (2004), los virus son el agente fitopatogénico que causa la mayor
cantidad de enfermedades en los cultivos, debido principalmente a dos factores; el
primero, la eficiencia genética del genoma viral para infectar al huésped; vy

segundo, por la abundancia y distribucion de los vectores de diseminacion.

Los virus son entes compuestos por acidos nucleicos; tanto los hay de
acido desoxirribonucleico (ADN), como de los hay de acido ribonucleico (ARN).
Para ambos tipos de virus, existe una membrana o capa proteica que resguarda
dicho material genético conocida como capside, y que, en el caso especifico de
los virus de ARN, pueden presentarse sin ella, siendo conocidos como viroides;
los cuales, hasta la fecha unicamente se han identificado en infecciones en
plantas (Hull, 2002). Es importante decir que los virus solo se propagan en células
vivas, de forma parasitaria y obligada, desarrollando en el huésped deficiencias
fisiologicas (enfermedades) que tienden a confundirse con otros desordenes
metabdlicos del organismo en cuestion, y en el caso especifico de los virus de
plantas, tienden a ser los responsables de considerables pérdidas en la calidad,
cantidad y valor comercial de los cultivos agricolas, a nivel mundial (Brown et al.,
2011; Gergerich y Dolja, 2006).

Dentro del grupo de los virus de ADN que cada vez afectan a mas cultivos
vegetales de alto valor econémico, se encuentran los begomovirus (género,
Begomovirus) (Adams et al., 2013; Wu et al., 2020).



1.3 Contexto regional

En BCS; Holguin et al. (2003), publicaron el primer reporte de infecciones
begomovirales; aun sin caracterizar para ese entonces, que marcaron un inicio en
la identificacion y caracterizacion de infecciones de este tipo, en cultivos agricolas
de la familia de las solanaceas (Solanaceae) en dicha region. En afios posteriores,
se han documentado nuevas infecciones begomovirales; sencillas y mixtas, donde
el caso mas reciente es el del Squash leaf curl virus (SLCuV) en cultivos de

cucurbitaceas (Medina-Hernandez et al., 2019; Vargas-Salinas et al., 2019).

Con base en lo anterior, el presente trabajo busca identificar al fitopatégeno
causante de sintomas presuntivamente relacionados a una infeccién begomoviral,

en cultivos de meldn de BCS, para su posterior caracterizacion molecular.

2. ANTECEDENTES

2.1 Geminivirus, importancia y caracteristicas generales

2.1.1 Importancia general

El primer reporte de aparicion de sintomas relacionados a una muy probable
infeccion por geminivirus data del siglo XIX, reportandose inicialmente en plantas
del continente africano (Fuller, 1901; Warburg, 1894). Para inicios del afno de
1990, a los geminivirus no se les consideraba un peligro potencial, por la poca
informacion que se tenia de ellos y sus localizaciones de identificacion tan
remotas; e incluso, por un tiempo parecieron ser un posible modelo de estudio
para evaluar el comportamiento de ciertos genes en las plantas huésped, sin
embargo, rapidamente esta percepcion cambio radicalmente al irse identificando
mas casos de infecciones por geminivirus en diversos cultivos vegetales de todo el
mundo, con consecuencias devastadoras (Fauquet y Thouvenel, 1977; Legg vy
Fauquet, 2004; Moffat, 1999).



Los geminivirus (Geminiviridae) forman parte de una de las familias viricas
mas abundantes en el mundo vegetal, por el numero de virus aislados en plantas
(monocotiledoneas y dicotiledéneas) (Fauquet et al., 2008). Ademas, se les
atribuye una considerable cantidad de casos de infeccion en cultivos agricolas de
amplio valor econémico alrededor del mundo, que han mermado en gran medida
las cosechas de los mismos, y generando con ello, un foco de alarma para la
seguridad agroalimentaria de las zonas subtropicales y tropicales en muchos de
los paises en vias de desarrollo, desde hace mas de 60 afos (Bernardo et al.,
2013; Rybicki y Pietersen, 1999).

2.1.2 Sintomas de la enfermedad

En una planta huésped con infeccion geminiviral, se pueden observar los
siguientes sintomas de manera general: una reduccion de crecimiento; tanto de la
planta como del producto (fruto u hortaliza), un claro amarillamiento foliar y un

tipico enroscamiento o rizado de las hojas (Marwal et al., 2014).
2.1.3 Morfologia genémica y taxonomia

La particula infectiva completa de un geminivirus; o virion, esta conformada por
una estructura icosaédrica doble (gemela, pero no completamente simétrica),
también conocida como particula geminada. La anterior, tiene una medida
aproximada; en nanémetros (nm), de 22-38 nm, con una cubierta compuesta por
110 subunidades morfoldgicas de proteinas; ordenadas en 22 capsomeros, que en
su interior contienen la informacion genética del virus (genoma), la cual esta
integrada por una unica cadena de ADN monocatenario (de cadena sencilla;
ADNCcs) circular de aproximadamente 2.5 kilobases (kb); en el caso de geminivirus
de un solo componente (monopartitas), o bien por dos cadenas de ADNcs, con un
tamano de = 5.2 a 5.6 kb, para geminivirus de dos componentes (bipartitas)
(Hamilton et al., 1983; Zerbini et al., 2017; Zhang et al., 2001). Por esto ultimo, los



geminivirus estan organizados en el grupo II; con base en la clasificacion de virus

de Baltimore, el cual unicamente comprende virus de ADNcs (Baltimore, 1971).
2.1.4 Especies en la familia Geminiviridae

La familia Geminiviridae se clasifica taxondmicamente con base al rango de
infeccion (hospederos), los componentes de su genoma (mono o bipartita),
posibles relaciones entre secuencias y a su vector de propagacion (membracidos,
cicadélidos, afidos y aleurddidos); delimitandose en la actualidad en nueve
géneros: Begomovirus, Becurtovirus, Capuavirus, Curtovirus, Grablovirus,
Eragovirus, Mastrevirus, Topocuvirus 'y Turncurtovirus, de los cuales se derivaron;
hasta el afio 2019, mas de 440 especies, y la cuenta se prevé siga creciendo
(Brown et al., 2012; Dominguez-Duran et al., 2018; Yang et al., 2019).

El género Begomovirus, es el que cobra mayor importancia econémica, por la
cantidad de cultivos agricolas dicotiledoneos de importancia comercial afectados y
por ser el género con el mayor numero de especies que coexisten dentro de la

familia Geminiviridae (Rojas et al., 2005).

2.2 Begomovirus

2.2.1 Caracteristicas basicas

En el género Begomovirus; cuyo nombre se deriva de la especie Bean golden
yellow mosaic virus (BGYMV) (Faria et al., 1994; Garrido-Ramirez et al., 2002), se
encuentran los unicos virus de plantas cuyo genoma de ADNCcs, puede estar
compuesto por una estructura monopartita, o bien de forma bipartita, dentro de la
familia Geminiviridae (Brown et al., 2015); previamente descrita, y en la cual se
presentan un total de 596 especies reportadas por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en ingles), hasta el afio 2020, en su
base de datos.



Su vector de propagaciéon es el insecto cosmopolita, Bemisia tabaci
(Gennadius); coloquialmente conocida como mosquita blanca, un aleurddido
(Hemiptera: Aleyrodidae), que pertenece a un complejo de especies
morfologicamente indescriptibles (criptico) (Castillo et al., 2011; Costa, 1965; De
Barro et al., 2011; Gilbertson et al., 2015; Gutierrez et al., 2013; Lian-Sheng et al.,
2006). La infeccion es unicamente mediante el vector; es decir, circulativa y no
propagativa (Bedford et al., 1994; Brown y Czosnek, 2002; Ghanim et al., 2007),
desarrollando en el organismo huésped sintomas tipicos de una infeccién
geminiviral, entre los que destacan un moteado y amarillamiento foliar, enroscado;
rizado o enchinamiento de las hojas, ademas de importantes retrasos en el
desarrollo de las plantas y sus productos (Agrios, 2005; Chang et al., 2010). Por lo
anterior, los begomovirus se consideran una de las amenazas mas importantes
para los cultivos agricolas de amplia cuantia comercial en todo el orbe, pero en
especial en regiones tropicales y subtropicales, donde generalmente se cultivan
todo tipo de solanaceas y cucurbitaceas, entre muchas otras, cuya importancia

agroalimentaria es muy valorada (Kumar et al., 2011; Zhang et al., 2001).

2.2.2 Organizacion genémica

Los begomovirus bipartitas; estructurados en dos componentes de ADNcs circular,
tienen la denominacion de ADN-A (componente A) y ADN-B (componente B);
respectivamente, donde cada componente tiene un tamafio de = 2.6 kb a 2.8 kb,
para constituir un genoma total de = 5.2 a 5.6 kb (ICTV, 2020; Lozano et al., 2016;
Rybicki y Pietersen, 1999). El componente A, contiene toda la maquinaria genética
para crear viriones infectivos dentro del huésped, sin embargo, carece de los
componentes de movimiento que le facilitaran propagarse en el organismo
huésped, los cuales son aportados por el componente B. En el caso, de los
begomovirus monopartitas, toda su maquinaria virica se encuentra en un solo
componente de ADNcs de un tamano variable de entre = 2.7 kb a 3.0 kb
(Lazarowitz, 1992).



Para ambos tipos de begomovirus; mono o bipartita, existe una regidn
intergénica (IR, por sus siglas en inglés), de = 300 nucledtidos (nt), que separa a
las unidades de transcripcion o marcos de lectura abierto (ORF’s, por sus siglas
en inglés). En la region IR, se resguarda una secuencia nucleotidica conservada;
TAATATT/AC, la cual esta presente en todas las especies de la familia
Geminiviridae (Laufs et al., 1995). Igualmente, en la IR, se localiza una secuencia
de 30 nt que; dependiendo de ciertas condiciones termodinamicas, forma una
horquilla basta en los nucleétidos G y C en el tallo, mientras que en el asa se
conforma por una secuencia conservada de Ay T, que contempla al sitio del inicio
de la replicacion (ori) (Fig. 1) (Seal et al., 2006). Especificamente, en los
begomovirus bipartitas, existe la presencia de una region comun (CR, por sus
siglas en inglés), que comprende una secuencia de 200 nt, la cual es idéntica
unicamente entre los componentes A y B, de cada especie begomoviral (Fig. 1a)
(Hanley-Bowdoin et al., 1999).

2.2.2.1 Componente A, ORF’s begomovirus bipartita

En el caso de los begomovirus bipartita, el componente A, presenta de cinco a
seis ORF’s con sentido bidireccional; donde cuatro son en sentido complementario
(C) y uno o dos, en sentido del viridon (V). Los primeros; C, estan conformados por
los genes AC1 (codificante de la proteina Rep; elemental para la replicacion viral),
AC2 (codificante de la proteina TrAP; responsable de la iniciacién de la
transcripcion), AC3 (codificante de la proteina REnN; cuya accion es potencializar la
accion de Rep) y AC4 (codificante para una proteina involucrada directamente con
la eficiencia de infeccidn o patogenicidad) (Arguello-Astorga et al., 2004; Bisaro,
2006; Fontes et al, 1994). Los ORF’s V, son representados por el gen AV1
(codificante de la proteina CP; vital para una transmision viral exitosa del vector al
huésped, pues es la encargada de la estructuracion de la capside) (Briddon et al.,
1990; Sunter et al., 1990). En algunos casos, existe la presencia del gen AV2 en
begomovirus bipartitas, la cual esta involucrada en procesos del movimiento viral
(Sanderfoot y Lazarowitz, 1996) (Fig. 1b).



2.2.2.2 Componente B, ORF’s begomovirus bipartita

El componente B es el encargado del éxito en una infeccion begomoviral
sistémica; en el caso de los begomovirus bipartitas, y se estructura por dos ORF’s.
El gen BC1, que codifica para la proteina del movimiento begomoviral en las
células huésped (MP, por sus siglas en inglés) y el gen BV1; que codifica para la
proteina de lanzadera nuclear (NSP, por sus siglas en inglés), la cual es el vinculo
de transporte entre el nucleo y el exterior; citoplasma celular, del componente viral
(Noueiry et al., 1994) (Fig. 1b).

2.2.2.3 ORF’s begomovirus monopartita

Los ORF’s en el caso de un begomovirus monopartita, son practicamente los
mismos que los descritos para el componente A de un begomovirus bipartita, con
la diferencia de que, en este caso, los genes de movilidad; BC1 y BV1, del
componente B de un begomovirus bipartita, se encuentran englobados en el gen

V2 del begomovirus monopartita (Briddon et al., 2003) (Fig. 1a).



MONOPARTITA

Clo

C3 o REn

BIPARTITA

ADNcs-A
ACI AV]
O Rep AC2 oCP
o TrAP

o NSP

Figura 1. Organizacién gendmica basica de los begomovirus. Donde a) representa
el sentido de los ORF’s, de un genoma begomoviral monopartita, b) representa el
sentido de los ORF’s, de un genoma begomoviral bipartita. Modificado de Seal et
al., 2006.

2.2.2.4 Satélites

Existen también dos componentes auxiliares asociados a los begomovirus
monopartitas; aunque muy esporadicamente también a begomovirus bipartitas,
conocidos como satélites y cuya estructura es de ADNcs y de un tamarfo
aproximado de 1.4 kb, teniendo una denominacién actual de alfa satélites y betas
satélites (Briddon y Stanley, 2006; Romay et al., 2010). Su asociacién es del tipo
promiscua, puesto que se les ha identificado en asociaciones con multiples
begomovirus en un mismo huésped, durante infecciones begomovirales mixtas
(Saunders et al., 2008).



10

Los primeros, alfa satélites, poseen los genes necesarios para su
replicacion, pero de forma muy similar al componente A de un begomovirus
bipartita, carece de lo necesario para su desplazamiento en el huésped, por lo que
generalmente se le ha identificado en una asociacion parasitaria a begomovirus
monopartitas, para el uso de sus genes de movilidad durante los procesos de
replicacion de ambos componentes (Nawaz-ul-Rehman et al., 2012). Por otra
parte, los beta satélites, son totalmente dependientes al organismo auxiliador,
aunque por esto mismo; durante los procesos de replicacion, tienden a ser mas
probables los eventos de recombinacion entre este componente con su auxiliador
(Zhou, 2013).

Su funcion, no es completamente clara, sin embargo, se tienen registros de
su papel como potencializadores de infecciones begomovirales, estando
involucrados en procesos de supresion de las defensas del huésped, mediante
mecanismos de silenciamiento génico, ademas de jugar un papel coadyuvante en
la mejora de la replicacion viral y, por ende, desarrollando sintomas de infeccion
en el huésped mas agresivos a los reportados en su ausencia (Yang et al., 2011;
Zhou et al., 2003).

2.2.3 Replicacion

Los begomovirus ingresan a la planta huésped al ser transportados por su vector;
B. tabaci, el cual los inocula en el floema de la planta durante su alimentacién
(Ghanim y Czosnek, 2000; Tiwari et al., 2013). Luego, mediante interacciones
proteinicas entre la capside del viridbn y el citoplasma huésped, el virus se
introduce al nucleo de la célula infectada; previamente que se separé de su
capside protectora, ingresando unicamente el ADNcs viral, dando comienzo a su
multiplicacion mediante el uso de la maquinaria enzimatica del huésped; que
incluye el uso de ADN polimerasa, ARN polimerasa Il e histonas (Rana et al.,
2012). Con lo anterior, el virus puede prepararse para su replicacion al convertirse
en ADN de cadena doble (ADNcd), con el cual se forman trece nucleosomas para

dar inicio a la transcripcion del virus (Gutierrez, 2000).
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La sintesis de las proteinas virales inicia partiendo con la proteina Rep, la
cual da lugar a un proceso de duplicacion de los cromosomas virales en la célula
huésped, que induce la replicacion de un nuevo ADN viral (Hamilton et al., 1983;
Preiss y Jeske, 2003). En este ultimo proceso, también se activa la sintesis de la
proteina REn, para potencializar el proceso de replicacién en conjunto con la
proteina Rep. Después de un tiempo Rep se une a su ORF de origen, en su region
promotora, bloqueando con ello su transcripcién. Con ello, se activan en cadena
las proteinas TrAP, CP y NSP, respectivamente. Donde la primera; TrAP, moviliza
la transcripcion de CP, y esta a su vez, se da a la tarea de encapsular a los
nuevos virus de ADNcs para formar nuevos viriones, mientras que NSP se
encargara del traslado del ADNcs nuevo del nucleo al citoplasma celular, donde
en conjunto con la proteina MP, redirigira al virus en toda la planta huésped; es
decir, desarrollara una infeccion sistémica (Hanley-Bowdoin, 1999; Shung vy
Sunter, 2007; Pooggin, 2013).

La replicacién begomoviral puede llevarse a cabo de dos formas; la primera, es
conocida como la replicacion por circulo rodante (ACR, por sus siglas en inglés),
es un tipo de replicacion que inicia partiendo del ADNcd recién sintetizado,
especificamente en la region IR, luego la proteina Rep da inicio a la activacion de
la hidrolisis y ligacion de la secuencia TAATATT/AC, dando lugar a la formacion de
ADN lineal que sirve como molde para la sintesis de una nueva cadena (Jeske,
2001). La segunda forma se conoce como replicacion dependiente de
recombinacion (RDR), se presenta al iniciarse la replicacién begomoviral, donde
moldes de ADNCcs viral; incompletos, interactian con ADNcd virales cerrados; en
sitios homélogos, esto genera un proceso de recombinacion homdloga que origina
un tipo de horquilla-bucle, que sirve como modelo para la generacion de nuevo
ADN viral (Preiss y Jeske, 2003).

2.2.4 Pseudorecombinaciéon y recombinacion
Los virus se multiplican dentro del nucleo de las células de las plantas a las que

infectan con el uso de su maquinaria de replicacion; que incluye a diversas
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proteinas y enzimas, por lo que la generacién de variaciones genéticas en el
ADNcs de los begomovirus es altamente probable, traduciéndose en posibles
pseudorecombinaciones y recombinaciones. Aunado a lo anterior, también se
debe tomar en cuenta a la creciente propagacion de los begomovirus por la amplia
distribucion de su cosmopolita vector; B. tabaci, pues se ha documentado la
relacion directa entre estos ultimos, con los cada vez mas frecuentes reportes de
infecciones begomovirales mixtas que, sin duda, enriquecen el material genético
con el que se pueden generar nuevas recombinaciones por homologia en el
huésped al que infectan (Gutierrez et al., 2004; Rybicki, 2000).

2.2.4.1 Pseudorecombinacién
Se habla de una pseudorecombinacion cuando se presenta una interaccion del

material génico; entre los componentes A y B de un begomovirus bipartita (en la
mayoria de las veces), que se traduce en un intercambio intercromosémico. En
este tipo de recombinacion las proteinas que juegan el papel mas importante;
hasta donde se ha reportado, son REn y TrAP, ademas de unas entidades o
zonas de la IR, poco estudiadas, conocidas como iterones (Stanley, 1985; Ramos,
2003).

Un caso muy particular de pseudorecombinacion fue reportado por
Chakraborty et al. (2003), donde se describe la evolucién de un begomovirus
mono partita a bipartita, por un presuntivo evento de recombinacidén entre su unico

ADNCcs con el componente B, previamente alojado en la planta huésped.

2.2.4.2 Recombinacion
La recombinacion y la evolucion begomoviral en definitiva son temas que siempre

irAn de la mano ya que, sin la primera, la gran diversidad de especies dentro del
género Begomovirus que actualmente existe, no seria posible (Padidam et al.,
1999). Solo para hacer una breve contextualizacion, basta con comparar el
numero de especies begomovirales reportado por Zerbini et al. (2017), donde se
document6 la existencia de poco mas de 360 especies begomovirales, pero

actualmente; en el afio 2020, el ICTV tiene un registro con mas de 590 especies
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begomovirales. Lo anterior tiene base en la siguiente concepcion, una
recombinacion se presenta cuando un fragmento nucleotidico de un begomovirus;
y durante el proceso de su replicacion, se une al ADNcs de otro de diferente
especie o, dicho en otras palabras, la recombinacion begomoviral se da cuando

existe un intercambio extracromosémico (Preiss y Jeske, 2003; Seal et al., 2006).

Como ejemplo de una recombinacion entre los componentes A de dos
begomovirus de diferente especie, Zhou et al. (1997), reportd la aparicion de una
nueva especie begomoviral en Uganda (Africa), producto de la recombinacion
entre el African cassava mosaic virus (ACMV) y el East African cassava mosaic
virus (EACMV). Esto ultimo, también aplica en el caso de los componentes 3 0
beta satélites; particulas muy poco estudiadas en los begomovirus, que sirven
como coadyuvantes en la replicacion de los begomovirus monopartitas (Briddon et
al., 2001), tal y como previamente han reportado Saunders et al. (2001), en sus
estudios en la identificacion de recombinaciones entre begomovirus bipartitas y

beta satélites.

2.2.5 Begomovirus en BCS

Como previamente se ha descrito, las infecciones begomovirales se pueden
localizar en cualquier zona donde su vector; B. tabaci, se encuentre y BCS no es
la excepcion, pues a la fecha se tienen identificados y publicados por lo menos
dos casos de infecciones begomovirales sencillas en diferentes cultivos de la
region, el primero fue atribuido al Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) (Holguin-
Pefia et al., 2003), y el segundo a el Pepper golden mosaic virus (PepGMV)
(Holguin-Pena et al., 2004). Infectado a plantas de tomate (Solanum lycopersicum

L.) y chile (Capsicum annuum L.).

Igualmente se han versado; por o menos, tres casos de infecciones mixtas
begomovirales en BCS, donde: el primer caso fue documentado por Cardenas-
Conejo et al. (2010), reportando una coinfeccidén en plantas de chile por parte del

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y el ToChLPV. El segundo incidente, fue el
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publicado por Lebsky et al. (2011), donde se asoci6 una enfermedad en plantas de
tomate y chile, a una coinfeccién entre un fitopatdgeno ajeno a la familia
Geminiviridae, conocido como fitoplasma (Candidatus Phytoplasma), y un
begomovirus. El tercer y mas actual, es el reportado por Vargas-Salinas et al.
(2017), donde al igual que el anterior, se document6 que la causa de una
enfermedad particular en cultivos de calabacita (Cucurbita pepo L.), se atribuia

una coinfeccién entre un fitoplasma y el SLCuV.

2.3 CuLCrV, caracteristicas generales del begomovirus y de la enfermedad

que desarrolla en cultivos de cucurbitaceas

2.3.1 Primera identificaciéon y caracteristicas basicas

El virus de la hoja arrugada de cucurbitaceas, Cucurbit leaf crumple virus
(CuLCrV), es un begomovirus bipartito que se encontrd por primera vez en 1998
en el Imperial Valley; California, Estados Unidos de América (USA, por sus siglas
en inglés), especificamente en cultivos de sandia (Citrullus lunatus L.) vy

posteriormente; en el verano de 1999, en cultivos de meldon (Guzman et al., 2000).

Cuando fue secuenciado por primera vez, se le relaciond directamente con
el Tomato severe leaf curl virus (ToSLCV) y el SLCuV, sin embargo, durante el
analisis de identificacion molecular; que incluia una comparacion de la secuencia
nucleotidica y un posterior analisis filogenético con respecto a otros begomovirus
tipicos de esa regidon, se demostro que si bien existia cierta correlacion y
parentesco, la secuencia correspondia a un nuevo begomovirus; con base en los
criterios ICTV de aquel tiempo y los actuales (Brown et al., 2015), el cual fue

nombrado por Guzman et al. (2000) como el CuLCrV.

El CuLCrV, fue catalogado presuntivamente como un recombinante o un
pseudorecombinante del SLCuV; desde su primer descubrimiento, pero hasta ese
momento no se obtuvieron datos contundentes para asegurar esto ultimo (Brown
et al., 2002), ya que para ese entonces solo fue posible una identificacion parcial

del nuevo begomovirus, pues se carecia de un analisis mas profundo sobre
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caracteristicas moleculares y filogenéticas que dieran sustento al nuevo hallazgo.
No fue, hasta el afio 2008, con base en los resultados reportados por Hagen et al.
(2008a, 2008b), que se logré caracterizar a CuLCrV, como un begomovirus
bipartita. Donde se reporté que la secuencia nucleotidica para su componente A
era de 2,632 nt; con cinco ORF’S, mientras que el tamafo para su componente B
fue de 2,600 nt; con dos ORF's. El cual al igual que los demas begomovirus de la
familia Geminiviridae, presentd la secuencia conservada TAATATT/AC en la

region IR.

Es importante mencionar que con base en lo publicado por Brown et al.
(2002), se tiene un antecedente de identificacion de un begomovirus en el estado
de Arizona, E.U.A.; practicamente similar a CuLCrV, el cual fue nombrado como
Cucurbit leaf curl virus (CuLCV). CuLCV, fue caracterizado en dos componentes;
Ay B, donde A presento un tamano de 2632 pares de bases (pb), mientras que B,
presento una secuencia de 2601 pb. Actualmente este virus es reconocido por el

ICTV como un aislado del CuLCrV; es decir, el mismo virus.

2.3.2 Sintomas de la enfermedad generada por CuLCrV

Los sintomas de infeccion a causa del CuLCrV dependen del huésped al que
infecta y del tiempo de vida del mismo al momento de la infeccidén, aunque
generalmente las cucurbitaceas son las mas susceptibles a desarrollar sintomas,
los cuales incluyen un retraso en el crecimiento de hojas y frutos, y deformacién,
clorosis, engrosamiento y rugosidad de las hojas, ademas de un moteado suave;
tanto en hoja como en fruto, con variaciones de colores entre verde claro y
amarillo (Fig. 2) (Hagen et al., 2008a).
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Figura 2. Hojas de calabacin (Cucurbita pepo L.) con presencia de sintomas por
infeccion con CuLCrV. Se observa una corrugacion de las hojas y un suave
moteado en su coloracién (Webb et al., 2008).

2.4 Eventos de infeccién por CuLCrV reportados

Desde 1998; cuando se detectd por primera vez la presencia del CuLCrV, hasta la
fecha, unicamente se han reportado casos de infeccién por CuLCrV en América
del norte, donde los paises afectados han sido USA (California, Arizona, Texas,
Florida y Georgia) y México (Coahuila) (Hagen et al., 2008a; Torres-Pacheco et
al.,, 1996). Los anteriores, han sido principalmente en cultivos de calabazas,
sandia, melon (cucurbitaceas), pero también se han documentado casos de
infeccion en frijol (Phaseolus vulgaris L.); una leguminosa, en el condado de
Hendry (Florida, USA) en diciembre de 2007 y febrero de 2008 (Akad et al., 2008).
Este ultimo reporte, nos da una idea de la plasticidad genédmica del CuLCrV para
adaptarse a nuevos huéspedes; y no exclusivamente a cucurbitaceas, por posibles
eventos de recombinacion, como lo documentan los resultados publicados por
Dominguez-Duran et al. (2018), al inferir en una posible pseudorecombinacion del
CuLCrV con del SLCuV.
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3. JUSTIFICACION
En BCS, se ha detectado la presencia de sintomas presuntivamente relacionados
a una infeccibn begomoviral en hojas de melén, entre los que destacan una
evidente clorosis, rugosidad y enchinamiento de sus hojas, ademas de existir la
presencia de mosquita blanca en dicho cultivo. La sospecha anterior es con base
en el historial de infecciones begomovirales previamente reportadas en el estado,
por ende, surge la necesidad de esclarecer si dicha afeccion corresponde
propiamente a una infecciébn begomoviral previamente reportada, o una nueva,
pues una vez identificado y caracterizado el virus, nos podra brindar informacion
importante sobre su estructura gendmica para identificar un posible origen y
relacion de recombinacion con begomovirus reportados en BCS; o fuera del
estado, que ampliaria los registros de infecciones en la regién, para futuras

identificaciones tempranas del patégeno.

4. HIPOTESIS
La enfermedad que ocasiona un amarillamiento y enchinamiento de las hojas del
meldn es causada por un agente begomoviral, debido a los sintomas observados y
a la presencia del vector; B. tabaci, en cultivos de melén de BCS. Por ende, una
vez identificado el fitopatdégeno, se dilucidaran sus caracteristicas genémicas para
inferir sobre sus posibles ancestros, su posicion filogenética con otros

begomovirus en BCS; e identificar con ello, un posible evento de recombinacion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Identificar y caracterizar molecularmente al virus responsable del amarillamiento y

enchinamiento de las hojas de melén en muestras de BCS.

5.2 Objetivos especificos
Objetivo 1. Identificar molecularmente al virus causante del amarillamiento y

enchinamiento de las hojas de melén en muestras de BCS.
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Objetivo 2. Caracterizar el genoma del virus identificado con herramientas de la

biologia molecular y de la bioinformatica.

Objetivo 3. Evaluar un posible evento de recombinacién entre el begomovirus

identificado y begomovirus relacionados al mismo; geografica y genéticamente.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Zona de estudio, colecta y manejo de muestras

Las muestras se recolectaron en la zona sur del estado de BCS, el 23 de junio del
2015, en un campo de cultivo comercial de melén establecido a campo abierto en
El Pescadero; un pequeno ejido en el municipio de La Paz, ubicado en las
coordenadas geograficas 23°22'40.83"N, 110°11'12.20"0.

Se tomaron muestras de plantas de meléon que mostraron los sintomas
caracteristicos a una infeccidbn begomoviral en cucurbitaceas, aunado a la
presencia de mosquita blanca en sus alrededores. Los criterios de seleccién de
muestras se basaron en la deteccion de sintomas como: amarillamiento de hojas,
retraso generalizado del crecimiento, deformacién de las hojas, rugosidad foliar y
malformacion de frutos. Se obtuvieron muestras de hojas de las plantas de melén
que cumplian con el criterio anterior;, ademas de muestras de plantas
asintomaticas o sanas, principalmente de hojas préximas al meristemo apical, se
recolectaron 30 muestras. Cada muestra fue colocada en un tubo Eppendorf de 2
mL con etanol al 70%, debidamente etiquetado. Los tubos se trasladaron al
laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste,
S. C.(CIBNOR) en wuna hielera, para almacenarse a 4°C y procesarse

posteriormente.

6.1.1 Extraccion de ADN genémico total de plantas de melén
Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico (ADNg) del tejido de plantas de melén
sintomaticas y asintomaticas colectadas, por medio del método CTAB (Bromuro de

cetiltrimetilamonio) disefiado por Doyle (1991), y modificado por Monsanto
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Biotechnology Regulatory Sciences (2004), con sus respectivos ajustes indicados
a continuacién. Es importante aclarar que el siguiente procedimiento fue para cada

una de las muestras colectadas, usando material previamente esterilizado.

Se colocaron aproximadamente 50 mg de tejido vegetal de interés en un
mortero y se pulverizaron con ayuda de nitrégeno liquido. Lo anterior se transfirié
a un tubo eppendorf. Se afiadieron 500 uL de buffer CTAB (10 g CTAB, 50 mL de
Tris HCI 1 M pH 8.0, 20 mL EDTA 0.05 M pH 8.0, 140 mL NaCl 5 M y 290 mL
H20), 10 yL de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA) y 1.5 uL de Proteinasa K
(Thermo Scientific, USA). Se agité e incubd la muestra en agua a 55°C por una
hora. Luego se afiadieron 1.5 yL de ARNasas (Thermo Scientific, USA), se
agitaron e incubaron a 37°C por quince minutos. Se afadieron 500 uL de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1 (Sigma-Aldrich, USA). Se centrifugo la
muestra a 12,000 RCF (fuerza centrifuga relativa) por siete minutos y se transfirié
la fase acuosa o sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo, al que se le afadieron
0.08 vol. de acetato de amonio 7.5 M y 0.58 vol. de isopropanol a 20°C, se agité e
incubo a -20 °C toda la noche. Luego; el tubo con su contenido, se centrifugo por
tres minutos a 12,000 RCF, se descarté el sobrenadante, y se lavo la pastilla
obtenida con 700 uL de etanol al 70%, se centrifugd por un minuto a 12,000 RCF,
se descarté el sobrenadante y se dejo secar el pellet por quince minutos. Para
finalizar se resuspendié la pastilla en 100 yL de H20 destilada estéril y se

almacend a -20°C.

6.1.2 Evaluacion de la integridad del ADNg y visualizacion de los productos
obtenidos

Para medir la concentracion del ADNg y su pureza, se llevé a cabo la
cuantificacion de los productos obtenidos con el uso de un espectrofotometro,
NanoDrop One (Thermo Fisher, USA). Por otro lado, para la visualizacién del
ADNg obtenido; como para la visualizaciéon de posteriores productos obtenidos a
partir del mismo, se usé la técnica de electroforesis unidireccional; con ayuda de

una camara de electroforesis y su respectiva fuente de poder (Bio-Rad, USA), en
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una matriz de agarosa al 1% (Sigma-Aldrich, USA); bajo las siguientes
condiciones de corrida: 70 volts, por una hora en una solucion amortiguadora TAE
1X (Tris-HCI). Para lo anterior, los productos a visualizarse previamente se tifieron
con el intercalante de acidos nucleicos SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher,
USA); con base en las instrucciones del fabricante, como marcador de peso
molecular se usé 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher, USA). Por ultimo, para
documentar la técnica de electroforesis se usé un foto-documentador BioDoc-It
(UVP, USA).

6.2 Deteccion del virus causante de la enfermedad que ocasiona un

amarillamiento y enchinamiento de las hojas del melén

6.2.1 Deteccién de begomovirus en plantas de melén

Se utilizé la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa, punto final o
convencional (PCR, por sus siglas en inglés); usando el ADNg obtenido de las
plantas muestreadas, usando los pares de oligonucleétidos degenerados o de
amplio espectro, disefiados por Rojas et al. (1993): PAL1v1978- PAR1¢c496 y los
primers AV494-AC1048, disefiados por Wyatt y Brown (1996), (Tabla I). El primer
par amplifica una regién conservada en diferentes begomovirus que codifican para
la proteina IR, amplificando un fragmento de 1.4 kb para begomovirus
monopartitas o un fragmento de 1.1 kb en el caso de ser un begomovirus bipartita.
La deteccién de la proteina CP, se llevé a cabo usando a los oligonucledtidos
AV494 y AC1048 (Tabla I); alineados a la region conservada del gen que codifica
esta proteina, amplificando un fragmento de 550 pb. Los productos obtenidos se

enviaron a secuenciar por el método de Sanger (GENEWIZ, USA).
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Tabla I. Oligonucledétidos degenerados utilizados para deteccion inicial de diversas
especies de begomovirus.

Oligonucleétidos Regién del Fragmento Temperatura Referencia
genoma a esperado en pb de
amplificar alineacioén en
°C
PAR1c496
CRyAC1 =1100 55 Rojas et al., 1993
PAL1v1978
AC1048 Wyatt y Brown,
AV494 AV1 ~550 60 1996

6.2.2 Alineamiento del genoma viral de plantas que resultaron positivas a

infeccion begomoviral

Después de obtener los resultados de la secuenciacion de los productos de PCR
con los oligonucledtidos degenerados, estos se depuraron (limpieza y seleccién se
secuencias sin perturbaciones) mediante el software informatico MEGA 7 (Kumar
et al., 2016), posteriormente se analizaron mediante un analisis de alineamiento
local (BLAST, por sus siglas en inglés) (Lobo, 2008) del Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).
6.3 Identificacion molecular del CuLCrV

6.3.1 Amplificacion por circulo rodante del CuLCrV

Las muestras que se identificaron como positivas a una infeccion begomoviral;
especificamente aquellas con alto porcentaje de identidad para CuLCrV, fueron
seleccionadas, para que partiendo del ADNg de estas ultimas se realizara la
técnica de ACR, con base en las instrucciones del fabricante, usando el kit
comercial TempliPhi GE Healthcare (Merck, Alemania) que utiliza la ADN
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polimerasa del bacteriéfago Phi29 para amplificar exponencialmente ADN circular;

correspondiente en nuestro caso al ADN de un begomovirus.

6.3.2 Deteccion del genoma Ay B del CuLCrV

Partiendo del producto de ACR obtenido y usando oligonucleétidos especificos
para CuLCrV; disefiados por Hagen et al. (2008), para la identificacion del genoma
A y genoma B, se realizd la deteccion de los fragmentos correspondientes
mediante el uso de la técnica de PCR con los cebadores CuLCrVA-EcoRI-V y
CuLCrVA-EcoRI-C; para el genoma A, y CuLCrVB-Apal-V y CuLCrVB-Apal-C para
el genoma B (Tabla Il). EI tamafio del fragmento esperado para cada componente
0 genoma es de aproximadamente 2.6 kb. Lo anterior, usando como templado, los
productos de ACR previamente sintetizados. Ademas, para complementar lo
anterior; es decir, tener fragmentos de PCR que ayuden a la caracterizacién
completa del CuLCrV, también se usaron los primers SLCVA2295F-Xho-SLCV-R y
SLCVA2314R-Xho-SLCV-F (Lapidot et al., 2014); cebadores disefiados para la
identificacion de regiones parciales de las proteinas Rep, REn y TrAP. Los

productos obtenidos se enviaron a secuenciar.

Tabla Il. Oligonucledtidos especificos utilizados para la deteccién del CuLCrV.

Oligonucleétidos Regién del Fragmento Temperatura Referencia
genoma a esperado en pb de
amplificar alineacién en
°C
CuLCrVA-EcoRI-V
Genoma A, =~2600 51
CuLCrVA-EcoRI-C CuLCrV Hagen et
CuLCrVB-Apal-V al., 2008
CuLCrVB-Apal-C Gg’;‘i’gf\,& =2600 51
SLCVA2295F
Complementario a =~1500 55
Xho-SLCVR AC1, AC3 Lapidot et
SLCVA2314R al., 2014
i =1300 55
Xho-SLCVF Complementario a

AC2, AV1
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6.3.3 Alineamiento e identificacion del genoma A y B del CuLCrV

Todas las secuencias obtenidas del proceso de secuenciacién fueron depuradas
(limpiadas); es decir, se eliminaron regiones de mala calidad, secuencias
transponibles, y se confirmaron; cuando era posible, los nucledétidos identificados
con base en su electroferograma. Posteriormente, se procedio a la alineacion de
las secuencias; tanto de la cadena sentido, como de la cadena anti sentido, para
obtener una secuencia consenso; es decir, realizar el correcto alineamiento de las
secuencias para proceder a su ensamblaje. En nuestro caso, usando como
secuencia de referencia a la secuencia del CuLCrV; aislado en Arizona (USA),
para ambos genomas; A y B (Numero de acceso GenBank: AF256200.4 vy
AF327559.1, respectivamente), el cual fue el que mayor porcentaje de identidad
presentd con nuestra secuencia en analisis preliminares, empleando el software
bioinformatico MEGA 7 y para la comparacion de secuencias se realizé un analisis
por BLAST.

Posterior a lo anterior, sélo se procedié a trabajar con la secuencia
completa de ADN-A obtenida, la cual se alineo con dos aislados con mayor
relacion nucleotidica obtenida al CuLCrV aislado en BCS (Tabla Ill) utilizando el

algoritmo Clustal W implementado en MEGA?.

La identificacion del virus se realizé con base en la secuencia de ADN-A,
comparando porcentajes de identidad nucleotidica, siguiendo los criterios de

demarcacién para nuevas especies o variantes del ICTV (Brown et al., 2015).

Tabla lll. Secuencias nucleotidicas altamente relacionadas a la secuencia de
ensamble a identificar. Con Datos proporcionados por el ICTV.

Aislados del CuLCrV con mayor identidad Numero de acceso GenBank ADN-A

Cucurbit leaf crumple virus - Arizona AF256200.4

Cucurbit leaf crumple virus - California AF224760.2
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6.4 Caracterizacion molecular del CuLCrV

6.4.1 Identificacion de los ORF’s del genoma A del CuLCrV

Para ensamblar el genoma A del CuLCrV identificado; que a partir de ahora sera
denominado CulLCrV-BCS, e identificar sus ORF’s, se utilizé el software
bioinformatico Geneious; version R10.2.6. Los ORF s identificados se confirmaron
con el uso de la plataforma virtual del NCBI, ORFfinder.

6.4.2 Analisis comparativo de la identidad nucleotidica del CuLCrV-BCS, por
componentes

Ya identificados los ORF’s del CuLCrV-BCS, estos se compararon con los de
otros begomovirus indicados en la Tabla IV, con la finalidad de identificar similitud
nucleotidica, o bien, divergencias que pudieran relacionarse con posibles eventos

de recombinacion.

6.4.3 Ensamble de sitios unicos del corte del CuLCrV-BCS

Una vez que la secuencia consenso; obtenida tras su proceso de ensamblaje final,
fue completada y comprada con los virus de mayor identidad representativa; con
base en los datos del GenBank, e identificados los ORF’s del CuLCrV-BCS, se
procedié a generar un mapa grafico, donde se indicaron los sitios de cortes unicos
para el ADN del componente A, con ayuda del software de plasmidos ApE, v2.0.55
(Wayne-Davis, 2019).

6.4.4 Analisis filogenético del CuLCrV-BCS

Se llevd a cabo el analisis de distancias genéticas con la secuencia del CuLCrV-
BCS obtenida, con respecto a las secuencias con las que presentd mayor
similitud; con base en el analisis BLAST previamente realizado, ademas también
se compard a CuLCrV-BCS con la secuencia de otros begomovirus que afectan a
cucurbitaceas y solanaceas y, con las secuencias de otros begomovirus
reportados en el estado de BCS (Tabla IV).
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El analisis se realizd mediante un alineamiento multiple de las secuencias

completas del genoma A de cada uno de los aislados indicados en la Tabla IV, con

ayuda algoritmo Clustal W, y posteriormente se realizé un analisis de evolucion

nucleotidica; arbol filogenético o dendrograma, con el software bioinformatico

MEGA, por medio del método estadistico de maxima verosimilitud.

Tabla IV. Secuencias nucleotidicas utilizadas para la elaboracibn de un
dendrograma comparativo de genomas A de begomovirus relacionados a CuLCrV-
BCS. Datos proporcionados por el ICTV.

Begomovirus Acrénimo Numero de acceso, GenBank

Cucurbit leaf crumple virus CuLCrV AF256200
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV JX415191
Abutilon mosaic virus AbMV X15983
Bean calico mosaic virus BChv AF110189
Bean leaf crumple virus BLCrV KX857725
Bean yellow mosaic Mexico virus BYMMxV FJ944023
Cabbage leaf curl virus CabLCV U65529
Tomato chino La Paz virus ToChLPV AY339618
Cotton leaf crumple virus CLCrv AF480940
Pepper golden mosaic virus PepGMV us57457
Squash leaf curl virus, [MX-BCS- SLCuV MF187211
La Paz-16]

Squash mild leaf curl virus SMLCuV AF421552
Melon chlorotic leaf curl virus MCLCuV AY064391
Tomato yellow leaf curl virus TYLCV AJ489258
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6.5 Identificacidon de eventos de recombinacién

Para identificar posibles eventos de recombinacion de nuestra secuencia
ensamblada, se utilizé la informacion de las secuencias de la Tabla IV. Lo anterior
con el uso del software RDP4 (Martin et al., 2015); usando especificamente el
algoritmo BootScan, que permite diferenciar entre una recombinacién y/o la

reorganizacion del segmento del genoma evaluado.
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7. RESULTADOS

7.1 Zona de estudio

La colecta de muestras para la identificacion del agente causal de sintomas
presuntivamente relacionados a una infeccién begomoviral en hojas de meldn, se
llevd a cabo en un campo de cultivo a cielo abierto, en el poblado de El
Pescadero, La Paz, BCS (Fig. 3).
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Figura 3. Ubicacion geografica del area de estudio. Donde, A) Representa al
estado de BCS, México, B) Muestra la ubicacion los ejidos de Todo Santos y El
Pescadero, del municipio de La Paz, BCS y C) Delimita la zona de cultivo del ejido
de EI Pescadero, ubicado en las coordenadas geograficas 23°22'40.83"N,
110°11'12.20"0. Imagenes proporcionadas por Google Maps.
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7.1.1 Sintomas identificados para seleccion de muestras a estudiar

Mediante un analisis visual (cualitativo), se identificaron en las hojas de un cultivo
de meldn del ejido de ElI Pescadero, BCS, sintomas caracteristicos de una
infeccion begomoviral (Fig. 4), donde los cuadrantes B, C y D coinciden en mostrar
un moteado amarillo generalizado. El cuadrante D muestra deformacion vy
enchinamiento de la hoja, mientras que en el cuadrante B se muestra clorosis

avanzada. El cuadrante A, sirve como control de hojas teéricamente sanas de la

planta del melén.

ra 4. Hojas de melon muestreadas eel ejido de El Pescadero, BS, con

sintomas cualitativos, asociados a una infeccion begomoviral (Cortesia de Mayela
Vargas).

L
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7.2 Deteccion del virus causante de sintomas caracteristicos de una

infeccion begomoviral en cucurbitaceas

7.2.1 Deteccidn de la presencia de begomovirus

Al ADNg extraido de las hojas de plantas de meldn con sintomas presumibles de
una infeccidbn begomoviral, se le realizo una PCR correspondiente para la
deteccion preliminar de una infeccion begomoviral con los oligonucledtidos de las
proteinas CP e IR, obteniéndose amplificaciones de aproximadamente 550 pb y

1100 pb; respectivamente, como se observa Fig. 5.

CP1 CP2 CP3 M IRl IR2 IR3

10000 pb.

- ~ g -1100pt

Figura 5. Fragmentos obtenidos por PCR, usando los oligonucledtidos universales
para detecciéon de las proteinas CP (AV494 y AC1048) e IR (PAL1v1978 y
PAR1c496) de un begomovirus. Donde M representa al marcador de peso
molecular; en pares de bases (pb), y los carriles CP e IR; mas su numeral,
corresponden a las proteinas antes mencionados y al numero de muestra
evaluada respectivamente.
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7.2.2 Ensamble del genoma viral de plantas de melén que resultaron

positivas a una infeccién begomoviral

Con las secuencias nucleotidicas obtenidas de los fragmentos correspondientes a
las proteinas CP e IR por analisis de secuenciacion; depuradas y analizadas, se
detectd que las regiones previamente mencionadas tenian un alto porcentaje de
identidad (> 95 %) con el begomovirus bipartita CuLCrV.

7.2.3 Ampilificacién por circulo rodante del CuLCrV

Los productos obtenidos por el uso de la técnica de ACR; partiendo de las
muestras de ADNg positivas en la deteccion de begomovirus, son mostrados en la
Fig. 6.

M Al A2 A3
[ : _
==
ACR
10000 pb ‘ PR

Figura 6. Fragmentos obtenidos por ACR. Donde M representa al marcador de
peso molecular; en pares de bases (pb), y los carriles A1, A2 y A3 corresponden a
presuntivos genomas begomovirales completos y al numero de muestra evaluada
respectivamente.
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7.2.4 Deteccion de los genomas Ay B del CuLCrV en melén

Se muestran los productos de PCR de los genomas completos; A y B del CuLCrV,
a partir de los productos de ACR obtenidos anteriormente. Observandose los
fragmentos de las secuencias correspondientes, cuyo tamano aproximado fue de

2.6 kb para cada uno, como se puede ver en la Fig. 7.

M E1 E2 M Pl1 P2

’ - - -
== H‘H = g= =

k ! '1::&:!:F Ll

- W bt B = 42600 pb

Figura 7. Deteccion de fragmentos representativos a los genomas completos A 'y
B, del CuLCrV. Donde M representa al marcador de peso molecular; en pb, los
carriles con la letra E; y su respectivo numeral, corresponden a una amplificacion
del genoma A, y los carriles con la letra P; y su respectivo numeral, corresponden
a una amplificacién del Genoma B.

También se muestran los productos de la amplificacion por PCR para la
identificacion de regiones parciales de las proteinas Rep, REn y TrAP, del
begomovirus SLCuV, que también son homologas a otros begomovirus como el
CuLCrV (Fig. 8), para con ello obtener mediante el resultado de la secuenciacién
Sanger los fragmentos que nos permitieron el ensamble completo del genoma A
del CuLCrV en mel6n de BCS.
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M XF1 XF2 XF3 M XR1 XR2 XR3

10000 pb.

=1500pb # 4 m 4 W 8 =1300pb L T N ]

Figura 8. Productos de PCR obtenidos mediante el uso de los pares de
oligonucledtidos SLCVA2295F-Xho-SLCV-R (etiqueta XF) y SLCVA2314R-Xho-
SLCV-F (etiqueta XR). Donde M representa al marcador de peso molecular; en pb.

7.3 Identificacion molecular del genoma A completo e identificacion parcial

del genoma B del CuLCrV en meldén

7.3.1 Alineamiento del genoma Ay B del CuLCrV

Todas las secuencias nucleotidicas obtenidas como resultado de la secuenciacion;
con oligonucleodtidos de las proteinas CP e IR, como los posteriores; genomas
completos y parciales, fueron depuradas y ensambladas, como se describe en la
metodologia, dando como resultado una secuencia de 2650 nt, correspondiente al
genoma A del CuLCrV; denominado CuLCrV-BCS (Anexo A).

Para el caso del genoma B del CuLCrV, unicamente se logré obtener una

secuencia depurada de 887 nt (Anexo B).
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7.3.2 Identificacion del genoma A completo del CuLCrV en melén

Posterior al alineamiento del genoma A del CuLCrV, se identifico que el mayor
porcentaje de identidad nucleotidica de la secuencia ensamblada; CuLCrV-BCS,
fue exactamente del 92.28%, tanto con el CuLCrV; aislado en California (USA),
como con el CuLCrV; aislado en Arizona (USA), seguido por un porcentaje de
identidad variable de entre un 87.54% y un 87.17% con diferentes aislados del
SLCuV.

Con estos resultados, y con base en los criterios del ICTV (Brown et al.,
2015), la secuencia obtenida e identificada en el presente trabajo: CuLCrV-BCS, al
poseer un porcentaje de identidad >91% y <94% con respecto al CuLCrV; aislado

en Arizona (USA), se identifica y clasifica como una variante del mismo.

7.3.3 Identificacion parcial del genoma B del CuLCrV en melén

Como puede observarse en la Fig. 8, con base en los oligonucleétidos para la
amplificacion completa del genoma B del CuLCrV, se obtuvo un fragmento
correspondiente al tamafo esperado para el genoma B de =2600 pb (Hagen et al.,
2008a). Sin embargo, con la secuencia recibida; tras haberse realizado una
secuenciacion de la misma, unicamente nos permitié depurar y ensamblar 887 nt
del genoma B, la cual presentd un porcentaje de identidad del 92.33% con

respecto a su similar el CuLCrV; aislado en Arizona (USA), componente B.

7.4 Caracterizacion molecular del CuLCrV-BCS

Es importante aclarar que para fines de una caracterizacion molecular de los virus
pertenecientes a la familia Geminiviridae; y especificamente en el caso de los virus
bipartitas, unicamente se requiere de la identificacién del genoma completo del

componente A. Lo anterior bajo los criterios del ICTV (Brown et al., 2015).

7.4.1 Mapeo e identificacion de los ORF’s del CuLCrV-BCS
Partiendo de la secuencia nucleotidica ensamblada para CuLCrV-BCS; de 2650

pb, se procedio a su analisis y mapeo (diagrama circular del genoma) mediante la
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herramienta Find ORF’s del software bioinformatico Geneious; version R10.2.6,
identificandose cinco ORF’s; lo anterior fue confirmado por medio de la plataforma
bioinformatica ORFfinder, del NCBI (Fig. 9).

Los ORF’s identificados presentaron las siguientes longitudes nucleotidicas
por componentes: AV1: 750 nt; entre los nucledtidos 217 al 966, sentido rio arriba.
AC1: 1161 nt; entre los nucledtidos 1410 al 2570, sentido rio abajo. AC4: participa
en conjunto a AC1, con 366 nt; entre los nucleétidos 2051 al 2416, sentido rio
abajo. AC2: 396 nt; entre los nucledtidos 1108 al 1503, sentido rio abajo. AC3: 405
nt; entre los nucledtidos 963 al 1367, sentido rio abajo. Ademas, también se
realizd la identificacion de la CR y la IR, del genoma A del CuLCrV-BCS. Todo

anterior se muestra en la Fig. 9.
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Figura 9. Organizacion genémica del CuLCrV-BCS, genoma A. Se muestran la
localizacion de sus cinco ORF’s; y su direccidn, la ubicacion de la CR y la IR. Los
anteriores, identificados mediante analisis bioinformaticos y el uso del software
Geneious; version R10.2.6.
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7.4.2 Ensamble de sitios de corte enzimatico para el CuLCrV-BCS

Mediante el programa bioinformatico ApE, y con el uso de la secuencia
nucleotidica del CuLCrV-BCS, genoma A, se identificaron los sitios de corte
enzimaticos para el mismo, Fig. 10. En dicha figura se muestran los sitios de corte,
identificandose 27 en total; y 21 sitios de corte unicos, indicandose la enzima

recomendada para ello y el sitio (en pb) donde se realizaria dicho corte.

CuLCrV-BCS, Genoma A
2650 pb

Figura 10. Mapa de analisis de restriccion enzimatica. Se indican los sitios de
cortes enzimaticos unicos para el CuLCrV-BCS, genoma A. El programa para su
elaboracién fue ApE, v2.0.55.
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7.4.3 Comparacion de la identidad nucleotidica CuLCrV-BCS, genoma A, por
componentes

Se realiz6 una comparacion nucleotidica del CuLCrV-BCS y de sus ORF’S con
respecto al genoma A de otros begomovirus reportados previamente con identidad
nucleotidica similar a CuLCrV (Hagen et al., 2008a; Brown et al., 2002), también
se comparo contra begomovirus previamente reportados en BCS, tal y como
puede observarse en la Tabla V. Lo anterior fue por medio de la plataforma de
anadlisis de BLAST. Es importante aclarar que los begomovirus comparados se

encuentran disponibles tanto en la base de datos del NCBI como en la del ICTV.

Tabla V. Comparacién de porcentajes de identidad nucleotidica del CuLCrV-BCS
con respecto al genoma A de otros begomovirus.

Begomovirus Numero de acceso, ADN-A AV1 AC1 AC2 AC3 AC4
GenBank, ADN-A

CuLCrVv AF256200 92.28% 98.00% 93.76% 80.92% 83.01%  98%
AbMV X15983 77.38% 79.76% 77.62% 73.30% 77.69% SD
EuYMV JX415191 81.03% 83.27% 80.41% 81.36% 81.80% SD
BChV AF110189 81.08% 83.33% 80.49% 81.54% 80.70% 83.38%
BLCrV KX857725 81.05% 82.96% 82.68% 81.98% 81.70% 87.36%
BYMMxV FJ944023 77.47% 80.69% 76.30% 79.84% 78.45% SD
CabLCV U65529 79.69% 83.47% 84.48% 78.39% 78.05% 84.97%
ToChLPV AY339618 77.33% 76.72% 79.43% 76.38% 79.45% SD
CLCrV AF480940 76.24% 79.39% 76.43% 73.01% 75.44% SD
PepGMV u57457 77.58% 8293% 76.56% 78.03% 78.30% SD

SLCuV MF187211 86.95% 86.02% 88.97% 99.49% 97.78% 86.81%
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SMLCuV AF421552 84.47% 88.62% 86.87% 85.39% 87.75% 91.26%
MCLCuV AY064391 82.16% 84.40% 81.61% 88.41% 90.37% 85.25%
TYLCV AJ489258 68.23% 72.46% 73.77% 77.03% 82.61% SD

SD: Sin datos en NCBI o la comparacion no es significativa.

Con base en los datos mostrados en la Tabla V, CuLCrV-BCS presento una
mayor identidad nucleotidica con respecto a su similar CuLCrV, aislado en Arizona
(USA), obteniendo un porcentaje de identidad del 92.28%. Del anterior, sigue un
porcentaje de identidad del 86.95% con el SLCuV; [MX-BCS-La Paz-16]. Por
ende, y con base en los criterios del ICTV (Brown et al., 2015) a, CuLCrV-BCS se

le consideraria como una muy probable variante del CuLCrV.

La comparacion nucleotidica también se realiz6 de manera particular con
cada ORF del componente A, de un begomovirus bipartita relacionado al CuLCrV;
con base en la literatura (Brown et al., 2002; Hagen et al., 2008b), tomando en
cuenta también a begomovirus reportados en BCS; donde unicamente el

begomovirus monopartita comparado fue el TYLCV (Tabla V).

Se identifico que en las regiones AV1, AC1 y AC4, CuLCrV-BCS tiene el
mayor porcentaje de identidad; 98.00%, 93.76% y 98% respectivamente, con
CuLCrV. Sin embargo, para los componentes AC2 y AC3, el mayor porcentaje de
identidad nucleotidica fue con el SLCuV, un begomovirus caracterizado en BCS
(Medina et al.,, 2019) y que afecta a las mismas cosechas (cucurbitaceas) que
CuLCrV-BCS. Seguido de lo anterior, también destacan los altos porcentajes de
identidad con el SMLCuV y con el MCLCuV; especificamente en los componentes
AC2 y AC3, con porcentajes de identidad que varian del 85.39% al 90.37%.

Con base en los datos de la Tabla V, la mayor divergencia en la identidad

nucleotidica del CuLCrV-BCS se encontré con el TYLCV, con un porcentaje de
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identidad del 68.23%. Seguido del ToChLPV, con un porcentaje de identidad del

77.33% para la comparacion entre genomas A.

7.4.4 Distancias genéticas, dendrograma

Partiendo de los aislados begomovirales indicados en la Tabla IV y la Tabla V, se
procedié al disefio y construcciéon de un arbol filogenético con las secuencias
completas del genoma A de cada virus; aclarando que unicamente el TYLCV, es

un begomovirus monopartita. El resultado se muestra en la Fig. 11.

100 |—|CuLCr‘J-EICS Genoma A |

B8 | L AF256200.4 CulLCrv-AZ ADN A
100 L AR421552 1 SMLCuV ADM A
24 _|:I‘u"IF1BT211.1 SLCuV-Mx:BCS:La Paz
89 AY0B4391.1 MCLCuVICR ADN A
37 KHBETT25.1 BLCIV ADN A

JX415191.1 EuYMV
el R U5529 2 CabLCV ADN A

99 UST457.1 PepGMV/Tam ADN A
AF110189.1 BChV ADN A

AF480940.1 CLCAVAZ ADN A
#15983.2 AbMV ADN A

W‘— FJ944023 1 BYMMxV ADN A

AY3396158.1 ToChLPW/A ADM A
a9 AJ489258 1 TYLCV MONOPARTITA

100

Figura 11. Analisis filogenético del CuLCrV-BCS, con respecto al genoma A de
begomovirus con relacion genética y geografica, por el método de maxima
verosimilitud. La historia evolutiva fue inferida con base en el modelo estadistico
Kimura dos parametros y bajo un criterio de 1000 repeticiones (bootstraps, en
inglés). Lo anterior usando la paqueteria de analisis de evolucion nucleotidica de
MEGA 7.
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En la Fig. 11, se puede observar un clado con un vinculo directo entre el
CuLCrV-BCS con el CuLCrV, seguido por una relacion secundaria y terciaria, con
el SMLCuV, el SLCuV y el MCLCuV, respectivamente. Por otro lado, la mayor
divergencia se muestra con los begomovirus ToChLPV y el TYLCV. Mientras que
los begomovirus CabLCV y PepGMV, no guardan ninguna relacion evolutiva
aparente con el CuLCrV-BCS. Esta informacién muestra una relacién directa con

los datos de la Tabla V.

7.5 ldentificacion de eventos de recombinacion

Se evalub un posible evento de recombinacién, usando las secuencias
nucleotidicas del genoma A de begomovirus emparentados con CuLCrV-BCS; ya
sea por estudios previos o por relacion geografica, indicados en la Tabla V. Lo

anterior visible en la Fig. 12.
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| 95% Breakpoint confidence interval
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Figura 12. Analisis BootScan para identificacion de eventos de recombinacion. Se
muestra la conjugacion de los virus CuLCrV y SLCuV, como parientes del
CuLCrV-BCS. El programa corrié a 1000 bootstraps.

Con base en lo anterior, se identific6 al CuLCrV-BCS como un posible
recombinante en la regién gendmica conformada aproximadamente entre los 800

y 1800 pb del genoma A, con respecto a SLCuV, lo cual tiene relacién directa con
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los datos plasmados en la Tabla V, donde se nos indica que los componentes AC2
Y AC3 del CuLCrV-BCS tienen una alta identidad con el primero. Ademas, con el
analisis proporcionado por el analisis con el software RDP4, se identifico al
CuLCrV, como el virus con mayor parentesco genético del CuLCrV-BCS, mientras
que el subsecuente parentesco fue con SLCuV. Dicha informacion presenta una

relacion directa con lo mostrado en el arbol filogénico mostrado en la Fig. 11.

8. DISCUSION

8.1 Identificacion molecular del CuLCrV-BCS

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacidén, se identifico al
Cucurbit leaf curl virus (CuLCV) como el agente causal de los sintomas
relacionados a una infeccion begomoviral en hojas de melén; entre los que
destacan amarillamiento, retraso generalizado del crecimiento, deformacion de la
hoja o reducciéon de ésta, esterilidad de flores y malformacion de frutos (Webb et
al., 2007). La identificacién fue realizada de acuerdo a los criterios del ICTV
(Brown et al., 2015), que para la determinacion de especies nos indica que el
aislamiento de La Paz, BCS; CuLCrV-BCS, podria ser una variante, al tener un
92.3% de identidad nucleotidica con el CuLCrV. Lo anterior, con base en los
criterios de identificacion taxondmica para begomovirus del ICTV, donde delimitan
dentro de una especie a secuencias que tengan un porcentaje de identidad
nucleotidica >91% y declaran como variante de la especie, a la que este dentro de
un rango entre el 91 y 94 % (Brown et al., 2015). Las variantes reportadas para
esta especie; CuLCrV, son referidas solamente para en las regiones geograficas
de Arizona y California; de USA (Brown et al., 2002; Hagen et al., 2008a). Las
secuencias ensambladas para la obtencion del genoma A de CulLCrV-BCS,
determind que el tamafo de 2650pb, es similar; en un 99.3%, al CuLCrV. Con
respecto al genoma B de CuLCrV-BCS, unicamente se tiene una secuencia parcial
de =900 pb alineada con respecto a su similar, variando en aproximadamente
1700 pb con el CuLCrV-ADN B; AF327559.1 (Hagen et al., 2008a). Por otro lado,
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los alineamientos en BLAST de las secuencias nucleotidicas del genoma A de
CuLCrV-BCS, nos indico que los posteriores porcentajes de identidad; en un rango
entre el 86 y el 87.6%, correspondian a diferentes aislados del SLCuV; otro
begomovirus bipartita detectado en la misma region geografica en calabacita
(Vargas-Salinas, 2017, 2019).

8.2 Caracterizacion molecular

8.2.1 Identificaciéon de los ORF’s

En la Fig. 9, se pueden observar los cinco ORF’s (AV1, AC1, AC2, AC3 Y AC4)
del genoma A identificados y delimitados en el genoma de CuLCrV-BCS, los
cuales corresponden a la organizacién genodmica reportada para CuLCrV y otros
begomovirus bipartitas (Rojas et al., 1993; Guzman et al., 2000; Brown et al.,
2002). La comparacion nucleotidica de cada uno de los ORF’s (Tabla V), nos
indica que el mayor porcentaje de identidad observado en AV1 (98%), AC1
(93.8%) y AC4 (98%) fue con CuLCrV, seguido; en orden descendente, por otros
begomovirus bipartitas relacionados (Brown et al., 2002; Webb et al., 2008; Hagen
et al., 2008a; McCreight et al.,, 2008; Akad et al., 2008; Adkins et al., 2009). Al
explorar la identidad nucleotidica de los ORF’'s AC2 (99.5%) y AC3 (97.7%),
correspondientes a las regiones de amplificacion proteinica TrAP y REn;
respectivamente, estos presentaron mayor similitud con el componente A del
SLCuV-[MX-BCS-La Paz-16], begomovirus identificado y caracterizado en BCS
(Medina et al., 2019; Vargas-Salinas, 2017, 2019).

8.2.2 identificacidn de los sitios unicos de corte enzimatico

La identificacion de los sitios de corte enzimatico del CuLCrV-BCS; visible en la
Fig. 10, nos indica la prediccidén de 27 enzimas especificas para cada uno de ellos,
sin mencionar que su acomodo practicamente nos sefala al menos un sitio
especifico de corte para los cinco ORF’s presentes en el virus (AV1, AC1, AC2,
AC3 Y AC4), asi como para su CR. Unicamente seis de las enzimas indicadas en

la Fig. 10, corresponden a sitios de corte idénticos entre ellas, dejando con ello, 21
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sitios de corte unico par el CuLCrV-BCS. De estos ultimos, destaca el sitio de
corte en el nucledtido 2645; mediado por la enzima Sspl, pues al realizar su
digestion en la IR del CuLCrV-BCS, permite realizar estrategias efectivas y
eficientes para el desarrollo de clonas infectivas (Sambrook y Russell, 2001) de
este virus, que permitiran efectuar estudios posteriores; incluida la caracterizacién

bioldgica de una infeccion begomoviral inducida por CuLCrV-BCS.

8.2.3 Analisis filogenético

Los analisis filogenéticos de los componentes A del CuLCrV y otros begomovirus
bipartitas, nos indica que este pertenece a un clado bien definido donde estan las
variantes del CuLCrV de California (Hagen et al., 2008) y de Arizona (Brown et al.,
2002) (Fig. 11). Los clados observados en el analisis filogenético coinciden con las
agrupaciones formadas por analisis en BLAST, y en las comparaciones
nucleotidicas (Tabla V). Se observd que el CuLCrV-BCS, tiene una relaciéon
filogenética secundaria y terciaria con el SMLCuV (Brown et al., 2002), el SLCuV-
[MX-BCS-La Paz-16] (Medina et al., 2019) y el MCLCuV (Brown et al., 2001). En la
Fig. 11 se muestra que el aislamiento del PepGMV; también detectado en la
region de BCS, es filogenéticamente mas lejano del CuLCrV-BCS. Destaca
también observar que los begomovirus ToChLPV, PepGMV (Holguin et al., 2003)
y TYLCV (Cardenas-Conejo et al., 2010); que previamente fueron reportados en
BCS, no guardan relacion filogénica directa con el CuLCrV-BCS. Por el contrario,
SLCuV- [MX-BCS-La Paz-16] también identificado en BCS (Medina et al., 2019;
Vargas-Salinas, 2017, 2019), presenta una relacion filogenética mas cercana con
CuLCrV-BCS (Tabla V).

8.3 Evaluacién de eventos de recombinacion

Estd documentado que la recombinacion entre los miembros de la familia
Geminiviridae se ha presentado como una respuesta en la formacion de genomas
mas sofisticados acordes al entorno en el que se presentan (Hagen et al., 2008a;
Hanley-Bowdoin et al., 1999). Brown et al. (2002), encontraron que AC2 y AC3 del

CuLCrV; aislado en Arizona (USA), tenian una mayor identidad nucleotidica con
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un asilado del SLCuV, por lo que podria ser un indicativo de un presuntivo evento
de recombinacion. En el presente trabajo, se observé que CuLCrV-BCS presenta
eventos de recombinacién (Fig. 11) con el CuLCrV; aislado en Arizona
(AF256200), y el SLCuV; aislado en BCS (MF187211). Siendo el primero de los
anteriores el ancestro mas cercano y el segundo, el presuntivo aportador de
secuencias de recombinacion (Tabla V). La recombinacion identificada fue
aproximadamente entre los 800 y 1800 pb del genoma A de CuLCrV-BCS y en los
ORF’s AC2 y AC3 del SLCuV (MF187211) (Fig. 9 y Fig. 12). Los datos de
recombinacién coinciden a la agrupacion de las secuencias nucleotidicas, donde
se muestra (Tabla V) que los ORF’s AC2 y AC3 del CuLCrV-BCS tienen un mayor
porcentaje de identidad con respecto al SLCuV aislado en BCS (MF187211) que
con el ancestro directo; CuLCrV (AF256200) (Fig. 11 y Fig. 12). Lo anterior fue
descrito previamente, cuando se buscaban las primeras evidencias de la
presencia del CuLCrV en Arizona, pues se identificé en un analisis de posibles
recombinaciones, que los ORF’'s AC2 Y AC3 del CuLCrV (AF256200) presentaban
una identidad nucleotidica muy significativa con el SLCuV (M38183), sugiriendo
que CuLCrV podria ser un recombinante hibrido formado por un posible evento de
divergencia de algun ancestro comun, que fue iniciado posiblemente por un tipo de
presidon de seleccidon (Brown et al., 2002). Para el CuLCrV; aislado en California,
también se tiene registrado, con base en lo publicado por Idris et al. (2008), un
posible caso de pseudorecombinacion entre CuLCrV y SLCuV, pero sin evidencia
suficiente para su confirmacién. Sin embargo, con los resultados de esta
investigaciéon; por medio del software bioinformatico RDP4 (Martin et al., 2015),
podemos inferir sobre la presencia-ausencia de los eventos recombinantes. De
hecho, Hagen et al. (2008) retoman lo descrito por Brown et al. (2002), donde
mencionan posibles eventos de recombinacién entre el SLCuV y CuLCrV, y
mencionan que también el SMLCuV juega un papel en dicho evento para el
surgimiento del CuLCrV; aislado en California (Hou et al., 1996). El fundamente
tedrico de que los eventos de recombinacién puedan ser mas evidentes en los

ORF’s AC2 y AC3, es porque en estas regiones se codifican a las proteinas TrAP
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y REn; respectivamente (Bisaro, 2006; Fontes et al., 1994). TrAP es la proteina
activadora de la transcripcion del virus, y la encargada de la transactivacién de la
region AV1, actuando como supresora del silenciamiento génico; es decir, como
un mecanismo que potencializa la infeccién y facilita los posibles eventos de
recombinacion (Sunter y Bisaro, 1997; Voinnet et al., 1999; Ala-Poikela et al.,
2005; Diaz-Pendoén et al.,, 2019). Por otro lado, REn, es una proteina que
potencializa la replicacion (coadyuvante de la proteina Rep), que al participar en la
regulacion del incremento de la replicacion viral; por ende, se encuentra
ampliamente involucrada con eventos de recombinacién del tipo RDR (Nagar et
al., 1995; Settlage et al., 1996; Selth et al., 2005; Renteria-Canett et al., 2011).

8.4 CuLCrV, el begomovirus causante de la enfermedad del amarillamiento
de las hojas del melén en BCS

El CuLCrV aislado de La Paz, BCS (CuLCrV-BCS), es el agente causal de la
presencia de sintomas relacionados a una infeccion begomoviral en hojas de
meldn; destacando una severa clorosis intervenal (mosaicos) y rugosidad de las
hojas en el cultivo, causando pérdidas en el rendimiento y la calidad. El CuLCV es
un begomovirus bipartita que se identificé por primera vez en USA (Brown et al.,
2002; Webb et al., 2007, Hagen et al., 2008; Gadhave et al., 2018). Este virus ya
ha sido detectado en México en el area agricola de Culiacan (Lugo-Melchor et al.,
2011) y Coahuila (Torres-Trujillo et al., 2017). Este es el primer reporte de la
presencia del CuLCrV en BCS. Finalmente, la tipificacion de los sintomas en este
hospedero y la caracterizacion gendmica son importantes para explorar otras
areas de estudio relacionadas a las ciencias agricolas como son; la agroecologia,

la filogeografia y la fitopatologia.
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9. CONCLUSIONES

Se identifico al Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV) como el agente causal
de los sintomas de una infeccién begomoviral en meldn y se presenta como
el primer reporte del virus en BCS.

Se estableci6 a CuLCrV como una variante nueva, asignada como
CuLCuV-BCS.

Se caracterizd molecularmente el CuLCrV-BCS, con una organizacion
genomica tipica de un begomovirus bipartita con cinco ORF’s en el
componente DNA-A e identificandose varios sitios uUnicos de corte
enzimaticos.

Se dilucido el parentesco y relacién filogenética del CuLCrV-BCS con otros
CuLCrV reportados en USA y el SLCuV reportado en BCS, México.

Se identifico al CuLCrV-BCS como un posible recombinante conformado
por el CuLCrV de Arizona, USA y el SLCuV de BCS, México.

Perspectivas

Para poder integrar y complementar esta investigacion, es recomendable lo

siguiente:

Concluir con la caracterizacion molecular completa del DNA-B, del CuLCrV-
BCS.

Completar la caracterizacion biologica del CuLCrV-BCS, referente a los
datos de patometria (incidencia, severidad, prevalencia), agronomia
(pérdidas, distribucion).

Buscar nuevos patrones de recombinacion o pseudorecombinacion entre
los begomovirus identificados en BCS, tanto por la incidencia de infecciones
mixtas begomovirales, como por la presencia de satélites coadyuvantes de

los mismos.
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e Realizar mas estudios sobre las relaciones biolégicas con otros virus
detectados en la region (PepGMV, ToChLPV, ToSLCV, TYLCV, SLCuV)

para entender las relaciones filogenéticas, filogeograficas y evolutivas
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11. ANEXOS
Anexo A. Secuencia nucleotidica completa del CuLCrV-BCS, genoma A,

resaltando al nanonucledtido TAATATT/AC, caracteristico de los begomovirus.

>ACCGGATGGCCGCAAATTTTTGGTGTCCTCTCGGCCCAAGGCCCGGCCCAA
ATCCCCGGCCCATGATTCAACCACAACTTTACTCTTTTGGACCACGTAAAAGA
ATACGCACCAACCAAGTTGCTTCTGACAAGTCTACATATTTATGCTTTCTTGAC
TAAGTCGTGGTCCTTTATCTATAAATGATAATGACAATTTAGGACACTTTAACT
CAAAATGCCGAAGCGCGATGCCCCATGGCGTTCATTGACGGGGACCTCAAAG
GTTTCCCGCTCTGCTAACTATTCTCCACGTGGAGGTCCTAAATTGGACAAGGC
CGCTGTGTGGGTCAACCGGCCCATGTACCGGAAGCCCAGGATCTATCGGAC
ATTTAAGAGTCCCGATGTACCCAAGGGTTGTGAAGGGCCGTGTAAGGTCCAG
TCTTTCGAGCAGCGGCATGATATATCTCATGTTGGGAAGGTGATTTGCATATC
TGACGTGACTCGTGGTAACGGTATTACTCATCGCGTTGGGAAACGTTTTTGTG
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TTAAGTCTGTATATATTTTAGGGAAGATATGGATGGACGAAAACATCAAGTTGA
AGAACCACACTAACAGTGTTATATTCTGGTTGGTAAGGGACCGTCGACCGTAT
AGTTCTCCTATGGATTTCGGCCAAGTGTTCAACATGTTCGACAACGAGCCTAG
TACTGCAACCGTTAAGAACGATCTCCGCGATCGTTTTCAAGTGATGCACAGGT
TCTATGCCAAGGTCACTGGGGGTCAATATGCGAGCAACGAGCAAGCCTTAGT
TAGGCGATTTTGGAAGGTCAACAACCACGTAGTCTACAACCACCAGGAAGCA
GGGAAATACGAAAATCATACTGAGAACGCTTTGTTATTGTATATGGCATGTAC
ACATGCCTCTAACCCCGTGTATGCGACATTGAAAATTCGGATCTATTTTTATGA
TTCGATAACAAATTAATAAATTTTGAATTTTATTTCATGATTCTCGAGTACATAA
TTTACATATGAACGGTCTGTTGCCCAAGATACAGCTCGTATAACGTTATTGAG
ACCAATAACTCCTAACCTATCTAAGTACAACATAACTAAGTGCCTAAATCTATT
CAAATATGTCGTCCCAGAAGCTCGAATCGATTCCGTCCAGATTTGGAAGTTCA
GGAACGCTTTGTGAAGATTTAGTGCTCTCCTCAGGTTGTGGTTGAACCGGATT
TGAATGTGGTATATCCTTGTGTGCGTGTAGAGTGGATCCTCCACGTTGTACAT
CTTGAAATAAAGGGGATTTGGAACCTCCCAAATAAAAACGGAATTCTCTGCCT
GATGCACAGTGATGTCGTCCCATGTGCGTAAATCCATTACCATCTTTGGCGCA
GTTTATATGTATGTATATGGAACAGCCACAGTCTAAGTCGATTCTTCGACGAC
GAACAGCTCTTTTTTTAGCAATCCTGTGCTGTGCTTTGATAGAGGGGACCTTC
GAGGAAGATGAATTTGGCATTTTTTTTCAGTCCACTCTCGTAGTGCCGAGTTC
TCGGCTTTGTCGAGGAAATCTTTATAACTGGACCCCTCTCCAGGATTGCACAG
CACGATTGATGGGATTCCACCTTTAATTTGAACCGGCTTTCCATATTTACAGTT
GGACTGCCAGTCCCTTTGGGCCCCAATCAATTCCTTCCAGTGCTTTAGCTTTA
GGTAATGCGGAGCGACGTCATCAATGACGTTATACTTGACGTCATTTGAGAAA
ACCCTAGAATTGAAATCAAGATGGCCGCTCAAGTAATTATGTGGGCCTAACGA
CCTAGCCCACATTGTCTTGCCCGTTCTTGAACCACCTTCTATGATTATACTTCT
AGCTCGCATTGGCCGCGCAGCGGCATCCCTCCCAAAATAATCATCAGCCCAT
TCCTGTAACTCTTCTGGAACGAGAGTGAACGATGACAACGGAAATGGACATG
CCCACGTTTCAGGGGGCTGATGAAAGAGGCGCTCGATGTTAGCCTTTATGTT
ATGATAATTCACAATAAACGTTTTTGGATCACCGATTTTTATAATGTCGAGAGC
CTCTCCCGCACTTCCTGCGTTGATGGCGTTGTGATAGACGTCGTCCTTGCTA
GATTTTGTACCCCCAGAGACCTTGTATTTCCCGGACTCACAATAATCACCTTCT
TTGGTGATGTAATTCTTGACGGCGTTGGCGTCTTTGGCTGCTTGAACATTTGG
GTGAAAACTGGCAGACCTTCTCGGGTGAGCAAGGTCGAAAAATCTAGCATCC
TTGATGTTACATTTACCGGATAATTGAATGAGGCAGTGTAAGTGCGGGAACCC
GTCGGAATGTTCCTCTCTTGCGACTCTGATATACGTCGGTTTGACGATTGACC
AGTTAAGATGCTGAAGCATCTCAATAGCTTCATCTTTAGGAATGTCGCACTGA
GGATATGTTAAGAAAATGTTCTTGGCTGATATACGAAAGGAATTAGGGTTCCG
TGGCATATTTGTAAATAAGAGCCAGGACACCAGCGGGAGCTCTCCACAAAAC
CTATTGTTTGTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATATCTCAAGGCTAAAATTCTCT
ACCCAGGACACCAGTGAGGACACCAGGGGCAAAATTGGCCATCCGCAATAAT
ATT
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Anexo B. Secuencia nucleotidica parcial del CuLCrV-BCS, genoma B.

>AAGGAGGAACCAAAATTTGCGGCCATCCGGTAATATTATTGCGGATGGCCAA
TTTTGCCCCTGGTGTCCTCACTGGTGTCCTGGTAGAGAATTTTAGCCTTGAGA
TATAAATGGGACACCAGGACACCACAAACAATAGGTTTTGTAGAGAGCTCCCG
CTGGTGTCCTGGCTCTTATTTACAAATATGCCACTGAAACCCTAATTTCGCATC
CCCTTCGCCAATCGGCTATAAATGAATTACTCATAGTTCCATGAAATCAACGA
CGATTTACAGGCGAGATATGTCGACGACGTTAGCTGCGGCACCAAACGCATT
TAATTACATAGAATCGCGACGGGATGAGTACCGGCTATCTCATGACCTGACAG
AAATTGTCCTCCAGTTTCCGTCGACGACTTCGCAAATAACTGCGAAACTGAGT
CGTAGTTGTATGAAGATAGACCACTGTGTCATAGAATACAGGCAACAAGTTCC
AATTAACGCCTCAGGAACGGTGATAGTGGAGATCCACGACAAACGCATGACG
GACGACGAATCGTTACAAGCGTCATGGACATTTCCGATCAGATGCAATATAGA
TCTCCACTACTTCTCTGCGTCATTCTTCTCGCTTAAAGACCCGATTCCTTGGAA
GTTATACTACAAAGTGTCAGATGCAAACGTTCATCAAATGACGCATTTCGCAA
AATTCAAAGGCAAGCTAAAGCTGTCGTCGGCGAAACACTCCGGTTGATATCC
CCTTCCCGGGCACCGACGGTGAAATTGTTGTCGAAGCAATTCTGCGAAAAAG
ACGTTTGATTTCTGGGCACGGGGGTTACGGCAGGGGGAAAAAAAATGGGTCA
ATCCCATCCCTATCAAAATCCGGTCCTCAAGGGTCCCAATTGA



