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Resumen

Caracterizacion de nuevos begomovirus de un linaje que evolucioné por
recombinacion con un geminivirus de origen desconocido.

Los begomovirus (BGVs) son patdgenos de plantas dicotiledéneas transmitidos
por una sola especie de mosquita blanca, Bemisia tabaci, una plaga agricola
cosmopolita. Estos virus evolucionaron en Asia, de donde se diseminaron a otras
regiones del mundo, incluyendo el continente americano, al que arribaron durante
el Oligoceno segun los estimados paleovirologicos. Los BGVs se dispersaron
subsecuentemente por todo el continente, y este proceso de radiacién evolutiva
dié origen a diferentes linajes secundarios. Uno de éstos, denominado el “clado
del Squash leaf curl virus (SLCV)” incluye a virus que codifican una proteina
iniciadora de la replicacion (Rep) cuyo dominio N-terminal difiere de sus
homologos en otros BGVs, ademas de exhibir en el origen de replicacion viral un
arreglo unico de sitios de unidén para Rep (“iterones”). Con el propésito de explorar
la diversidad del clado del SLCV en México, y obtener pistas para comprender su
evolucion, llevamos a cabo una busqueda sistematica de nuevos miembros de esa
estirpe viral en plantas silvestres de la Peninsula de Yucatan y otras regiones de
México. En este trabajo describimos cuatro nuevas especies del linaje del SLCV,
una de las cuales, Jacquemontia leaf distortion Yucatan virus (JacLDYV) es basal
al clado, mientras que otra, denominada Vigna yellow mosaic virus (ViYMV),
exhibe determinantes de especificidad replicativa en cis y en trans que difieren del
resto de los miembros de su linaje. Un analisis comparado de las secuencias
codificantes y reguladoras del componente genémico A de los miembros del clado
del SLCV y el resto de los BGVs conocidos, reveldé que un segmento de ~700 nt,
qgue abarca la region del origen de replicacién, el gen AC4 completo y los primeros
160 codones del gen AC1/rep, difiere significativamente de la seccion genémica
equivalente de otros begomovirus. La extensién del analisis comparado a todos
los geminivirus descritos al presente revel6 la existencia de dos especies de otro
género (Curtovirus) que poseen un segmento gendmico similar al de los miembros
del linaje SLCV. Esta observacién sugiere la posibilidad de que el ancestro de ese
linaje haya surgido de un evento de recombinacion entre un curtovirus y un
begomovirus. Esta inferencia no fue respaldada por los datos de un andlisis mas
minucioso. La conclusién de nuestro estudio es que el ancestro del linaje del
SLCV fue un recombinante derivado de un primitivo BGV del Nuevo Mundo, y un
geminivirus de una estirpe hasta ahora desconocida, que debié existir en el
continente americano antes de su colonizacion por los BGVs. Este trabajo
proporciona respuestas a cuestiones importantes sobre la evolucion de los
begomovirus en el Nuevo Mundo, al tiempo que abre nuevas interrogantes sobre
la evolucién de los geminivirus en el Cretacico, cuando los supercontinentes
Gondwana y Laurasia se fragmentaron y dieron origen a los continentes actuales.

Palabras clave: replicacion viral, recombinacién, circulo rodante, evolucién.
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Abstract

Characterization of novel begomoviruses belonging to a lineage that evolved

by recombination with a geminivirus of unknown origin.

The begomoviruses (BGVs) are highly diversified plant pathogens transmitted by
the whitefly Bemisia tabaci, a worldwide distributed pest. The BGVs evolved in the
Old World and subsequently spread into the Americas engendering several
secondary lineages; one of which, named after the Squash leaf curl virus (SLCV),
includes viral species exhibiting a distinctive arrangement of cis-acting elements in
the replication origin (Ori) region. To further explore the diversity of the SLCV clade
and better understand its evolution, we searched for additional members in a
variety of wild plants, and looked for molecular features distinguishing to members
of this lineage from other New World BGVs. Here we described four novel species
of the SLCV clade; one of them (i.e., Jacquemontia leaf distortion Yucatan virus) is
the most divergent member exhibiting all the lineage distinctive features, whereas
a second one (Vigna yellow mosaic virus) displayed potential replication specificity
determinants that are unique among the BGVs. A systematic comparative analysis
of both coding and non-coding sequences of the SLCV clade members revealed
that a ~700 bp long genomic segment encompassing the Oriregion, the entire AC4
gene, and the first 160 codons of the AC1/rep gene, greatly differ from the
equivalent genome segment of all other described BGVs. The extension of the
analysis to encompass all geminiviruses revealed two curtoviruses displaying a
genomic segment similar to that of the SLCV clade. A thorough comparative
analysis conclusively demonstrated that the ancestor of the latter lineage was not a
recombinant derived from a curtovirus and a begomovirus. Thus, we concluded
that the common ancestor of the SLCV clade was a recombinant between an
ancient New World BGV and a geminivirus from a hitherto unknown lineage
indigenous to the Americas.

Keywords: viral replication, recombination, rolling circle, evolution.
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Introduccion

Los geminivirus son patdgenos de plantas que infectan a una gran variedad de
especies cultivadas, incluyendo hortalizas, leguminosas, cereales, plantas
productoras de fibras y ornamentales, y causan enfermedades agricolas severas,
muchas veces epidémicas, en todas las regiones del mundo con climas que
favorecen el desarrollo de los insectos vectores (Rojas et al, 2005). Los
geminivirus se distinguen del resto de los virus conocidos por la estructura de su
capside, que esta formada por dos icosahedros incompletos fusionados, lo que da
a los viriones la apariencia de particulas gemelas o “geminadas”, cuyo tamafio se
ha estimado en 22 x 38 nm (Bottcher et al., 2004; Zhang et al., 2001). Su genoma
se compone de una o dos moléculas circulares de ADN de cadena sencilla
(ADNCcs) de 2500 a 3000 nucledétidos de longitud, las cuales son replicadas en el
nucleo de la célula huésped por un mecanismo de circulo rodante (Jeske, 2009).
El genoma de estos virus codifica muy pocas proteinas, por lo que dependen
extensamente de la maquinaria molecular de la célula para replicar su DNA vy
expresar sus genes, razon por la cual se han convertido en modelos excelentes
para estudiar procesos moleculares basicos de los sistemas vegetales, como el
control del ciclo celular, la replicacion del ADN, y el transporte sistémico de
macromoléculas (Gutiérrez, 2002; Arguello-Astorga et al., 2004). En efecto,
diversos estudios han demostrado que los geminivirus reprograman el ciclo celular
de las células que infectan para favorecer la replicacion del ADN viral, alterando
también el patrén de expresion génica y el trafico macromolecular del huésped;

asimismo, interfieren las vias de sefalizacion de la célula y el recambio proteico
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para bloquear algunas respuestas de defensa de la planta (revisado por Hanley-
Bowdoin et al., 2013).

De acuerdo a datos recientes del Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), la familia Geminiviridae constituye la mayor familia viral conocida,
superando en numero de especies descritas (~300) a todos los grupos de virus
que infectan plantas, animales, hongos, algas y otros sistemas eucariéticos o
procariéticos, como bacterias y arqueas [www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp].
Los geminivirus son transmitidos por insectos del orden Hemiptera, especializados
en la succion de la savia de plantas superiores, y la identidad de sus vectores
especificos, asi como la organizacion del genoma viral y la gama de huéspedes
que infectan, constituyen los criterios principales para clasificar actualmente a los
geminivirus en siete géneros, que son los siguientes: Becurtovirus, Begomovirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus y Turncurtovirus (Adams et al.,
2013; Varsani et al., 2014).

El género Begomovirus es el mas diversificado y ampliamente distribuido a nivel
mundial, con mas de 280 especies aisladas de plantas dicotiledéneas de todos los
continentes, con la excepcion de la Antartida. Los miembros de este género
poseen un genoma compuesto por uno 0 dos componentes, y son transmitidos
exclusivamente por una especie particular de “mosquita blanca” (Familia
Aleyrodidae) cuyo nombre cientifico es Bemisia tabaci, la cual es una plaga
agricola cosmopolita muy dificil de controlar (Seal et al., 2006; Rojas et al., 2009).
Los begomovirus incluyen algunos de los patégenos que causan mayores
pérdidas econdmicas a la agricultura mundial, entre los que destacan TYLCV

(Tomato yellow leaf curl virus) que afecta cultivos de tomate, papa, chile y otras
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solanaceas; Cotton leaf curl virus (CLCV) que infecta plantas de algodén y otras
malvaceas en Pakistan y la India; y el complejo de especies relacionadas a ACMV
(African cassava mosaic virus), que causan severas epidemias en cultivos de yuca
o cassava (Manihot esculenta) en el continente africano, donde esa planta
representa la principal fuente de alimento de las poblaciones econémicamente

desfavorecidas (Legg y Fauquet, 2004; Rojas et al., 2005).

Organizacion gendmica de los begomovirus

Sobre la base de su distribucion geografica y caracteristicas especificas de su
organizacion gendmica, los begomovirus han sido tradicionalmente divididos en
dos grandes grupos: los del Viejo Mundo (Africa, Europa, Asia y Oceania) y los del
Nuevo Mundo (América). Con una excepcion recientemente reportada (Melgarejo
et al.,, 2013) todos los begomovirus del continente Americano y una parte
significativa (pero no mayoritaria) de los del Viejo Mundo, poseen un genoma
compuesto por dos moléculas circulares, denominadas DNA-A y DNA-B (Fig. 1).
El componente gendémico A contiene cinco genes: 1) AC1 o rep, que codifica la
proteina iniciadora de la replicacion, Rep; 2) AC2 o trap, que codifica una proteina
(TrAP) que transactiva la expresion de los genes tardios y funciona como supresor
de la respuesta de silenciamiento; 3) AC3 o ren, que produce una proteina (REn)
que optimiza la replicacién viral al interactuar con Rep y proteinas reguladoras de
la planta; 4) AC4, que codifica un supresor del silenciamiento post-transcripcional;
y 5) AV1 o cp, que codifica la proteina de la capside viral (CP). EI componente
gendmico B, por otra parte, incluye dos genes que se transcriben en direcciones

opuestas: 1) BV1 o nsp, que codifica una proteina (NSP, Nuclear Shuttle Protein)
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que transporta el DNA viral del nucleo al citosol, y también de éste al nicleo; y 2)
el gen BC1 o mp, que codifica la proteina de movimiento (MP), involucrada en el
movimiento intercelular y sistémico del DNA viral (revisado por Fondong, 2013). La
regidn no codificante que separa a los genes que se transcriben divergentemente,
contiene el origen de replicacion (Ori) viral, localizado en un segmento de entre
150 y 200 nt (dependiendo del linaje begomoviral) que presenta una secuencia
altamente similar en ambos componentes genémicos. Ese segmento se denomina
“‘Regiéon Comun” y es fundamental para la replicacion coordinada de los

componentes gendmicos del virus (Gutierrez, 2002; Jeske, 2009).

Bipartite begomovirus

Rep
NSP

-

TrAP

REn

Figura 1. Organizacién genémica de los begomovirus del Nuevo Mundo (reproducido de
Hanley Bowdoin et al., 2013)

Proceso de replicacion de los begomovirus
La replicacion de los geminivirus se lleva a cabo en el ndcleo de la célula huésped.
En la primera etapa del proceso se verifica la sintesis de la cadena

complementaria del ADNcs gendmico, que es catalizada por ADN polimerasas de
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la planta, a través de un mecanismo que todavia no se conoce, pero que involucra
secuencias presentes en la region intergénica que no han sido delimitadas con
precision (Gutierrez, 2002; Fondong, 2013). Una vez que el ADN circular de doble
cadena se ha generado, los genes virales tempranos son transcritos por la ARN
polimerasa-Il con el concurso de factores transcripcionales de la célula huésped.
Uno de esos genes tempranos es ACT (rep), que codifica la proteina iniciadora de
la replicacion por Circulo Rodante (RCR) del virus, que interactua con el origen de
replicacion viral (Ori) a través del reconocimiento de dos tipos diferentes de
elementos. El primero de ellos es una secuencia de 9 nucleétidos (5-
TAATATTAC- 3’) que se conserva en todos los geminivirus, y se ubica en el centro
de un segmento de DNA de ~30 nt con el potencial de adoptar una estructura
secundaria de tipo ‘“tallo-asa” (Fig.2), donde Rep introduce un corte
endonucleolitico (“nick”) y genera un extremo 3°-OH libre a partir del cual las ADN
polimerasas y otros factores del huésped replican el genoma viral por RCR (Laufs
et al, 1995; Singh et al, 2008). El segundo tipo de elemento es un conjunto de
secuencias cortas repetidas, localizadas en la vecindad del elemento tallo-asa
antes mencionado, a las que la proteina Rep se une con alta afinidad. Estos
repetidos se denominan ‘iterones”, y diversos estudios han mostrado que
funcionan como determinantes de especificidad replicativa de los geminivirus

(Arglello-Astorga et al., 1994a,b; Hanley-Bowdoin et al., 1999; Londofio et al.,

2010).
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Figura 2. Organizacién del origen de replicacién de un begomovirus tipico del Nuevo
Mundo. Las secuencias en fondo de color corresponden a iterones de begomovirus
diferentes, e ilustran las variaciones en los sitios de unién de Rep (Modificado de Orozco
et al., 1998).

La proteina Rep pertenece a un extenso grupo de proteinas iniciadoras de la RCR
que se caracterizan por un arreglo de tres motivos aminoacidos conservados, que
se denominaron simplemente “Motivos RCR I, Il y llI” (Ilyina y Koonin, 1992). Estos
iniciadores de la RCR, ahora agrupadas en la llamada Superfamilia de
Endonucleasas HUH (Chandler et al., 2013), son codificados por una multitud
heterogénea de entidades genéticas que incluye a bacteridfagos, plasmidos de
bacterias y arqueas, virus de hongos, algas y plantas, plasmidos de algas rojas y
protozoarios, asi como virus de animales invertebrados y vertebrados, por lo que se
considera que esa superfamilia de endonucleasas podria haber evolucionado en el
periodo previo a la divergencia de los dominios primarios Bacteria, Archea, y

Eukarya (Fig.3) (lyer et al., 2005; Londono et al., 2010).
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Figura 3- Hipotético origen evolutivo de los virus que infectan organismos en los tres
Dominios Primarios de la vida (Reproducido de Prangishvili et al., 2006)
Origen evolutivo de los begomovirus del Nuevo Mundo

Los begomovirus (“BGVs”, por simplicidad) originarios del continente americano se
distinguen de sus contrapartes de otros continentes por varias caracteristicas
moleculares, entre los que destacan un numero y arreglo de iterones diferente en
el origen de replicacién (Arguello-Astorga et al., 1994a,b; Arguello-Astorga y Ruiz-
Medrano, 2001), la ausencia de un gen (AV2) que precede al gen AV1 (cp) en
todos los BGVs del Viejo Mundo (VM), y la conservaciéon del motivo PWRsMaGT
en el extremo N-terminal de la proteina de la capside (Harrison et al., 2002; Ha et
al., 2006, 2008). No obstante estas diferencias, multiples lineas de evidencia
indican que los BGVs de América evolucionaron a partir de virus del VM (Rybicki,
1994; Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009; Briddon et al, 2010). Un estudio

reciente que involucré el uso de diversos programas de reconstruccion
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filogenética, asi como el analisis genémico comparado basado en relojes
moleculares, condujo a la plausible conclusién de que los BGVs del NM
evolucionaron de BGVs que llegaron al continente americano hace 30-35 millones
de anos, cuando se formé un puente terrestre entre Asia y Norteamérica. En ese
tiempo las condiciones climaticas favorecian la existencia de un cinturén continuo
de vegetacion subtropical entre los dos continentes (Lefeuvre et al., 2011). De
acuerdo a ese escenario hipotético, los primeros BGVs americanos se habrian
diseminado de Alaska a todo el bloque continental de Norteamérica durante el
Oligoceno, cuando éste ultimo no estaba unido a Sudamérica todavia.
Posteriormente, cuando se formé el Istmo de Panama (~3 millones de afnos atras,
MYA), la dispersion de mosquitas blancas viruliferas continud hasta las regiones
mas meridionales de América con climas permisivos a su proliferaciéon. En ese
proceso de radiacion evolutiva se originaron varios linajes secundarios o “clados”
de BGVs a lo largo del continente americano. Uno de estos linajes, denominado el
“clado del Squash leaf curl virus (SLCV)”, por ser este ultimo el miembro del grupo
primeramente caracterizado (Lazarowitz y Lazdin, 1991), incluye un numero
importante de BGVs que se distribuyen desde el sur de Estados Unidos hasta
Uruguay y Argentina (Briddon et al.,, 2010; Brown et al., 1999, 2002; Gregorio-

Jorge et al., 2010; Marquez-Martin et al., 2012).

Caracteristicas distintivas de begomovirus del clado del SLCV
A diferencia de otras ramas evolutivas de los BGVs del continente americano,
como el clado del AbMV vy el “linaje Brasileno”, que fueron definidos en diversas

reconstrucciones filogenéticas en base a las secuencias de los DNA-As de un
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nuamero significativo de miembros, los virus del clado del SLCV fueron
diferenciados de otros BGVs cuando sélo se habian caracterizado 3 especies del
linaje (SLCV, PepGMV y BCaMV) basandose en ciertas caracteristicas atipicas de
su origen de replicacion, como el numero y arreglo peculiar de los iterones, y la
ausencia de un motivo CACGTGG (“caja G”) adyacente al elemento tallo-asa, que
se conserva en otros BGVs del continente americano (Arglello-Astorga et
al.,1994a,b). Adicionalmente, los iterones de los miembros del linaje del SLCV
exhiben una secuencia consenso que no parece derivarse de la misma secuencia
ancestral de los elementos equivalentes en otros BGVs del NM y el VM (Fig. 4)
(Arguello-Astorga et al., 1994a, b). Conforme se fueron describiendo més especies
del clado SLCV, se hizo claro que también la proteina Rep codificada por estos
virus posee un dominio amino-terminal que difiere, significativamente, del que
exhiben las proteinas homologas de otros BGVs (Arguello-Astorga y Ruiz-
Medrano, 2001; Gregorio-Jorge et al., 2010). Estas diferencias de los miembros
del clado del SLCV respecto a otros BGVs del mismo continente, con los cuales
tienen una incuestionable relacion filogenética, plantean varias interrogantes
evolutivas muy interesantes, que no han sido investigadas de modo sistematico
hasta ahora, a pesar de su evidente importancia para comprender mejor la historia

evolutiva de los begomovirus en el Nuevo Mundo.
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Figura 4- Organizacién de la region intergénica de los diferentes linajes de geminivirus
conocidos en 1994. Las flechas representan los iterones, cuyo nimero y arreglo son
caracteristicos de esos linajes. El clado SLCV es definido aqui como “la rama de SqLCV-
PJV” (PJV fue luego denominado PepGMV). Se destacan también las diferencias en
secuencia de los iterones de esos virus, cuyo “nucleo” GGNGN no esta precedido por el
consenso AATY, como en el resto de los BGVs (reproducido de Arguello-Astorga et al.,

1994b).
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Objetivos

Objetivo general

Reconstruir la historia evolutiva de los begomovirus del clado del SLCV utilizando
enfoques multiples pero complementarios, como el aislamiento y caracterizacion
molecular de nuevas especies de ese linaje, la generacion de filogenias a partir de
componentes gendmicos y proteinas especificas, y la comparacion sistematica de
proteinas y secuencias no codificantes de esos virus.

Objetivos especificos

1- Aislar y caracterizar nuevas especies de begomovirus del linaje del SLCV que

infecten plantas silvestres pertenecientes a diferentes familias de dicotiledéneas.

2- Generar clonas infectivas de los begomovirus aislados y producir infecciones

en hospederos especificos.

3- Definir, a través de andlisis comparativos exhaustivos, los rasgos moleculares
que distinguen a los virus del clado del SLCV de otros begomovirus del continente

americano.

4- Utilizar la informacién recabada del genoma de las nuevas especies y sus
parientes para, mediante el analisis filogenético y comparativo de secuencias
codificantes y reguladoras, encontrar indicios para reconstruir la historia evolutiva
del linaje del SLCV.
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Materiales y Métodos

Muestras vegetales y extraccion del DNA

Se tomaron hojas jévenes de plantas silvestres que exhibian sintomas de virosis,
colectadas en ecosistemas naturales con poblaciones de mosquita blanca. Los
sintomas incluyeron deformaciones o enchinamientos foliares, mosaicos amarillos
o dorados, clorosis en las nervaduras, y/o retardo en el crecimiento (enanismo).
Los sitios de colecta fueron diversos e incluyeron localidades de Yucatan,
Campeche y Morelos. Se prepararon extractos de DNA total de las muestras

colectadas utilizando un protocolo modificado de Dellaporta et al. (1983).

Reaccioén en cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacion por PCR se llevdé a cabo empleando oligonucle6tidos
degenerados que hibridan con secuencias conservadas de los componentes
genomicos A y B de begomovirus del clado SLCV, que son descritos en Gregorio-
Jorge et al.,, 2010. La amplificacion con esos iniciadores permite obtener la
secuencia completa de cada componente gendémico con solo dos pares de
iniciadores cada uno, ya que los amplicones que se producen cubren la totalidad
de las moléculas del ADN que componen el genoma begomoviral. Las parejas de
oligonucleétidos empleados en la amplificacion del ADN-A fueron las siguientes:
YMAC For/ DGRS Rev, YMAC Rev/ DGRS For (linajes de begomovirus “tipicos”),
y SL 2150 For/YMAC Rev, SL2200 Rev/ YMAC For (linaje SLCV). En el caso del

componente gendmico B se utilizaron los iniciadores BV1 310 For/BC1 290Rev vy
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BV1 310Rev/ BC1290For (Mauricio-Castillo, 2011). Se prepararon mezclas de
PCR que contenian la siguiente composicion: Buffer Tag DNA polimerasa 1X,
MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0.2mM, oligonucle6tidos 1uM y 1ug de DNA. Las
reacciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
desnaturalizacion inicial a 94° /2 min, 38 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1
min, con una extensién final de 72°C/5 min. Finalmente los productos obtenidos

fueron analizados por movilidad electroforética en geles de agarosa al 1.0%.

Clonacién y secuenciacién

Los productos de PCR obtenidos se clonaron directamente en el plasmido pGEM-
Teasy (Promega), segun las indicaciones del proveedor. Posteriormente se realizé
la transformacion en células competentes de Escherichia coli Top 10 por choque
térmico con el empleo de cloruro de calcio (CaCly), facilitando la seleccién de
transformantes por color blancas o azules, de colonias crecidas en medio LB
conteniendo ampicilina, IPTG y X-gal. La extraccion del ADN plasmidico se
realizd de acuerdo al procedimiento de Birnboin (Sambrook y Rusell, 2001). Las
clonas de productos de PCR fueron sometidos a andlisis por RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) utilizando las enzimas Eco Rl y Hinf | (New
Englands BiolLabs), para distinguir virus diferentes. Los productos digeridos se
analizaron por su movilidad electroforética en geles de agarosa al 2.0%. Los
amplicones clonados fueron secuenciados en la Unidad de Secuenciacion del
CINVESTAV, Irapuato, y las secuencias nucleotidicas obtenidas se compararon
con las secuencias disponibles en la base de datos del Gen Bank, utilizando el

programa BLAST vy los algoritmos ClustalV y ClustalW (MegAlign, DNASTAR).
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Generacion de clonas infectivas

Para la obtencion de las clonas de los componentes genémicos A y B completos
de los virus CapYSYuV, JacLDYuV, AbGMYuV, y VMYV, el ADN total extraido de
las plantas de Capraria biflora, Jaquemontia penthanta, Abutilon permolle y Vigna
elegans colectadas fue amplificado por RCA (Rolling-Circle Amplification) usando
el kit TempliPhi (GE Healthcare, USA) de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. Los componentes A completos de los virus fueron obtenidos cortando
el DNA amplificado por RCA con enzimas de corte unico: VMYV con BamHlI,
CapYSYuV con Bstx | ,JaDLYuV con BamHI y AbMYuV con BamHI| ,
posteriormente los amplicones obtenidos fueron clonados en un vector plasmidico.
Se disenaron oligonucledtidos especificos para usarlos como iniciadores
divergentes (“cola a cola”) en sitios de restriccidn Unicos de los componentes
gendmicos de los cuatro begomovirus. El ADN amplificado por RCA se utilizé para
realizar una PCR estandar con los oligonucleétidos divergentes. En el caso de la
planta de Jacquemontia penthanta se emplearon los siguientes oligonucleétidos:
JacA-Bam HI-For ( ACT GGA TCC CCT GCC TTA ATG ATT GC) y JacA- Bam HI
Rev (TTA GGA TCC AGT AAG ATG GAT AAC C) para amplificar el ADN-A, vy
JacB-Hind |I-For ( TAT AAG CTT TCT CTC CCA TCT CCC GT) y JacB- Hind I-
Rev (AGA AAG CTT ATC AGA TGC GCA TCC ATG) para amplificar el ADN-B.
Los amplicones de ~2.6 Kb fueron clonados en el vector pGEM-Teasy
(PROMEGA) y secuenciados. Se procedié de manera analoga con el extracto de

la muestra Capraria-1055, empleando los siguientes iniciadores: CapA-Bst XI-For
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(TAC CCA TCG TGT TGG TAA GCG TTT CTG C) y CapA- Bst XI- Rev (TTA

CCA ACA CGA TGG GTA ATG CCA TTG C) para amplificar el ADN-A, y CapB-

Sal I-For (ACT GTC GAC AGC TTT AAC TTT CCT TTG ) y CapB-Sal I-Rev (TCT
GTC GAC AGC TAA GCA CTC TGT AG) para obtener el componente B. En el
caso del virus aislado de Abutilon permolle se emplearon los oligonucle6tidos
AbuA-BamHI-For (TAG GAT CCC TCC TTT AAT TTG ACC TGG TCT GCC) y
AbuA-BamHI-Rev (CTG GAT CCC ATC AAT CGT GCT GCT TTG CAA TCC)
especificos del componente A. El virus aislado de Vigna fue amplificado con los
iniciadores VignaA-BamHI-For (ATG GAT CCT CTA TCC TGT ATA TC) y VignaA-
BamHI-Rev (TCA TAT GGT CTA CGG TCT CTG ACT AAC) especificos del
componente A, y VignaB-Kpnl-For (TAG GTA CCG TCA AGA TTG AGC GTG
TAC) y VignaB-Kpnl-Rev (TTG GTA CCC TTG AAA CGG AGT CG) especificos
del componente B. Ambos componentes fueron clonados en el vector pGem-

Teasy (PROMEGA).

Inoculacién por biobalistica.-

Se utilizaron como inoculos las clonas infectivas de CapYSYuV, JacLDYuV, y
VMYV, y como control el vector vacio (0GEM-Teasy. Se realizd una preparacion
de particulas de tungsteno con los diferentes ADNs virales y no-virales segun el
protocolo de Pons et al. (2001); las clonas con los componentes virales fueron
digeridas previamente con la enzima de restriccion apropiada. Las plantas de
Nicotiana benthamiana se inocularon aproximadamente al mes de germinadas,
cuando presentaban 3-4 hojas verdaderas. Para la inoculacion por biobalistica se

utilizé el dispositivo PDS-1000/He System (BioRad) con una presién de 650 psi.
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Analisis filogenéticos

Las secuencias completas de los begomovirus JacLDYuV, CapYSYuV,
AbGMYuV, y VMYV fueron comparadas con secuencias de begomovirus del
Nuevo y Viejo mundo, disponibles en la base de datos del GeneBank, usando el
programa BlastN. La posicion y los tamafnos de los marcos de lectura abiertos
para cada uno de los virus fueron predichos usando el programa EditSeq de
DNASTAR, Madison, WI. Los alineamientos fueron obtenidos utilizando el método
Clustal W en la aplicacion del MegAlign de DNASTAR, usando los parametros
disponibles por default. Los arboles filogenéticos de los componentes A y B de los

virus identificados fueron construidos utilizando Mega 4.0.
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Resultados
Anadlisis de plantas silvestres con sintomas de virosis

Durante el afno de 2007 el grupo de Virologia Vegetal del Centro de
Investigaciones Cientificas de Yucatan (CICY), dirigido por el Dr. Oscar Moreno,
realiz6 un amplio muestreo de plantas silvestres con sintomas de virosis en
diversas regiones de Yucatan, Campeche y Morelos, como parte de un extenso
estudio encaminado a explorar la diversidad de BGVs en ecosistemas naturales
de México. Se colectaron malezas pertenecientes a familias de dicotiledoneas muy
diversas (Acanthaceae, Convolvulaceae, Nyctaginaceae, Scrophulariaceae, vy
otras) con la intencidbn de aumentar las probabilidades de encontrar especies
begomovirales no descritas, ya que la mayor parte de las investigaciones en esta
area se han centrado en grupos de plantas que incluyen especies de valor
agricola, como las familias Solanaceae, Malvaceae y Fabaceae. Se obtuvieron
extractos de ADN total de las muestras vegetales y se procedié a determinar la
presencia de BGVs amplificando por PCR un segmento de ~560 pb del gen que
codifica la proteina de la capside (CP) de esos virus utilizando los iniciadores
disenados por Wyat y Brown (1996). Por un acuerdo de colaboracion entre los
laboratorios de Virologia del CICY y el IPICYT, los extractos de ADN total de doce
de las muestras de campo que resultaron positivas para begomovirus fueron
enviadas a nuestro laboratorio, para llevar a cabo la caracterizacion gendémica mas
amplia de los BGVs presentes en las mismas, mediante la técnica LISOP-RFLP
desarrollada en el IPICYT. En esta ultima metodologia se utilizan oligonucleétidos

sintéticos (“iniciadores”) especificos de linaje viral, los cuales hibridan con
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secuencias particulares del gen AC1 (Rep) que no comparten los miembros del
clado SLCV con otros begomovirus del NM y VM, razon por la cual se definié el
método como “PCR traslapante especifico de linaje” (LISOP, por sus siglas en
inglés). Las diversas combinaciones de “iniciadores SL” e iniciadores universales
del ADN-A begomoviral, hacen factible la amplificacién especifica de virus del
clado del SLCV, en tanto que las combinaciones de ‘“iniciadores DGR’ vy
universales del ADN-A amplifican el componente gendémico A de BGVs tipicos de
Ameérica y otros continentes (Mauricio-Castillo, 2006; Gregorio-Jorge et al., 2010).
Por otra parte, la amplificacion del ADN- B de los BGVs de todas las estirpes del
Nuevo Mundo, incluyendo la del clado SLCV, se lleva a cabo con iniciadores
degenerados comunes, pues no existen secuencias conservadas distintivas de
linaje.en esos componentes gendmicos.

La secuenciacion de los productos de PCR obtenidos a partir de las muestras
antes mencionadas, reveld una coleccion de especies virales que ya habian sido
reportadas en la Peninsula de Yucatan y/o en otras regiones del pais. Tres de las
especies virales previamente descritas pertenecen al clado del SLCV: Rhynchosia
golden mosaic Yucatan virus (RhGMYuV), Euphorbia mosaic virus-YP (EuMV-YP),
y Pepper golden mosaic virus (PepGMV). Adicionalmente, se identificaron BGVs
de otros linajes del NM, como Corchorus yellow spot virus (CoYSV), Pepper
huasteco yellow vein virus (PHYVV), Boerhavia yellow spot virus (BoYSV), Sida
yellow mosaic Yucatan virus (SiYMYuV), y Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV) (datos no publicados). Aparte de los virus enlistados, se identificaron
otros 4 amplificados con los iniciadores SL que, por los datos de secuenciacién

parcial, no parecian pertenecer a especies previamente descritas, por lo que
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procedimos a caracterizar su genoma completo. Un dato interesante derivado del
analisis de las 12 muestras mencionadas es que 9 de las plantas sintomaticas
estaban infectadas por dos BGVs diferentes, pertenecientes a distintos linajes, con

una excepcion.

Caracterizacion molecular de nuevas especies de begomovirus del Clado
SLCV

Cuatro de las muestras de campo que contenian dos virus diferentes
(YP#122, YP#446, YP#534 y Mor# 991) produjeron, con los iniciadores
especificos del clado SLCV, amplicones cuya secuencia nucleotidica mostrd una
divergencia significativa de otros BGVs en las bases de datos publicas, por lo que
procedimos a obtener la secuencia completa de sus componentes genémicos. A
partir de productos de PCR traslapados (ver Materiales y Métodos) se obtuvo la
secuencia del ADN-A y el ADN-B de tres de esos BGVs, pero del cuarto virus solo
se logré aislar su ADN-A, pese a repetidos intentos por obtener el segundo
componente de ese BGV, el cual probablemente no estaba presente en la
muestra. Las secuencias completas de los DNA-As de los 4 virus se sometieron a
un analisis con BLASTn para establecer su identidad global con otras especies de
BGVs, y determinar si los valores de identidad con su pariente mas cercano era,
en efecto, inferior al limite establecido por el ICTV (<89%) para definir especies
separadas dentro del género Begomovirus (Fauquet et al., 2008). El analisis
mostré que los virus aislados representan, en efecto, nuevas especies de BGVs.
El mas divergente de esos virus fue aislado de una planta de Jacquemontia

pentantha (Convolvulaceae) que mostraba distorsion de las hojas, sin mosaicos
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(Fig.5a; muestra YP#534), y que fue colectada en el Jardin Botanico de Mérida,
Yuc. (coordenadas 21°01°42°N, 89°38°17"W). ElI ADN-A de este Vvirus,
provisionalmente denominado Jacquemontia leaf distortion Yucatan virus
(JacLDYuV), consta de 2602 nt y mostrd la mayor identidad (69.5%) con dos
especies no relacionadas, Tomato severe leaf curl virus (ToSLCV) de México (No.
de acceso: NC_004642) y Sida yellow leaf curl virus from Brazil (No.de acceso:
EU710750). El componente B tiene 2591 nt de longitud, y comparte un segmento
de 190 nt (96% de identidad) con el ADN-A cognado.

Una planta de Capraria biflora (Scrophulariaceae) que exhibia acortamiento de los
internodos y hojas con moteados amarillos (Fig.5b; muestra YP#446), fue
colectada en Conkal, Yucatan (coordenadas: 21°06°56”N; 89°53°33"W) y de ella
se aislo un virus

cuyos componentes A y B constan de 2624 y 2584 nucleédtidos, respectivamente.
Su region comun comprende solo 154 nt, y presenta una identidad muy baja entre
componentes, de solo 72%, aunque los elementos relevantes para la replicacion
(iterones, elemento tallo-asa) se encuentran bien conservados. El pariente mas
cercano de este BGV, que denominamos Capraria yellow spot Yucatan virus
(CapYSYuV), es Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (DQ406672), con el que
comparte una identidad en secuencia global de 81%. Un tercer nuevo virus fue
obtenido de una planta de Abutilon permolle (Malvaceae) que mostraba mosaicos
en las hojas (Fig.5c; muestra YP#122), y fue colectada en Suytunchen, una
localidad cercana a Merida, Yuc. (21°01°08" N; 89°53°13"" W). El ADN-A de
Abutilon golden mosaic Yucatan virus (AbGMYuV) es de 2629 nt, y exhibe la

mayor similitud en secuencia (81%) con Desmodium leaf distortion virus
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(DQ875870), también aislado en Yucatan. El cuarto virus se aislé de una planta de
Vigna elegans con sintomas de virosis consistentes en mosaicos amarillos y hojas
ligeramente distorsionadas (Fig.5d, muestra Mor# 991), que se colectd en
Yautepec, Morelos (18° 50°17°'N; 98°59°03"W). EI ADN-A de esta nueva especie,
Vigna yellow mosaic virus (ViYMV), consta de 2602 nt y presenta la mayor
identidad en secuencia (85%) con el componente genémico homdlogo de Bean
calico mosaic virus (No. acceso: AF110189) de Sonora, Mexico; la molécula del
ADN-B tiene 2564 nt de longitud, y presenta un segmento de 192 nt casi idéntico
en secuencia (S1=97%) con su DNA-A cognado.

Como se menciono antes, las 4 nuevas especies del clado SLCV descritas fueron
aisladas de plantas que estaban infectadas por dos BGVs, y la identidad del virus
co-infectante fue establecida a través de la secuenciacion de amplicones de
ambos componentes genomicos. Estos virus co-infectantes fueron los siguientes:
BYGMV, en el caso de Vigna elegans; PHYVV, en el de Jacquemontia penthanta;
y CoYSV en los casos de Capraria biflora y Abutilon permolle (datos no

mostrados).
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Figura 5- Plantas con sintomas de virosis de las que se aislaron las cuatro nuevas
especies del linaje SLCV descritas en este estudio. A- Jacquemontia penthanta. B-
Capraria biflora. G- Abutilon permolle. D-Vigna elegans.

Relaciones filogenéticas de los begomovirus aislados

Con las secuencias completas de los ADN-As de los nuevos begomovirus y cerca
de 45 BGVs con genomas bipartitas, tanto del continente americano como del VM,
generamos un arbol filogenético usando el método “neighbor-joining” con 1,000
repeticiones “bootstraps”; el arbol fue enraizado con la secuencia de Maize streak
virus (MSV), la especie tipo del género Mastrevirus. El dendograma resultante
(Fig. 6a) confirmé la pertenencia de los begomovirus caracterizados al linaje del

SLCV. Asi, AbGMYuV se agrup6 en una rama secundaria que contiene tanto a
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BGVs mesoamericanos como sudamericanos, mientras que VYMV y CapYSYuV
quedaron incluidos en un diferente grupo de BGVs mesoamericanos. La
localizacion de JacLDYuV en el dendrograma resultdé muy interesante, ya que fue
basal al linaje del SLCV. Por otra parte, la reconstruccion filogenética derivada de
los componentes genomicos B no fue del todo congruente con el dendrograma
derivado de la comparaciéon de los ADN-As. Por ejemplo, el ADN-B de JacLDYuV
quedé incluido en el clado de AbMV, en tanto que el ADN-B de CapYSYuV DNA-B
mostrd estar mas relacionado con los componentes homologos del grupo de
PHYVV que con los de miembros del clado SLCV (Fig. 6b). La incongruencia de
las filogenias derivadas de los componentes gendémicos A y B, que ha sido
observada en numerosos estudios, reflejan la frecuencia relativamente elevada de
eventos de recombinacién intermolecular y pseudo-recombinacion (intercambio de
componentes gendmicos) en la historia evolutiva de esas especies virales

(Banuelos-Hernandez et al., 2012; Briddon et al., 2010; Brown et al., 2004).
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de los begomovirus aislados en este estudio con
un conjunto de BGVs selectos. Arbol filogenético derivado de los componentes
gendmicos A y B, respectivamente. Los miembros del linaje del SLCV se indican con un
triangulo rojo, en tanto que los begomovirus de otros linajes son denotados con un
triangulo azul. El mastrevirus MSV fue utilizado como elemento externo. El analisis
filogenético fue realizado con MEGA-5.
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Analisis de Recombinacion

La secuencia del DNA-A de los 4 nuevos BGVs fue analizada con el conjunto de
programas para detectar eventos de recombinacion que incluye el paquete RDP4
(Martin et al., 2010). Este andlisis no reveld evidencia significativa de
recombinacién en los casos de CapYSYuV, JacLDYuV, y ViYMV (datos no
mostrados), pero si en el de AbGMYuV. En efecto, en este BGV se detect6 un
evento de recombinacion que involucra al segmento comprendido entre las
posiciones 1969 y 2595 del DNA-A. Este presunto segmento recombinante de 626
pb se derivl, aparentemente, de un virus relacionado a Desmodium leaf distortion
virus (DeLDV), que fue aislado en la misma regién geografica (Yucatan), y que
seria el “progenitor menor” de AbGMYuV. La presunta region recombinante abarca
la totalidad del gen AC4, la mitad 5°del gen AC1, y parte de la Regién Comun del
DNA-A (Fig. 7). La restante parte de éste ultimo componente genémico se habria
derivado de un virus cercano a CoYSV, que seria el “progenitor mayor”. El evento
de recombinacion entre CoYSV y DesLDV fue estadisticamente sustentado por 6
métodos del paquete RDP4, que fueron los siguientes: GENECONV, p=2.649x10"
%. RDP, p=3.606x10°"; BootScan, P=6.429x10%"; MaxChi, p=1.172x10%;
Chimaera, p=1.636x10%; y 3Seq, p=7.617x10"°. Es oportuno sefalar aqui que el
hipotético progenitor mayor de AbGMYuV (esto es, CoYSV) no pertenece al clado

del SLCV, de acuerdo a la filogenia ilustrada en la Fig.6.
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Figura 7. Evento de recombinacion detectado en el DNA-A de AbGMYuV. En la parte
superior de la figura se representa esquematicamente el componente genémico A y el
trazado de similitud pareada definida por el programa RDP4 se muestra en la parte
inferior. La region azul indica la seccién correspondiente al progenitor mayor (CoYSV), y
la region en rojo al progenitor menor. Las lineas en color en el trazado de similitud. El
comienzo (posicién 1969) y el término (2595) de la secuencia derivada del progenitor
menor se indican con lineas verticales.

Generacion de clonas infectivas de los begomovirus aislados

Tomando en consideracién que todos los nuevos BGVs aislados en este estudio
fueron aislados de plantas infectadas por dos virus, fue necesario obtener clonas
infectivas de los mismos para establecer sus caracteristicas patogénicas y la

induccion de sintomas en infecciones Unicas. En consecuencia, se generaron

clonas de los componentes genémicos A y B completos de JacLDYuV, CapYSYuV
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y ViYMV, utilizando oligonucleétidos especiales disefiados sobre sitios de
restriccibn Unicos en cada componente viral, con sus extremos 5’
complementarios (iniciadores cola-con-cola) [ver Materiales y Métodos]. Una vez
obtenidas y verificadas por secuenciacion las clonas de cada componente
gendmico, se inocularon plantas de Nicotiana benthamiana en el estadio de 4-6
hojas por medio de biobalistica. La inoculacién con las clonas de JacLDYuV
produjeron sintomas muy claros a los 10 dpi en las 8 plantas bombardeadas, las
cuales mostraron un acortamiento muy notorio de los internodos, amarillamiento y
deformacion severa de las hojas emergentes (Fig.8a y 8d). Los sintomas no
disminuyeron con el tiempo, y las plantas no desarrollaron flores aun a los 40 dpi,
cuando se didé por concluido el experimento. En contraste, 6 de las 8 plantas
inoculadas con las clonas de CapYSYuV desarrollaron sintomas menos severos,
incluyendo el rizado leve de las hojas y un retraso moderado en el crecimiento
respecto a las plantas control (Fig. 8b y e); los sintomas disminuyeron a partir de
los 20 dpi, sugiriendo un proceso de remision. Por dltimo, las clonas de ViYMV
produjeron sintomas en las plantas bombardeadas (6/8), que exhibieron clorosis y
“arrugamiento” moderado en las hojas a los 12 dpi, y retraso en el crecimiento
respecto al control, aunque también se observd remisidén de sintomas a partir de
los 25 dpi (Fig. 8c y f).En todo los casos se verificd la presencia del DNA viral en
las hojas mas jovenes a los 15 dpi. Tomadas en conjunto, estas observaciones
indican que los tres BGVs inoculados tienen una capacidad diferenciada para
inducir sintomas en el mismo huésped (N. benthamiana) y confirmaron la
naturaleza complementaria de los componentes genémicos aislados, lo que era

particularmente importante establecer en el caso de CapYSYuV, cuya regidon
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comun exhibe una identidad en secuencia inusualmente baja entre componentes
genomicos cognados, de tan solo 72%, probablemente la mas baja reportada en
un begomovirus bipartita; sin embargo, los elementos relevantes del origen de
replicacion, como los iterones y la secuencia tallo-asa, se encuentran bien

conservados en este virus.

Figura 8- Sintomas inducidos por las clonas generadas de los componentes genémicos A
y B de JacLDYuV (ay d), CapYSYuV (bye),y VYMV (cy f).

Determinantes de especificidad replicativa de los begomovirus aislados

El analisis del origen de replicacién de los BGVs caracterizados en este trabajo
mostré que todos ellos exhiben el arreglo de iterones caracteristico de los

miembros del clado SLCV, aunque los mismos presentan una secuencia consenso
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que difiere en uno o dos nucleétidos. Por ejemplo, CapYSYuV exhibe 6 iterones
con el consenso TGGAGTCC, en tanto que los componentes gendmicos de
JacLDYuV y AbGMYuV tienen 4-5 iterones con la secuencia TGGTGTCC. Ambos
tipos de secuencias iterativas son las que predominan entre los miembros del
linaje referido (Gregorio-Jorge et a.,/ 2010). En contraste, VYMV posee 5 iterones
con una secuencia TGGAGACC, que difiere en el 62 nucle6tido de los elementos
equivalentes del resto de los virus de su linaje. De hecho, una revisidbn exhaustiva
de los iterones de otros virus del continente americano revelé que los iterones de
VYMV no se encuentran en ningun otro virus del NM descrito al presente, aunque
el nicleo GGAGAC se encuentra con frecuencia en los sitios de union de la

proteina Rep de BGVs de Africa y Asia (v.gr: ACMV y CLCMV).

Identificacion de un dominio distintivo de la proteina Rep de los miembros
del clado del SLCV

Como se senald previamente, los virus del linaje del SLCV se distinguen de otros
BGVs por el numero y arreglo peculiar de sus elementos iterativos, y por una
proteina Rep que diverge significativamente de sus homdlogos en otros BGVs
(Arguello-Astorga et al., 1994; Arguello y Ruiz, 2001; Gregorio-Jorge et al., 2010).
Sin embargo, algunos BGVs como Tomato golden mottle virus (ToGMoV), Tomato
chino La Paz virus (ToChLPV) y Tobacco yellow crinkle virus (TbYCrV), que no
presentan ninguna de las caracteristicas mencionadas, han sido ocasionalmente
incluidos en el clado del SLCV por algunos autores (Rojas A et al., 2005;
Hernandez-Zepeda et al., 2010; Barnuelos-Hernandez et al., 2012), lo que podria

sugerir que los rasgos antes mencionados no sean, realmente, caracteristicas

29



Iliana Torres Herrera

especificas de linaje. Para establecer si todas las especies que se agrupan en el
clado del SLCV de acuerdo a la filogenia reconstruida en este estudio (que
excluye a los tres BGVs antes mencionados) poseen otras caracteristicas
moleculares  que pudiesen ser utilizadas como marcadores de relacion
filogenética, llevamos a cabo un analisis comparativo minucioso de las proteinas
codificadas en su componente gendémico A, a saber, CP, Rep, TrAP, REn and AC4
con sus homoélogos en otros BGVs del Nuevo Mundo. Se alinearon las
correspondientes proteinas de los miembros del primer linaje con el resto de los
BGVs de América (>50 especies) y se buscaron sistematicamente motivos de
secuencia aa conservados de modo exclusivo en los BGVs de la estirpe del SLCV.
El analisis reveld varios motivos de ese tipo solo en las proteinas Rep y AC4, en
tanto que las proteinas TrAP, REn y CP fueron indistinguibles de las de BGVS de
otros linajes secundarios. En efecto, se identificaron varios motivos diferenciales a
lo largo de los primeros 160 residuos aa de Rep, pero no en otros dominios. La
ampliacion del analisis comparativo para incluir las proteinas homélogas de los
BGVs nativos del Viejo Mundo, como Legumovirus, Corchovirus, Sweepovirus, y
otros linajes de virus bipartitas y monopartitas de Africa, Madagascar, Europa,
Asia y Oceania (Briddon et al., 2010) demostr6 que los motivos identificados en
los miembros del clado SLCV no estdn presentes en ningun otro subgrupo
conocido del género Begomovirus (Fig. 9).

En vista de estos datos, que sugieren un evento de transferencia horizontal de
secuencias entre un begomovirus ancestral del NM y un geminivirus de otro
género conocido (o por conocer), decidimos extender el analisis comparativo de

las proteinas Rep a todos los miembros descritos de la familia Geminiviridae,
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incluyendo algunos reportados recientemente, cuyas caracteristicas genémicas

son tan diferentes a los geminivirus conocidos, que se ha propuesto formar nuevos

géneros con ellos (Bernardo et al., 2013; Loconsole et al.,, 2012; Poojari et al.,

2013). Este andlisis reveld la existencia de solo dos geminivirus fuera del clado

SLCV que codifican proteinas Rep con los motivos atipicos de este linaje: los

curtovirus Horseradish curly top virus (HrCTV) y Spinach severe curly top virus

(SpiSCTV).
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SL-C
Motif 4

RCR
Motif Il

SL-C
Motif 5

SL-C
Motif 6

CapYSYuV* 96-AKDTNAVRNYITKEGDYCESGQYKVSG----GSKANKDDVYHENVVN-137
AbGMYuV*  96-AKDTNAVKNYITKEGDYCESGQYKVPG----GTKANKDDVYHNAVN-137
JacLDYuV* 96-AKDTNAVKNYITKEGDYCESGQYKVSG----ATRTNKEDVYENALH-137
ViYMv+ 96-AKDSNAVKNYITKEGDYCE SGQYKVSG----ATKSNKDDVYHENAIN-137
SICV 96-AKDTNAVKNYITKEGDYCE SGQYKVSG----GSKSNKDDVYHNAVN-137
ToSLCV 96-AKDTNAVONYITKEGDYCE SGQYKVSG----GTKSNKDDVYHENAVN-137
CaLCu 96-AKDTNAVKNYITKDGDYCE SGQYKVSG----GTKANKD DVYHENAVN-137
HrCTV 96-AKDTNAVKNYITKEGDYCE SGQYKVSG- - --GTKANKDAVYHENAVN-137
ToChLPV 94-AKSSSDVKSYIDKDGDTLEWGE[F‘Qﬁ)ﬁ?AﬁG‘G@ﬁN‘DKIAAEALN-wg
PYMV 94-AKSSSDVKSYVEKDGDTIEWGLFQIDGR SARGGQQTVNDAAAEALN-139
Co¥YWW 92-ARSSSDAKSYIEKDGVFCEWGEFK IDGRSSRGGQQSANDAYAKALN -137
ICMV 94-BKSSSDFKS Y1 DKDGDTLEWGTFQIDGR SARGGQQSAN DA AAALN-139
MYMV 94-AKSASDVEKSYMDKDGDVVDHGSFQVDGR SARGGKQSANDAYAEALN-139
SACMV 94-AKSSSDVKSYLDKDGDTIQWGEFQIDGRSARGGQQSANDAYAKALN-139
TYLCV 92-AKSSTDVKTYVEKDGNFIDFGEVSQIDGR SARGGQQSAN DAYAEALN-137
TECTV 95-AKSSSDUNSYVDKDGDTIEWGEFQ IDAR SARGGQQTANDECAEALN-140

Figura 9- Motivos en Rep especificos del linaje SLCV. Alineamiento de las regiones
29-79 y 96-137 de las proteinas codificadas por los nuevos virus y otros miembros del
mismo linaje, el curtovirus HrCTV, BGVs del continente americano (ToChLPV y PYMV),
de Asia (CoYVV, ICMV, MYMV) y de Africa (SACMV y TYLCV), asi como la proteina
homologa del Unico topocuvirus conocido (TPCTV). Los residuos conservados en todas
las proteinas comparadas estan sombreadas en azul, en tanto que los motivos distintivos
de los miembros del clado SLCV estdn sombreados en amarillo. Un motivo de 18 aa
caracteristico de la proteina de los begomovirus tipicos se encierra en el rectangulo
punteado.

Para examinar desde una perspectiva mas completa las relaciones entre las
proteinas Rep de los parientes de SLCV con las proteinas homélogas de otros
geminivirus, se generd un arbol filogenético basado en el alineamiento del dominio
amino-terminal de Rep (segmento 1-160) de un gran numero de virus
representativos de diferentes géneros o linajes geograficos. El dendrograma
resultante (Fig. 10) confirmé la estrecha relacion entre las proteinas de HrCTV y
SpiSCTV con las moléculas homélogas de los miembros del clado SLCV. Un dato

de sumo interés surgido del andlisis filogenético es la observacién de que las
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proteinas Rep de los curtovirus antes mencionados, y la de JacYMYuV, uno de los
nuevos BGVs caracterizado en este estudio, son basales a la rama del SLCV,
sugiriendo de ese modo una relacién cercana con el dominio correspondiente del
ancestro comun de los virus del clado SLCV. Las proteinas de éstos ultimos virus
guedaron claramente separada de la rama principal de Reps de losBGVs del
Nuevo y el Viejo Mundo, dentro de la cual también quedaron incluidas las
proteinas homodlogas de virus pertenecientes a tres géneros diferentes,
Topocuvirus (v.gr: TPCTV), Turncurtovirus (v.gr: TCTV), y Curtovirus (v.gr:
BMCTV and BSTCV). La conclusién de este estudio comparativo fue que el
dominio 1-160 de la proteina Rep codificada por los miembros del clado del SLCV
no se derivd de un begomovirus, sino de un geminivirus perteneciente a un linaje
diferente. Puesto que existen dos curtovirus (HrCTV y SpiSCTV) que codifican una
Rep con los motivos distintivos de la proteina de los BGVs del linaje SLCV, la
cuestion acerca del presunto ancestro no-begomoviral de esos virus parece tener
una respuesta obvia; sin embargo, un analisis minucioso mostré que la solucién al

enigma es mas compleja de lo que aparenta, como se discutira mas adelante.
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Figura 10. Filogenia derivada del dominio N-terminal de Rep. El dominio 1-160 de las
proteinas Rep de una variedad de begomovirus, curtovirus, turncurtovirus y topocuvirus,
fue utilizado para establecer relaciones filogenéticas entre los mismos. Los triangulos de
color rojo denotan a los miembros del clado SLCV, los tridngulos azules a begomovirus de
otros linajes, los circulos verdes a los curtovirus y al unico turncurtovirus conocido (TCTV),
y el cuadrado en rosa al Uunico miembro del género Topocuvirus, TPCTV. El arbol fue
enraizado con la secuencia del dominio equivalente de “Grapevine geminivirus”, un
miembro muy divergente de esta familia viral que no ha sido oficialmente clasificado en
ningun género.
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Analisis de la proteina AC4 de los miembros del clado del SLCV

Dado que el gen AC4 de los begomovirus se encuentra traslapado en su totalidad
con el segmento 5°del gen ACT1, que codifica a los primeros 160 aminoacidos de
Rep, se puede anticipar que la proteina AC4 de los BGVs de la estirpe del SLCV
sera muy diferente a las proteinas equivalentes de los begomovirus de otros
linajes. En efecto, el alineamiento de esas proteinas reveld una clara divergencia
en secuencia entre las codificadas por los miembros del clado SLCV vy las
moléculas homdlogas de otros begomovirus, con una identidad en secuencia de
aminoacidos inferior al 28%. Ademas de la baja similitud en secuencia, las
proteinas AC4 de SLCV y sus parientes fueron consistentemente mas grandes,
con una longitud promedio de 120 aminoacidos, que contrasta con los ~85
residuos de los que constan las proteinas AC4/C4 de los begomovirus de otros
linajes. El alineamiento también reveld la existencia de motivos conservados
especificos del linaje SLCV, que también se observan en las proteinas de los
curtovirus HrCTV y SpiSCTV, como cabia esperar (Fig. 11).

La filogenia reconstruida a partir de las proteinas AC4/C4 de begomovirus,
curtovirus, topocuvirus y turncurtovirus (Fig. 12) reflej6 de modo cercano la
filogenia derivada de las proteinas Rep truncadas (1-160). Asi pues, el mayor
tamano y la secuencia divergente de las proteinas AC4 constituyen otros rasgos
moleculares distintivos de los BGVs del clado del SLCV, lo que sugiere la
existencia de diferencias funcionales con las proteinas homélogas de otros

begomovirus.
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CapYSYuV* 51-SPTSRMLDFSTLLTPEGLPVFTQISKLPKTPTPSEITSPKRVIIVNPGSIRCLGVP-106
AbGMYuV*  43-SPTSRMLDFSTSLTQEGLPLFTQISRLPKTPTPSRITS PKRVIIVNPDNTRCLAEQ-98
JacLDYuV* 42-NOTSRMNDFSTYLTHQGLPLSTLISKQPKTPTPSRITSPKRVIIVNPDNTRCLGOQ-97
ViYMv* 43-SPASRMLDFSTSLTPEGLPVFTQTFKOPKIOMOSRITSPKRVIIVNPGSTKCLGOQ-98
SICV 47-NPTSRMLDFSTSLTPDGLPDFTQTFRLPKTPTPSRTTSPKKVI IVNPGN IKCLGVQ-102
ToSLCV 43-SPTSRMLDFSTSLTPEGLPIFIQTHROPKTPTPSRITSPKRKVIIVNPDNTKCLGVQ-98
CaLCuV 43-SRTSRMLDFSTSLTPEGLPIFTQTFROPKTPMPSRITSPKMVI IVNPGSTRCLGVQ-98
HrCTV 43-SPTSRTADFSTLLTPNGVPLSILMSNQPKTPMPSRITSPKKVIIVNPDNTRSLGEQ-98
ToChLPV  15-KSKSRIKDSSTWYPQPGOHISIRTERELNQAPTSSPTSTRMEIHWNGENSRSTEDL-70

PYMV 15-NTTAQITDCSINCPQPGQHISIRTFRELNRAPMSSRMSRKTET PSNGVC SRLTEEV-70
CoYVV 15-STDARTADCSI YPIQTHENNTIVIYRLHAPP PTPNRESKKMEY SANGVNSRSTADH-70
o\ 17-NTNARISDSSTWYPHPGQHTS IREFKELNPAPTSSPISTKTAT HRNGEH SRSMEDL-72
MYMV 17-SSKRRTKGSSTWFPQPDQHITIRTFRQLKAHQML SHIWTKTET SLTMEV SKSMADQ-72
SACMV 17-STIVPTNDSSTSYPLPGQHISIQTFRELNPVLTSSPIWTRTET PSNGASFRSTDDL-72
TYLCV 15-NTNVRTNGSSTWYPQT GOHIS IRTFRQLRAQOMSRPEWRKTET SLI LEF PRSMADQ-70

TECIV 15-NSTAKINDSSTWYPQPGOHISIRTYRELNPAPTSTPTSTRTET LSNGENSRLTLDL-70

Figura 11. Motivos conservados en las proteinas AC4 de begomovirus del clado
SLCV. Alineamiento de la region 43-98 de AC4 de virus del linaje mencionado y del
curtovirus HrCTV, con la region equivalente (segmento 15 a 70) de AC4/C4 de otros
begomovirus y TPCTV. Los motivos distintivos de los miembros del clado SLCV estan
sombreados en amarillo. No6tese la baja conservacion en secuencia de las proteinas
codificadas por BGVs de América, Asia y Africa.
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Figura 12- Filogenia de proteinas AC4/C4. Arbol filogenético que muestra las relaciones
evolutivas entre las proteinas AC4 de los virus aislados en este trabajo (AbGMYuV,
CapYSYuV, JacLDYuV y ViYMV) y las proteinas AC4/C4 de begomovirus selectos. Los
miembros del clado SLCV se denotan con un triangulo rojo adelante del acrénimo de la
especie viral. Las proteinas C4 de curtovirus (BMCTV, BSCTV, HrCTV, SpiSCTV) vy el
turncurtovirus TCTV se indican con un circulo verde; y la del Topocuvirus TPCTV con un
cuadrado rosa.
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Discusion

Existe consenso entre los expertos en paleovirologia que los BGVs aparecieron en
el periodo Crétacico, poco antes del fraccionamiento tectdnico del supercontinente
Gondwana, que origind los bloques continentales de Sudamérica, la Antartica,
Africa, India y Australia, evento que tuvo lugar hace unos 120-110 MYA (Rybicki,
1994; Briddon et al., 2010; Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009). Esa hipdtesis se
basa en la observacion de que las filogenias basadas en la secuencia de los
componentes A completos de los BGVs producen linajes continentales bien
diferenciados, lo que sugiere que éstos evolucionaron en aislamiento geografico
durante extensos periodos. Los BGVs de Ameérica forman una gran rama
filogenética claramente separada, y diversas lineas de evidencia indican que se
derivaron de BGVs del VM, muy probablemente a partir de la estirpe de los
“Corchovirus”, de India y Vietham (Ha et al., 2006; 2008). Se suele asumir que los
BGVs se introdujeron al continente americano por la regién de Alaska (Lefeuvre et
al., 2010; Briddon et al., 2010), aunque se ha postulado una hipétesis alternativa
que propone que los BGVs arribaron al Nuevo Mundo por Sudamérica,
provenientes del continente Antartico (Cardenas-Conejo, 2011; Cardenas-Conejo
et al., en preparacién). En cualquier caso, tuvo lugar una radiacion evolutiva de los
BGVs en el curso de su propagacion por el continente, o que dio origen a linajes
secundarios como los clados del AbMV, de BGMV, de PHYVV, y del SLCV, entre
otros (Briddon et al.,, 2010). En este estudio logramos establecer, a través de la
caracterizacion molecular de nuevas especies del clado SLCV, que este linaje es

diferente a otras estirpes del Nuevo Mundo en rasgos moleculares relacionados
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con la replicacién viral, como se hizo notar 20 anos atras (Arguello-Astorga et al.,
1994a, b). En relacion al gen AC4, totalmente traslapado con el gen ACT/rep, lo
mas notable es la gran diferencia en secuencia y tamafo de la proteina que
codifican los miembros del clado del SLCV, que es ~35 residuos aa mas larga que
las proteinas homélogas de otros BGVs, del topocuvirus TPCTV, del turncurtovirus
TCTV, y del curtovirus BCTV, los cuales codifican proteinas AC4/C4 con una
longitud promedio de 85 residuos aa. Al presente, y en ausencia de estudios con
mutantes AC4 de miembros del clado del SLCV, nada se puede afirmar acerca de
las funciones de la proteina correspondiente, aunque llama la atencién el hecho de
que uno de los BGVs mejor estudiados de este clado, PepGMV, carece de un
ORF AC4. Esta parece ser la unica excepcién entre las 30 especies virales del

linaje en cuestién.

Determinantes de especificidad replicativa de los miembros del Clado SLCV

El andlisis desarrollado en este y otros trabajos previos de nuestro grupo ha
mostrado que los miembros del clado SLCV poseen una region intergénica que
exhibe diferencias importantes con la de otros BGVs del continente americano: 1)
no presentan la caja G asociada al extremo 5°del elemento tallo-asa del Ori, que
es caracteristica de los BGVs americanos, y en vez de eso exhiben una secuencia
conservada GGGGYAAAA, cuya funcién se desconoce; 2) exhiben de 4 a 6
iterones, lo que contrasta con los tres iterones observados en la mayoria de los
BGVs del NM (ver Fig.2); 3) sus iterones presentan el consenso TGGWGWC (una
excepcion es RhYMSInV, con iterones TGGAGGA), y nunca estan precedidos por

el motivo AATY que comunmente se presenta asociado a la secuencia nuclear de
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los iterones de begomovirus “tipicos”. Mas aun, el analisis de los potenciales SPDs
de las proteinas Rep codificadas por los virus del linaje SLCV mostrdé que aquellos
correlacionan, clara y consistentemente, con diferencias en secuencia nucleotidica

de los iterones cognados, como se ilustra en la Fig. 13.

Motif | Motif 1l
SPDs-R1 SPDs-R2
[MPRAPGS FRLA AKNI |FLTYPQC |---36-—-| HLHCLL |QLSGKS NIK DARFFD AbGMYuV
MPRQPNK FRLA SRNI |FLTYPQC |---36---| HLHILI |QLSGKS NIK DERFFD JacLDYuV
ITERON MPRNPSS FRIT ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DVRFFED BCaMV
MPRNPKS FRLA ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CaLCuV
MPRNPNS FRIS AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CuLCrV
MPLKPKT FRLA ARNI |FLTYPQC |---36--—| HLHCLL |QLSGKS NIK DARFFD DeLDV
MPRNPNS FRLT AKNI |FLTYPQC |---36--—| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMPV
MPRNPNS FRLA AKSI|FLTYPQC |---36--—| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMV-YP
MPRNPNS FRLT AKNI |FLTYPRC |---36—--| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFN EuYMV
—< MPQNPKS FRLS ARNI |FLTYPKC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DAGFFD MeChLCuV
MPRSPKS FRVA AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NARFFD MeChMV
MPREPKS FRLA ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NARFFD SiGMLV
MPRNPQK FRLA AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DVRFFD SiYLCV
MPRNPNS FRLT ARNI |FLTYPRC |---36--—| HLHCLI |QLSGKS NIK DAGFFD SLCV
MPRNPNS FRFT ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKT NIK NARFFD SMLCV
MPRNPNI FRLT ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DVRFFD ToCoMV
MPRNPNQ FRLA AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD ToRYLCV
MPRNPNL FRLA AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD ToSLCV
| MPRONKS FRLS SKNI|FLTYPQC [---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DCRFFD SpSCTV
MPRNPNS FRLQ ANNI |FLTYAQC |---36---| HLHCLL |QLSGKS NIK DAGFFD CaYSYuV
MPRLPHS FRLQ ARNI |FLTYPRC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD AbMV
MPRNPNS FRIQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CheLCV
MPRNPDS FRLQ ARHI |FLTYPKC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NKRFFD CLCrV
MPRLPNS FRLQ ARNI |FLTYPRC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DARFFD CoMoV
_< MPRQPKE LRVQ SKNI |FVTYPQC |---36---| HLHCLV |QLSGKP NIK DVRFFD CoChSV
MPRNPNS FRIQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMV-Jal
MPRNPNS FRLQ AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMVenV
MPLPPKS FRLQ CKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLTGKC NIK DARFFD PepGMV
MPRNPNS FRLQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD RhGMYuV
MPRQPNT FRLQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QISGKS NIK DARFFD TBYMV*
MPRQPNS FRIQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DCRFFD HrCTV
MPPKPSA FRIQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKP SIK DARFFD ViYMV
MPRNPNS FRLQ ARNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGES [§IK NARFFD RhMSinV

Figura 13. Alineamiento de la regién N-terminal de proteinas Rep de los 30 miembros
conocidos del clado SLCV y los dos curtovirus (secuencia en letras rojas) que poseen
proteinas similares. La secuencia consenso de los iterones cognados se muestra en el
lado izquierdo de la figura. Los acrénimos a la derecha identifican a la especie viral. Los
cuatro residuos aminoacidos que presumiblemente estan involucrados en la especificidad
de union al DNA de la proteina estdn sombreados en amarillo, salvo en dos casos. Los
acrénimos sombreados de amarillo corresponden a los virus caracterizados en este
estudio.
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¢ Cual es el origen del segmento genémico distintivo de los miembros del
clado SLCV?

La filogenia derivada de la comparacion de los primeros 160 residuos aa de las
Reps de miembros del linaje del SLCV, de otros begomovirus americanos y del
VM, y los homodlogos codificados por miembros de otros tres géneros de
geminivirus (Curtovirus, Turncurtovirus 'y Topocuvirus) (Fig.10) reveld la existencia
de dos amplias clases de geminivirus: 1) los que codifican proteinas Rep de tipo
begomoviral “tipico” (BGVs del NM y VM; el curtovirus BCTV y sus cepas BMCTV
y BSCTV,; y las especies Unicas de los géneros Turncurtovirus 'y Topocuvirus ); 2)
los que codifican los miembros del clado SLCV y los curtovirus HrCTV y SpiSCTV.
Estos dos grandes grupos pueden ser representados de modo abreviado, pero
exacto, por los motivos conservados en la regién ~125 de Rep, que en el caso de
los BGVs tipicos es DGRSARGGQQ, en tanto que en la estirpe del SLCV es
YKVSKGRKA (Fig. 14).

Dado que los virus del linaje del SLCV son, sin duda, miembros del género
Begomovirus, por su genoma bipartita, y la secuencia de sus proteinas CP, TrAP
(0 AC2), REn (o AC3), y el segmento carboxi-terminal (161-360) de Rep, surge la
interrogante de qué geminivirus fue el que aportd, via recombinacion
intermolecular, el segmento de ~700 nt que distingue a los miembros del clado del
SLCV. Con base en el analisis comparativo que realizamos, en el que se
identificaron dos curtovirus con un segmento homologo al de los parientes de
SLCV, la hipo6tesis mas simple es que un ancestro de esos dos curtovirus, HrCTV
y SpiSCTV, fue el “donador” del segmento en cuestion. Sin embargo, un examen

mas profundo de la cuestidon demostré que esa suposicidn no es correcta, por dos
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razones sélidas: 1) La semejanza de la proteina Rep de HrCTV y SpiSCTV con
sus homologos del clado SLCV no se limita a los primeros 160 residuos aa, sino
que se extiende a lo largo de toda la proteina. En efecto, el dominio 161-346 de la
proteina de SpiSCTV que tiene una identidad en secuencia del 75% con la Rep de
HrCTV, exhibe una identidad similar o incluso superior (80%-73%) con el dominio
homologo de la Rep de BGVs del Nuevo Mundo, y significativamente menor (66-
60%) con otros curtovirus (todas las cepas de BCTV) y los BGVs del Viejo Mundo.
2) El ORF “C2” traslapado con la parte final del gen AC1 de HrCTV y SpiSCTV
codifica una proteina no conservada, que exhibe tan so6lo un 28% de identidad en
secuencia de aa, y no presenta similitud significativa con ninguna otra proteina,
viral o no viral, en las bases de datos publicas. No obstante esas observaciones, el
mencionado ORF “C2” parece haberse derivado de un gen (A)C2 begomoviral, ya
gue tiene la misma extension (134 codones) que el gen de los BGVs, y ademas 9-
8 de los primeros 12 residuos de la proteina “C2” de SpiSCTV son idénticos a los
12 aa iniciales de la proteina (A)C2 de algunos BGVs de Africa (v.gr: EACMV),
China (v.gr: AYVCNV) Pakistan (v.gr: CLCAV) y Vietnam (v.gr: PrLCV), lo que
contrasta marcadamente con la baja identidad en secuencia que exhibe respecto a
la proteina homéloga de HrCTV (Fig. 15). Esas observaciones son compatibles
con la hipbtesis propuesta por Stenger et al (1996) de que HrCTV, vy
probablemente también SpiSCTV (Zepeda-Hernandez y Brown, 2010)
evolucionaron por un evento de recombinaciébn entre un curtovirus y un
begomovirus del linaje del SLCV, que habria sido el “donador” del gen AC1/rep.

En cambio, esos datos no apoyan en modo alguno la suposicién de que un
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curtovirus parecido a HrCTV y SpiSCTV haya sido el donador no begomoviral del
segmento gendmico distintivo de los virus del clado del SLCV.

Estas y otras evidencias muestran que no se ha descrito, hasta el momento, un
geminivirus que pueda considerarse representativo del “progenitor menor” del
ancestro comun de los virus del clado SLCV, y lo Unico que sabemos del primero
es lo que podemos inferir de las caracteristicas comunes del origen de replicacion,
el ORF AC4 y los primeros 160 codones del gen ACfT/rep, tal y como lo

encontramos en sus descendientes modernos.

N N
DGRSARGGQQ| C1 > C2 > cs> NW & ow
4 Begomoviruses

V
Curtoviruses (BCTV)
DGRSARGGQQ Ci C3 ) Topocuviruses
Turncurtoviruses
N

N
YKVSG--GRKA Cil > C2 > c3> SLCV Clade
V (Begomoviruses)

______ M, Curtoviruses
YKVSG-GRKA| C1 >_Q-_|L/ (HrCTV & SpSCTV)

Figura 14. Dos clases de proteinas Rep caracterizan a los geminivirus de 4 géneros.
(Explicacion en el texto)
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AC2 vprotein [East African cassava mosaic virus] AC?2 protein [Cotton leaf curl Alabad virus] Pakist
Sequence ID: embICBA13492.1] Sequence ID: refINP_795360.11
Query 1 MPYSFPSVNHCT 12 Query 1 MPYSFPSVNHCT 12
MP S PS NHCT M S PS NHCT
Sbjet 1  MPSSSPSKNHCT 12 Sbjct 1  MOSSSPSRNHCT 12
AC2 protein [Tomato yellow leaf curl Yunnan virus] AC2 [Ageratum yellow vein China virus]
Sequence ID: gblAGM20539.11 Sequence ID: gblAHH24773.1|
Query 1 MPYSFPSVNHCT 12 Query 1 MPYSFPSVNHCT 12
M S PS NHCT M S PS NHCT
Sbjct 1 MONSSPSRNHCT 12 Sbjct 1  MQNSSPSHNHCT 12
AC2 [Premna leaf curl virus] Vietnam C2 [Horseradish curly top virus]
Sequence ID: gblAFM44664.1| Sequence ID: gbl U49907|
Query 1  MPYSFPSVNHCT 12 Query 1  MPYSFPSVNHCT 12
M S PS NHCT MP H
Sbjct 1  MONSSPSRNHCT 12 Sbjct 1  MPFLYSWILHYS 12

Figura 15. El ORF C2 del curtovirus SpiSCTV proviene evolutivamente del gen AC2
de un begomovirus. Alineamiento de los primeros 12 residuos aa de la proteina
codificada por el ORF C2 de Spinach severe curly top virus, con proteinas homélogas de
algunos begomovirus y del curtovirus HrCTV.

En relacién a las caracteristicas del “progenitor mayor” del ancestro recombinante,
se puede inferir de la secuencia del JacDLYuV (el miembro del clado del SLCV
presumiblemente mas cercano al ancestro comun) que fue un begomovirus
cercano al tronco inicial que colonizé el Nuevo Mundo, pues la secuencia del
componente genémico A de ese virus (excluyendo el segmento genémico atipico)
presenta una similitud relativamente constante (~77%) con BGVs de diferentes
estirpes americanas [datos no mostrados]. Asi pues, si tomamos como punto de
partida la hipétesis predominante de que los begomovirus arribaron al continente
americano a través de Alaska, procedentes de Asia, tendriamos que asumir que

las secuencias no begomovirales de los miembros del linaje del SLCV provienen
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de una clase de geminivirus hasta ahora desconocida, pero con toda probabilidad
nativa del continente americano, ya que solo se han encontrado sus secuencias
en virus del Nuevo Mundo. Ahora bien, la divergencia existente en el segmento
“atipico” del ADN-A de los virus del clado del SLCV indica que éste linaje es
antiguo, tanto o mas que cualquier otro linaje americano, si se considera la
divergencia en el segmento genémico analogo. Si los estimados paleovirolégicos
de la antigledad de los BGVs en América, que oscilan entre 30 y 4 millones de
anos (Lefeuvbre et al., 2010; Murad et al.,, 2004) son correctos, la estirpe del
SLCV debi6é evolucionar antes de la formacién del Istmo de Panama (hace ~3
MYA), que dio lugar al intercambio masivo de fauna y flora entre Norteamérica y
Sudamérica. Esto conduce a una nueva cuestion: el geminivirus que transfirié
horizontalmente el segmento Ori-Rep160 al BGV ancestral de la estirpe del SLCV
¢era nativo del bloque continental de Norteamérica o de Sudameérica? Por razones
que son ampliamente discutidas por Cardenas-Conejo (2012), y que no
reproducimos aqui, consideramos mas plausible la hipbtesis de que el
mencionado ancestro haya sido nativo de Sudamérica, y por ende, postulamos
que el linaje del SLCV se origind ahi y migré a Norteameérica solo después de la
formacién de un puente terrestre entre los dos subcontinentes. Esta hipdtesis es
contraria a la sostenida por la mayoria de los especialistas en evolucién de los
geminivirus (Briddon et al., 2010; Lefebvre et al., 2011; Rojas et al., 2005; Rybicki,
1994). Los corolarios evolutivos de nuestra hipétesis podran ser o no confirmados
por la investigacién futura, pero en el estado actual del conocimiento parecen
integrar de manera mas coherente las evidencias reunidas en este y otros

estudios sobre la evolucion de los begomovirus en el Nuevo Mundo.
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Abstract

A novel begomovirus isolated from a Sida rhombifolia plant collected in Sinaloa,
Mexico, was characterized. The genomic components of Sida mosaic Sinaloa virus
(SIMSinV) shared highest sequence identity with DNA-A and DNA-B components
of chino del tomate virus (CdTV), suggesting a vertical evolutionary relationship
between these viruses. However, recombination analysis indicated that a short
segment of SiIMSinV DNA-A encompassing the plus-strand replication origin and
the 5 '- proximal 43 codons of the Rep gene was derived from tomato mottle Taino
virus (ToMoTV). Accordingly, the putative cis- and trans-acting replication
specificity determinants of SiMSinV were identical to those of ToMoTV but differed
from those of CdTV. Modeling of the SiMSinV and CdTV Rep proteins revealed
significant differences in the region comprising the small B1/B5 sheet element,
where five putative DNA-binding specificity determinants (SPDs) of Rep (i.e.,
amino acid residues 5, 8, 10, 69 and 71) were previously identified. Computer
assisted searches of public databases led to identification of 33 begomoviruses
from three continents encoding proteins with SPDs identical to those of the Rep
encoded by SiMSinV. Sequence analysis of the replication origins demonstrated
that all 33 begomoviruses harbor potential Rep binding sites identical to those of
SiIMSinV. These data support the hypothesis that the Rep B1/B5 sheet region
determines specificity of this protein for DNA replication origin sequences.
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Una nueva especie de begomovirus aislada de Sida rhombifolia
posee determinantes de especificidad en cis y en trans que han
evolucionado independientemente en varios linajes geograficos.

RESUMEN

En este estudio se caracteriz6 molecularmente a una nueva especie begomoviral
aislada de una planta de Sida rhombifolia, colectada en Sinaloa, Mexico. Los
componentes genodmicos A y B de Sida mosaic Sinaloa virus (SiMSinV) exhibieron
la mayor identidad en secuencia con los componente homélogos de Chino del
tomate virus (CdTV), lo que sugiere una relacion evolutiva directa entre estos dos
virus de Sinaloa. Sin embargo, el analisis de recombinacién mostré que un
segmento corto del DNA-A de SiMSinV, que comprende el origen de replicacion
viral y los primeros 43 codones del gen que codifica a la proteina iniciadora de la
replicacion (Rep) se derivo, aparentemente, de un virus diferente, parecido a
Tomato mottle Taino virus (ToMoTV), de Cuba. En correspondencia con esa
observacion, los presuntos determinantes de especificidad replicativa en cis y en
trans de SIMSIinV son idénticos a los de ToMoTV, pero diferentes a los de CdTV.
El modelado in silico del dominio de unién al DNA de las proteinas Rep de
SiIMSinV y CdTV, respectivamente, reveld diferencias muy significativas en la
regibn que incluye a la mini-hoja beta p1/85, donde cinco potenciales
determinantes de especificidad (DEs) de unién al DNA (los residuos 5, 8, 10, 69 y
71) fueron identificados previamente por métodos tedricos. La busqueda por
métodos bioinformaticos en las bases de datos publicas, condujo a la identificacion
de 33 begomovirus oriundos de varios continentes (América, Africa y Asia) que
codifican proteinas Rep con potenciales DEs idénticos a los de la proteina Rep de
SiIMSinV. El andlisis de la region del origen de replicacién de esas 33 especies
virales revelé que todas ellas poseen sitios de union para Rep (“iterones”) con la
misma secuencia nucleotidica que SiMSinV. Estos datos apoyan fuertemente la
hipotesis de que la regidn betal/beta5 de Rep determina las propiedades de union

especifica al DNA de esa importante proteina viral.
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Abstract

The begomoviruses (BGVs) are highly diversified plant pathogens that evolved in the Old
World and subsequently spread into the Americas giving rise to several lines of descent.
One of these lineages, named after the Squash leaf curl virus (SLCV), includes a number of
viral species exhibiting a unique arrangement of cis-acting elements in the replication
origin (Ori) region. To get some clues about the evolution of the SLCV clade a search for
additional lineage members in a variety of wild plants was undertaken, and as a result four
novel viruses were characterized, including one that was basal to the group. Comparative
analyses to find out molecular features differentiating the SLCV clade from other BGV
lineages revealed that a ~700 bp long genomic segment encompassing the Ori region, the
entire AC4 gene, and the first 160 codons of the ACI (rep) gene, is highly divergent from
the analogous genome segment of other BGVs. Moreover, homology structural modeling of
the replication protein (Rep) encoded by one of the new viruses revealed that its putative
specificity determinants are located at positions slightly differing from those of its
homologous in other BGV lineages. The expansion of the comparative analysis to include
all Rep proteins of geminiviruses showed that the divergent domain characteristic of the
SLCYV lineage is only present in two members of the genus Curtovirus, that acquired it by
horizontal DNA transfer. Collectively, the data assembled in this study indicate that the
common ancestor of the SLCV clade viruses was a recombinant from both an early New
World BGV and a geminivirus from a hitherto unknown lineage indigenous to the

American continent.
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Introduction

Geminiviruses are pathogens which cause serious diseases to food and fiber crops in all
world regions with warm and temperate climates, and represent a major threat to the food
security of developing countries (Rey et al., 2012; Rybicki and Pietersen, 1999). These
viruses possess circular, single strand DNA (ssDNA) genomes encapsidated into virions
with a twinned icosahedral morphology (Jeske, 2009). The Geminiviridae constitute the
most diversified viral family known at present in both eukaryotic and prokaryotic systems,
with over 300 species described (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). The
family is taxonomically divided into seven genera (Becurtovirus, Begomovirus, Curtovirus,
Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, and Turncurtovirus) on the basis of genome
arrangement, insect vector and host range (Adams et al 2013; Varsani et al., 2014). The
genus Begomovirus, that encompasses all dicot-infecting geminiviruses transmitted by the
cosmopolitan whitefly Bemisia tabaci, is by far the most diverse and ecologically
successful geminivirus subgroup (Nawaz-ul-Rehman and Fauquet, 2009). Two major
classes of begomoviruses (BGVs) are recognized on the basis of their genome arrangement
and geographical distribution: the Old World (OW: Africa, Europe, Asia and Oceania) and
the New World (NW: the Americas) BGVs (Briddon et al, 2010). The latter viruses
typically possess a genome composed by two distinct circular ssDNA molecules of near 2.6
Kb, whereas the OW BGVs include both bipartite and monopartite viral species. The
genomic component A (DNA-A) of the NW BGVs contains five open reading frames
(ORFs), one in the virion sense (AVI or CP) encoding the capside protein, and four in the
complementary sense (ACI or Rep; AC2 or TrAP; AC3 or REn; and AC4) that encode
proteins involved in virus DNA replication, temporal and fine-tuned regulation of virus
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gene expression, and suppression of host antiviral responses (Fondong 2013; Hanley-
Bowdoin et al., 2013). The genomic component B (DNA-B) contains only two ORFs, BVI
and BCI, encoding proteins involved in the intracellular and intercellular movement of
viral DNA (Rojas et al., 2005; Sanderfot and Lazarowitz, 1995). The genomic components
of bipartite BGVs share a ~200-bp sequence, termed ‘“common region” (CR), which
contains the virus replication origin (Ori) encompassing several cis-acting elements closely
associated to a potential ~30-nt stem-loop element with an invariant nonanucleotide (5°-
TAATATTAC- 3”) where the virus-encoded replication initiator (Rep) introduces a strand-
specific endonucleolitic cut to initiate the DNA replication by a rolling-circle mechanism
(Heyraud-Nitschke et al., 1995; Lauffs et al., 1995; Singh et al, 2008).

The American BGVs are distinguished from the OW BGVs by several molecular features,
including the absence of an AV2 (“pre-coat™) gene (Ha et al., 2008; Rybicki et al., 1994), a
different number and arrangement of high-affinity Rep-binding sites (iterons) in the Ori
region (Arguello-Astorga et al., 1994; Arguello-Astorga and Ruiz-Medrano, 2001), a
PWRsMaGT motif in the N-terminal domain of CP (Ha et al., 2006, 2008; Harrison et al.,
2002), and a conserved AVRFATDK motif in the C-terminal domain of AC3 that are
absent in the OW BGVs (Mauricio-Castillo et al., 2014). Notwithstanding those differences
several lines of evidence indicate that the NW BGVs evolved from OW BGVs ancestors
(Briddon et al, 2010; Nawaz-ul-Rehman and Fauquet, 2009; Rybicki, 1994). A theoretical
study entailing both phylogenetic reconstructions and molecular clock-based methods of
comparative genome analysis, led to the hypothesis that the NW BGVs evolved from OW
ancestors that arrived to the American continent 30-35 MYA, when a land bridge between
North America and Eurasia, and a warm climate favoring the existence of a continuous belt

of vegetation between those continents, plausibly existed (Lefeuvre et al., 2011). According
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to this scenario, the ancestral Eurasian BGVs would had spread from Alaska into the
continent engendering several secondary lineages throughout North America and, after the
emergence of the Panama isthmus (3 MYA), also all through South America. One of those
lineages, named after the Squash leaf curl virus, encompasses a number of viral species
which are distributed from Southern USA to Uruguay and Argentina (Briddon et al., 2010;
Brown et al., 2002; Gregorio-Jorge et al., 2010; Marquez-Martin et al., 2012). Members of
the SLCV clade exhibit two molecular features distinguishing them from other NW BGVs:
a) the iterons are more numerous and display a unique arrangement in the Ori, with two
extra iterons of opposite polarity flanking the stem-loop element (Arguello-Astorga
1994a,b); b) the N-terminal domain of its Rep protein displays low sequence identity with
other BGV Reps (Arguello-Astorga and Ruiz-Medrano, 2001; Gregorio-Jorge et al., 2010).
The evolutionary and functional significance (if any) of those distinctive features has not
been addressed until now, in spite of their importance for a better comprehension of the
evolutionary history of BGVs in the American continent. In this work we report the
molecular characterization of four novel viruses belonging to the SLCV clade (SL-C, for
simplicity) whose genomic sequences, together with all BGVs genomes available in public
databases on 30 November 2014, were examined to define with precision the distinctive
molecular features of the members of this American lineage. This analysis led to the
intriguing conclusion that the SL-C common ancestor probably evolved from a
recombination event between an ancestral NW BGV and a geminivirus from a hitherto
unknown lineage, whose Ori region and N-terminal Rep protein sequences have been only

found so far in viruses natives to the Americas.
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Results

Isolation and identification of novel begomoviruses from Mexico

Leaf samples of weeds exhibiting symptoms of virosis were collected during the summer of
2007 in several localities of the states of Yucatan and Morelos, as a part of a wide-ranging
study to explore the diversity of BGVs in Mexico. The presence of BGVs was tested by
PCR using both “universal” primers and SLCV lineage-specific primers (see Methods) that
were designed to improve the detection of SL-C members in mixed infections (Mauricio-
Castillo et al ; Gregorio-Jorge et al., 2010). A number of the examined field samples
contained two distinct BGVs, and four of these doubly-infected plants (samples YP#122,
YP#446, YP#534 and Mor# 991) produced amplicons with the SL-C specific primers that
were different to BGV sequences in public databases. The full-length DNA-A and DNA-B
sequences of three of these divergent BGVs, and the DNA-A from a fourth virus, were
determined from overlapped PCR products (see Methods). The isolated viruses exhibited
the typical bipartite genome organization of New World BGVs, with a DNA-A containing
four ORFs (ACI- 4) on the complementary-sense strand and one ORF (AV/) on the viral-
sense strand; the DNA-B, on the other hand, displayed one ORF (BVI) in the virion-sense
strand and another ORF (BCI) in the complementary strand. The complete DNA-A
sequences of those viral isolates were analyzed by BLAST-N for preliminary species
assignment based on the 89% threshold level established by the ICTV (Fauquet et al.,
2008). As a result, it was determined that the four isolates were novel BGV species, and
provisional names were assigned to them. The DNA-A of Jacquemontia leaf distortion
Yucatan virus (JacLDYuV), isolated from a Jacquemontia pentantha (Convolvulaceae)
plant (sample 534; Fig.1), was 2602 nt long and showed the highest overall sequence

identity (69.5%) to Sida yellow leaf curl virus from Brazil (Accession No. EU710750). The
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DNA-B was 2591 nt in length and shared a 190 nt segment (SI= 96%) with its cognate
genomic component. A distinct BGV was isolated from a Capraria biflora
(Scrophulariaceae) plant that exhibited shortening of internodes and yellow spotted leaves
(sample YP#446; Fig.1). The DNA-A and DNA-B components of Capraria yellow spot
Yucatan virus (CapYSYuV), were 2624-nt and 2584-nt in length, respectively, and shared a
154 nt common region displaying an unusually low sequence identity (i.e., 72%). The
closest relative of CapYSYuV was Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (DQ406672) with an
overall DNA-A sequence identity at 81%. The DNA-A of Abutilon golden mosaic Yucatan
virus (AbGMYuV) was isolated from an Abutilon permolle (Malvaceae) plant (sample
YP#122; Fig.1). The DNA-A of this virus was 2629 nt in length, and exhibited the highest
sequence identity (81%) with Desmodium leaf distortion virus (DesLDV; No. DQ875870).
The fourth novel BGV was isolated from a Vigna elegans (Fabaceae) plant exhibiting
yellow mosaics and slightly distorted leaves (sample 991; Fig.1), which was collected in
Morelos state (see geographical coordinates in Methods). The DNA-A of Vigna yellow
mosaic virus (ViYMV) was 2602 nt in length, and displayed the highest sequence identity
(85%) with Bean calico mosaic virus (BCaMV; AF110189); the DNA-B molecule was

2564 nt in length, and shared a 192 nt sequence (SI=97%) with its cognate DNA-A.

Phylogenetic relationships of the isolated begomoviruses

A phylogenetic tree of the complete DNA-A sequences of ~50 New World BGVs as well
as some selected bipartite Old World BGVs, was generated using the neighbor-joining
method with 1,000 bootstraps replications; the tree was rooted with the sequence of Maize
streak virus (MSV), the type species of the genus Mastrevirus. The resulting dendrogram

(Figure 2) confirmed that the novel BGVs belong to the SLCV lineage. VYMV and
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CapYSYuV grouped into a cluster of Mesoamerican BGVs that includes two well-studied
BGVs: Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) and Pepper golden mosaic virus (PepGMV);
AbGMYuV grouped into a subclade that include both Mesoamerican and South American
viruses, while JacLDYuV was basal to the clade. The phylogeny reconstructed from the
full-length DNA-B sequences was not utterly congruent with the DNA-A dendrogram. For
example, the DNA-B of JacLDYuV grouped within the AbMV clade, whereas CapYSYuV
DNA-B was closest to the homologous component of the PHYVYV cluster (Suppl. Fig.1).
Incongruent phylogenies of the DNA-A and DNA-B components of a BGV are generally
explained by recombination and/or reassortment events in the evolutionary history of that

viral species (Briddon et al., 2010).

Recombination Analysis

Analysis of DNA-A components using the suite of programs for detection of recombinant
breakpoints integrated in the RDP4 package (Martin et al., 2010) did not reveal significant
evidence of recombination in CapYSYuV, JacLDYuV, and ViYMV (data not shown). In
contrast, one recombination event with breakpoints at positions 1969 and 2595 was
identified in AbGMYuV by several recombination detection methods. The recombinant
626 nt long segment was presumably derived from DesLDV (the “minor progenitor”), and
encompasses the complete AC4 ORF, the 5°half of the ACI (Rep) gene and a part of the
common region (Suppl. Fig 2). The remaining part of AbGMYuV DNA-A was derived
from a close relative of Corchorus yellow spot virus (CoYSV). The recombination event
between CoYSV and DesLDV was well supported by six methods in the RDP4 package

(GENECONV, p=2.649x107*; RDP, p=3.606x10>"; BootScan, P=6.429x10""; MaxChi,
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p=1.172x10"%"; Chimaera, p=1.636x10"; 3Seq, p=7.617x10™"). It is noteworthy that the

hypothetical major progenitor of AbGMYuV does not belong to the SLCV clade.

Infectivity of cloned DNA-A and DNA-B components

Since all novel BGVs were isolated from doubly-infected plants, full-length clones of both
DNA-A and DNA-B components of these viruses (with the exception of AbGMYuV) were
generated to verify their capability to induce symptoms and multiply its genome in plants.
Infectious clones of JacLDYuV, CapYSYuV and ViYMV were produced via PCR
amplification by using back-to-back primers designed on unique restriction sites on each
genomic component (see Methods). Biolistic inoculation of Nicotiana benthamiana plants
with DNA-A and DNA-B clones of JacLDYuV produced evident symptoms at 10 dpi in all
tested plants (8/8). Disease signs included strong shortening of internodes, yellowish and
severe deformation of new leaves (Fig.3a). The symptoms did not decrease with time, and
plants did not developed flowers even after 40 dpi. In contrast, 6 out 8 plants bombarded
with the CapYSYuV clones developed mild symptoms including a slight delay in growth
and mild leaf curling (Fig.3b), which lessened gradually after 18-20 dpi, indicating a
process of infection remission. Finally, the clones of ViYMV produced symptoms in 6 out
8 inoculated plants, which exhibited mild chlorosis and deformation of new leaves 12 dpi,
although remission of symptoms was also observed after 25 dpi (Fig. 3c). These
observations demonstrated that the three inoculated BGVs have different capabilities to
induce symptoms in the common experimental host (N. benthamiana), and confirmed the
complementary nature of the isolated viral genomic components, which was an important

issue in the case of CapYSYuV, whose common region exhibited poor conservation in
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nucleotide sequence (72% SI) between cognate genomic components, although the relevant

Ori elements were well preserved.

Identification of potential replication specificity determinants of the SLCV clade
BGVs

The four isolated BGVs exhibited the characteristic iteron arrangement of the SL-C viruses
although their iterative elements were not similar. Thus, CapYSYuV harbored six iterons
with a TGGAGTCC consensus whereas AbGMYuV and JacLDYuV hold five iterons with
a TGGTGTCC core sequence. In contrast, ViYMV exhibited five iterons with a
TGGAGACC sequence, differing in the 6™ nucleotide from the former elements. Sequence
analysis of the remaining 26 SL-C members showed that, with the only exception of
Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (RhMSinV), all of them harbor iterons with either a
TGGTGTCC (like JacLDYuV) or TGGAGTCC (like CapYSYuV) sequence. The single
difference in the 4™ nucleotide of the iterative sequence 1is critical for recognition by the
cognate Rep protein, as established in experiments of pseudorecombination between two
strains of Euphorbia mosaic virus (i.e., “Yucatan Peninsula” and “Jalisco”) that were
unable to form viable reassortants in a common host, thus indicating replication
incompatibility (Gregorio-Jorge et al, 2010). To identify potential DNA binding specificity
determinants (SPDs) in the Rep proteins encoded by the SL-C members, an analysis of all
of them by the CAGHIP method (LLondofio et al., 2010) was carried out. As a result, four
putative SPDs were identified in those proteins (Figure 3). These potential SPDs were
situated at defined distances from the conserved RCR Motifs I and II, as formerly
established in Rep proteins of three families of circular ssDNA viruses (Londofio et al.,

2010). However, the positions of Rep SPDs relative to the initial residue in proteins
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encoded by the SL-C members slightly differ from those observed in the homologous
proteins of other NW and OW BGYVs. Indeed, the Rep SPDs of most BGVs have been
theoretically mapped at two discrete segments encompassing the residues 5, 8, 10, close to
the RCR Motif I, and 69 and 71, in the vicinity of Motif II (Londofio et al., 2010, Mauricio-
Castillo et al., 2014), whereas the putative Rep SPDs of SL-C viruses are placed at
positions 9 and 11 (near to Motif I) and 71 and 73 (close to Motif II). As previously pointed
out, most of the SL-C members exhibit iterons with either a TGGAGTCC or TGGTGTCC
sequence, differing in a single nucleotide; accordingly, their Rep proteins display a single
difference in the SPD at position 11, which invariably is Q in the former group, and is
either A, T or S in the latter one. (Fig. 3). Interestingly, the only two viral species of the
SLCV lineage exhibiting iterons different to the aforesaid ones, ie., VYMV
(TGGAGACC) and RhMSinV (TGGAGGAY), were also the only viruses encoding Reps
that do not display an Asn residue at position 71. In effect, VYMV Rep has a Ser residue,
and RhMSinV Rep an acidic residue (Asp) at that position. Those data are in strong accord
with the hypothetical correlation between Rep SPDs and cognate iterons in geminiviruses,
and suggest that the SPDs in the vicinity of Motif II might to influence the recognition of

specific nucleotides at the iteron 3 end (Londofio et al., 2010).

Identification of a distinctive Rep domain of SLCV clade members.

The SL-C viruses were firstly distinguished from other BGVs because of their unusual
arrangement of iterons (Arguello-Astorga et al., 1994a, b). To determine whether the 30
viral species grouped into the SLCV branch of the global dendrogram in Fig. 2, display
additional distinctive features that could be used as hallmarks of this BGV lineage, all

proteins encoded in the DNA-A component of those viruses (CP, Rep, TrAP, REn and
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AC4) were systematically compared with those encoded by other New World BGVs. For
this, the predicted proteins of the SL-C members were aligned with their homologs in other
American BGVs, and the existence of distinctive segments or motifs between the compared
BGYV lineages was assessed. The analysis revealed SL-C specific motifs solely in the Rep
and AC4 proteins. Indeed, several lineage-specific motifs were identified along the N-
terminal segment (aa residues 1-160) of Rep but not in other of its domains (Fig. 4 and
Supp. Fig 3 ). The extension of the comparative analysis to include Rep sequences of BGVs
natives to the Old World, such as the Corchoviruses (Ha et al., 2006, 2008), Legumoviruses
(Quazi et al., 2007), Sweepoviruses (Briddon et al., 2010), and other lineages of bipartite
and monopartite BGVs from Africa, Madagascar, Europe, Asia, and Oceania, showed that
the SLCV lineage-specific motifs are not present in proteins encoded by other members of
the genus Begomovirus (Fig. 4, and data not shown). In view of those puzzling data,
suggestive of an antique event of lateral DNA transfer between unrelated viral lineages, we
expanded the comparative analysis to include the Rep proteins of all members of the family
Geminiviridae, looking for a plausible ancestor of the Rep N-terminal domain of SL-C
viruses. A phylogenetic tree based on an alignment of the N-terminal domain (1-160) of all
geminivirus Rep sequences available at public databases was generated by Clustal W and
the resulting dendrogram was subsequently used as a basis for more detailed comparisons.
In Figure 5 a cladogram derived from the comparisons of partial Rep proteins of SLCV
lineage BGVs with a number of geminiviruses representative from different genera and
geographical lineages, is illustrated. Several data of this phylogeny are noteworthy: 1) the
truncated Repi60 proteins of the SL-C BGVs form a cluster clearly separated from the main
branch encompassing the Rep N-terminal domain of NW and OW BGYVs, topocuviruses

(TPCTV), turncurtoviruses (TCTV), and the strains of BCTV, a curtovirus; 2) the Repi60 of
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two curtoviruses, Horseradish curly top virus (HrCTV) and Spinach severe curly top virus
(SpiSCTV) were clearly related to those of the SL-C BGVs; 3) Repi6o of JacLDYuV (one
of the novel BGVs characterized in this study) was basal to the SLCV branch, suggesting a
closer relationship with the homologous protein domain of the SL-C common ancestor; 4)
the only known member of the genus Topocuvirus have a Repleo practically
indistinguishable from those of some NW BGVs; 5) The Repi6o of TCTV, the only species
in the genus Turncurtovirus, is closely related to Repi60 of two BCTV strains, BSCTV and
BMCTYV. These incongruent relationships among the N-terminal of Rep proteins strongly
suggest that intermolecular recombination between members of different lineages has taken
place several times along the evolutionary history of the Geminiviridae. A significant but
provisional conclusion derived from the last comparative analysis is that the N-terminal
domain the Rep protein encoded by the SL-C viruses was not derived from a begomoviral
ancestor but from a curtovirus related to HrCTV and SpiSCTV. However, this hypothesis

has several shortcomings that will be discussed later.

Modeling of VYMYV and BCaMV Rep proteins

Since VYMV harbors iterons with a nucleotide sequence that is unique among the SL-C
BGVs, a comparison of the predicted 3D structure of VYMV Rep and the homologous
protein of its closest relative, Bean calico mosaic virus (BCaMV), that exhibits iterons
differing in two nucleotides (TGGTGTCC) might provide important clues about the Rep aa
residues determining its DNA-binding specificity, as recently showed in the case of two
related BGVs from Sinaloa, Mexico, that exhibit divergent iterons (Mauricio-Castillo et al.,
2014). Accordingly, 3D models of the DNA-binding domain of VYMV and BCaMV were

built based on the solved NMR structure of TYLCSV Rep 4-121 (see Methods). The
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structural model of VYMV Rep1-120 (Figure 6) comprise a core of five B-strands arranged
in a 5-stranded antiparallel B -sheet, surrounded by two a-helixes, and two small 2-stranded
B-sheets. The B-strands 2 and 4 of the central sheet include the so-called RCR motifs I and
IL, and their extensions, the B-1 and -5 strands, form a small antiparallel -sheet that has
been involved in specific DNA binding (Campos-Olivas et al. 2001). Comparisons of the
modeled Repl-120 structures of VYMV and BCaMV revealed clear differences in the
region encompassing the -1/ -5 sheet. As can be appreciated in the modeled protein,
VYMV Rep exhibits two polar amino acids, one with a large side chain (Q11) and other
with a small one (S71), protruding from the former structural region, while BCaMV Rep
has in the equivalent positions to T11 and N71, respectively. It is important to point out that
VYMV and Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (RhMSinV) are the only SL-C members
whose Rep protein displays an amino acid residue at position 71 which is not asparagine
(N). Indeed, VYMV Rep display serine (S) at that position, whereas RhMSinV has an
acidic residue, aspartate (D); these differences are in close accord with the observation that
the latter two BGVs harbor iterons with a unique sequence. In conclusion, the amino acid in
the B-1/B-5 sheet of VYMV and BCaMV Rep proteins are notoriously different, and expose
distinct side chains toward the hydrophilic surface of the mini [-sheet, thus providing
dissimilar electrostatic and hydrogen-bonding patterns for specific interactions with the

DNA, which could account for the affinity of those proteins by different iterons.

Analysis of the distinctive AC4 protein of SLCYV lineage viruses.
Since that the AC4 OREF is contained entirely within the region encoding the Rep domain 1-

160, it may be anticipated that AC4 proteins of SL-C members would be significantly
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divergent in sequence from their homologs encoded by other geminiviruses. Indeed, the
alignment of the former proteins with the AC4/C4 proteins of diverse BGVs revealed a
very low aa sequence identity between them, ranging of 28 to 15% (Supp. Figure 4).
Furthermore, the predicted AC4 proteins of SL-C BGVs were consistently larger than their
homologous in other geminiviruses (with the exception of the curtoviruses HrCTV and
SpiSCTV), with ~120 aa residues in length, that is in contrast with the small size (~85 aa)
of the predicted AC4/C4 proteins of most NW and OW BGVs, topocuviruses,
turncurtoviruses and the curtovirus BCTV(data not shown). The uncommon size and amino
acid sequence of the predicted AC4 proteins of SL-C viruses is another distinctive
molecular characteristic of this atypical lineage of NW BGVs, and suggest functional

differences with their positional analogous in other geminiviral lineages.

DISCUSSION

It is generally assumed that the begomoviruses evolved in the Cretaceous period, prior to
the tectonic breakup of supercontinent Gondwana into the landmasses of Africa, India,
South America, Antarctica, and Australia, which took place 120-110 MYA (...). This
hypothesis is based on the observation that phylogenies generated from alignments of the
complete DNA-A sequences of BGVs consistently generate continental lineages,
suggesting that those viruses evolved in geographic isolation for extensive periods. Thus,
the BGVs from the Old World segregate into clusters originating in the Indian
subcontinent, Asia, Japan and Africa (Briddon et al, 2010). The New World BGVs form a
separate major branch, with several distinct clades that are not restricted to specific regions
of the Americas. The prevalent view is that the BGVs were introduced to the American

continent by the region of Alaska (Lefeuvre et al., 2011; ...), although an alternative
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scenario has been recently proposed, that hypothesize that the BGVs arrived to South
America when a land connection with the Antarctic continent existed, and the climatic
conditions in the latter supported a subtropical vegetation and populations of whiteflies
(Cardenas-Conejo, 2011; Cardenas-Conejo and Arguello-Astorga, in preparation). In any
case, an evolutionary radiation of BGVS during its spread across the american continent
took place, giving rise to secondary lineages, such as the clades of the AbMV, -BGMV .-
SLCV and others defined in different phylogenetic studies. In this work we have
established, through molecular characterization of new species of the SLCV clade and
comprehensive comparative sequence analyses, that this lineage is different from other
New World BGVs in several molecular traits associated with viral replication and relevant

domains of the Rep and AC4 proteins.

METHODS

Recombination analysis

The recombination analysis was performed using the recombination detection methods
included in the RDP 4.16 package with default settings (Martin, et al., 2010). The analysis
was based on alignment of the full-length DNA-A components of AbGMYuV, CoYSV and
DesLDV that was performed with Clustal V algorithm of the MegAlign application of

Lasergene (DNAstar Inc., Madison, WI, USA).

Homology structural modeling
Homology models for monomeric Rep proteins of VYMV and BCaMV were built using I-

TASSER server, which employs a fragment-based method in which fragments are excised
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from multiple template structures and reassembled, based on threading alignments (Roy et
al., 2010) The NMR solution structure of Rep protein from a begomovirus (TYLSCV)
where specified as a template with target-template alignment to the I-TASSER server (PDB
accession code 1L.2M). One model for each virus was obtained with a C-score of 1.98 for
both the VYMV and BCaMV. The structure of each model was further optimized to
eliminate bad torsion angles, Van der Waals clashes or total energy using the repair option
of FoldX (Guerois et al., 2002). The quality of the models was analyzed using the
Molprobity server and ProSa server (Chen et al., 2010; Wiederstein et al., 2007). The
stereochemistry analysis shows that 88% and 89% of the peptide bonds were in the favored
regions of the Ramachandran plot, respectively for the VYMV and BCaMV models. The
ProSa z-scores values for the VYMV and BCaMV models were -4.7 and -4.5 respectively;
those values are in the range of scores typically found in proteins of similar sequence
length. UCSF Chimera was used for molecular graphics analyses and imaging (Pettersen et

al., 2004).

FIGURE LEGENDS

Figure 2. DNA-A inferred evolutionary relationships of viruses isolated in this work
compared with selected begomoviruses. Phylogenetic tree indicating the relationship
between the DNA-A genomic component of viruses isolated in this work (red caption) and
selected begomoviruses is shown. The SLCV clade members are denoted with a red
triangle depicted before the name. MSV mastrevirus sequence was used as outgroup.
Names and GenBank access numbers for each virus sequence used are listed in
supplementary Table 1. DNA-A phylogeny was inferred with a total of 2235 positions in

the final dataset using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 1987). Bootstrap
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values equal or above a 60% significance threshold, based on 1000 replicates, are depicted
in each node as follows: from 60-79% (©), from 80-89% (@) and from 90-100% (m). The
tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed
using the number of differences method (Nei and Kumar, 2000) and are in the units of the
number of base differences per sequence. The analysis involved 52 nucleotide sequences.
All positions containing gaps and missing data were eliminated. Evolutionary analyses

were conducted in MEGAS (Tamura et al., 2011).

Supplementary online resources

Supp. Figure X. DNA-B inferred evolutionary relationships of viruses isolated in this
work compared with selected begomoviruses. Phylogenetic tree indicating the
relationship between the DNA-B genomic componenst of viruses isolated in this work (
(red caption) and selected begomoviruses is shown. The SLCV clade members are denoted
with a red triangle depicted before the name. MSV mastrevirus sequence was used as
outgroup. Names and GenBank access numbers for each virus sequence used are listed in
Supp. Table 1. DNA-B phylogeny was inferred with a total of 1470 positions in the final
dataset using the Neighbor-Joining method. Bootstrap values equal or above a 60%
significance threshold, based on 1000 replicates, are depicted in each node as follows: from
60-79% (o), from 80-89% () and from 90-100% (m). The tree is drawn to scale, with
branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the

phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the number of
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differences method (Nei and Kumar, 2000) and are in the units of the number of base

differences per sequence.

Suppl. Figure X2. Recombination event in the AbGMYuV DNA-A detected by RDP 4.
The schematic representation of AbGMYuV genomic component A is at the top of the
figure and the RDP pair-wise similarity plot is shown below. The blue region indicates the
major parent section (CoYSV) and the red region the minor parent (DesLDV). The color
lines in the similarity plot indicate the comparison between two virus sequences. The
beginning breakpoint (1969 nt) and the ending breakpoint (2595 nt) are indicated by the
vertical lines.

Suppl. Fig. X3 AC4 protein phylogeny. Phylogenetic tree indicating the relationship
between the AC4 protein of viruses isolated in this work (red caption) and AC4 proteins of
selected begomoviruses is shown. The SLCV clade members are denoted with a red
triangle depicted before the name. Curtoviruses (BMCTV, BSCTV, HrCTV, SpiSCTV),
and the single members of the genera Turncurtovirus (TCTV) and Topocovirus (TPCTV)
AC4 proteins are denoted with a green circle and a purple square depicted before the name,
respectively. GrapevineGV amino acid sequence was used as outgroup. AC4 phylogeny
was inferred with a total of 57 positions in the final dataset using the Neighbor-Joining
method. Bootstrap values equal or above a 60% significance threshold, based on 1000
replicates, are depicted in each node as follows: from 60-79% (o), from 80-89% (e) and
from 90-100% (m). The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as
those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary
distances were computed using the number of differences method, and are in the units of

the number of base differences per sequence.
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FIGURES
Provisional Host Genomic Common | Closest Iteron
name components | Region | relative arrangement
Jacquemontia | Jacquemontia ggj‘;‘\t 190 nt (ESUi;LO(;;IO)
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(CapYSYuV) (Scrophulariaceae) (35":3‘33) s
Abutilon golden Abutilon DNA-A ND DeLDV
mosaic Yucatan permolle (2629 nt) (DQ875870)
virus < > < 1=->
(AbGMYuV) (Malvaceae) Sl=81%
' DNA-A
Vigna yellow 6)29223 (2602 nt) 192 nt ( ABF?;a gf gg)
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Figure 1
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Figure 3
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SL-C RCR SL-C SL-C

Motif 4 Motif 11l Motif 5 Motif 6
CapYSYuV+ SGQYKVSG- - --GSKANKDDVYHNVVN-137
AbGMYuV* SGQYKVP ----ITKANKD HN I-137
JacLDYuV* SGQYKVSG----ATRTNKEDVYHNALH-137
ViYMV* SGQYKVSG----ATKSNKDDVYHNAIN-137
SLCV SGQYKVSG---- -137
ToSLCV SGQYKVSG---- -137
CaLCu SGQYKVSG---- -137
HrCTV SGQYKVSG---- -137
ToChLPV S EFQIDGRSARGGQQT? LN-139
PYMV S LFQIDGRSAR LN-139
CoYw S FKIDGRSSR LN-137
ICMV 5 TFQIDGRSAR LN-139
MYMV 5 SFQVDGRSAR LN-139
SACMV S TIQWGEFQIDGRSAR LN-139
TYLCV T FIDFGVSQIDGRSAR LN-137
TECTV S TIEWGEFQ IDARSARGG LN-140

Figure 4
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Figure 6
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Motif| Motif Il
SPDs-R1 SPDs-R2
[ MPRAPGS FRLA AKNI |FLTYPQC |---36---| HLHCLL |QLSGKS NIK DARFFD AbGMYuV
MPRQPNK FRLA SRNI|FLTYPQC |---36---| HLHILI |QLSGKS NIK DERFFD JacLDYuV
ITERON MPRNPSS FRIT ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DVRFFD BCaMV
MPRNPKS FRLA ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CaLCuV
MPRNPNS FRIS AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CuLCrV
MPLKPKT FRLA ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLL |QLSGKS NIK DARFFD DeLDV
MPRNPNS FRLT AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMPV
MPRNPNS FRIA AKSI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMV-YP
MPRNPNS FRLT AKNI|FLTYPRC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFN EuYMV
TGGTGTCC |- MPQNPKS FRLS ARNI|FLTYPKC |---36---| HLHCLV [QLSGKS NIK DAGFFD MeChLCuV
MPRSPKS FRVA AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NARFFD MeChMV
MPREPKS FRLA ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NARFFD SiGMLV
MPRNPQK FRLA AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DVRFED SiYLCV
MPRNPNS FRLT ARNI|FLTYPRC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DAGFFD SLCV
MPRNPNS FRFT ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKT NIK NARFFD SMLCV
MPRNPNI FRLT ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DVRFFD ToCoMV
MPRNPNQ FRLA AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD ToRYLCV
MPRNPNL FRLA AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD ToSLCV
| MPRONKS FRLS SKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DCRFFD SpSCTV
MPRNPNS FRLQ ANNI |FLTYAQC |---36---| HLHCLL |QLSGKS NIK DAGFFD CaYSYuV
MPRLPHS FRLQ ARNI|FLTYPRC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD AbMV
MPRNPNS FRIQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD CheLCV
MPRNPDS FRLQ ARHI |FLTYPKC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK NKRFFD CLCrV
MPRLPNS FRLQ ARNI|FLTYPRC |---36---| HLHCLV |QLSGKS NIK DARFFD CoMoV
TGGAGTCC | MPROPKE LRVQ SKNI|FVIYPQC |---36---| HLHCLV|QLSGKP NIK DVRFFD CoChSV
MPRNPNS FRIQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMV-Jal
MPRNPNS FRLQ AKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD EuMVenV
MPLPPKS FRLQ CKNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLTGKC NIK DARFFD PepGMV
MPRNPNS FRLQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DARFFD RhGMYuV
MPRQPNT FRLQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QISGKS NIK DARFFD TBYMV*
MPRQPNS FRIQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGKS NIK DCRFFD HrCTV
TGGAGACC MPPKPSA FRIQ ARNI |FLTYPQC (---36---| HLHCLI |QLSGKP SIK DARFFD ViYMV
TGGAGGAC MPRNPNS FRLQ ARNI|FLTYPQC |---36---| HLHCLI |QLSGES [IK NARFED RhMSinV
Figure 7
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Squash leaf curl virus does not induce symptoms in tomato but
increases symptoms severity in mixed infections with TYLCV.
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Abstract

A survey of tomato commercial fields in Sinaloa, Mexico, revealed a high incidence
of Tomato yellow leaf curl virus-lsrael (TYLCV-IL), an Old World monopartite
begomovirus that was recently introduced to the American continent. Analysis of
53 field samples revealed the presence of TYLCV in 41 symptomatic tomato
plants. In addition, DNA sequences from Squash leaf curl virus (SLCV), a cucurbit-
infecting begomovirus, were amplified from six TYLCV-infected tomato plants.
Infectious clones of SLCV and TYLCV were obtained from one of those plants and
tested in several host plants. Biolistic inoculation of SLCV DNA-A and DNA-B
produced severe symptoms in both squash and Nicotiana benthamiana plants, but
did not induce symptoms in tomato plants even thought viral DNA could be
amplified from young tissues, hence indicating poor adaptation of SLCV to this
host. In contrast, co-inoculation experiments revealed that SLCV significantly
contributed to symptoms development in mixed infections, because they were
consistently more severe in tomato plants infected with both begomoviruses than
those only infected by TYLCV. These observations indicate that exotic
begomoviruses like TYLCV might assist the colonizing of new hosts by endemic
begomoviruses, thus creating conditions for evolution of viral variants better

adapted to plant species that are not their natural hosts.
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Introduction

In Mexico, the state of Sinaloa is the largest producer of tomato (Solanum
lycopersicum) for domestic consumption and export. In the valleys of Sinaloa,
where this crop is grown, there have been huge economic losses due to diseases
caused by RNA and DNA viruses. In recent years, whitefly-transmitted
geminiviruses of the genus Begomovirus have been the main agents of those
losses (Gamez-Jiménez et al. 2009). Several begomoviruses native of the New
World have been identified in Sinaloa tomato crops along the last two decades,
including to Tomato leaf curl Sinaloa virus, Chino del tomate virus (CdTV), Pepper
huasteco yellow vein virus (PHYVV), Pepper golden mosaic virus (PepGMV) and
mixed infections among them. More recently an Old World begomovirus, Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) has also being found affecting tomato crops in the
Culiacan and Guasave counties of Sinaloa (Brown et al. 2002 Gamez-Jiménez et
al. 2009). In this region, besides tomato, other commercially valuable species such
as pepper, potatoes and cucurbits (squash, melon and watermelon) are also
usually cultivated. In cucurbit have been detected begomoviruses as Squash leaf
curl virus (SLCV), Squash mild leaf curl virus, Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV)
and Melon chlorotic leaf curl virus (MCLCuV) (Idris et al. 2008). The phylogenetic
analysis of New World begomoviruses recognizes an atypical lineage known as the
Squash leaf curl virus (SLCV) clade (Arguello-Astorga et al., 1994; Padidam et al.
1995). SLCV differ from “typical” begomoviruses in the origin of replication with a
different number and arrangement of iterons, and its Rep protein lacks several
conserved motifs in the N-terminus of its homologs in other begomoviruses and

has an AC4 gene that encodes a protein of 120 amino acids that is not
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homologous to the “typical” C4 protein (Arguello-Astorga et al. 1994a, 1994b;
Arguello-Astorga and Ruiz-Medrano 2001). Such agroecosystems promotes the
increase of whitefly populations and their migration from one species to another.
This behavior of the whitefly, coupled with the existing diversity of begomoviruses
favors mixed infections, which cause the emergence of variants and even new
begomoviruses due to recombination processes. In addition, the migration of
begomovirus-infected whiteflies biotypes from other regions, and the evolution of
the insect vector-begomovirus relationship may promote the introduction of
begomoviruses in tomato plants (Rojas and Gilbertson, 2008). There are several
strategies for determining diversity of geminiviruses in plant samples from
agricultural regions as those reported by Mauricio-Castillo et al. (2006, 2007) and
Céardenas-Conejo et al. (2010). On the basis of the foregoing, the aim of this study
was to detect mixed infections and characterize some of them in tomato crops in

the valley of Culiacan, Sinaloa, Mexico.

Materials and Methods

Plant samples

Sample collection was carried out in two tomato fields located in the Valley of
Culiacan, Sinaloa, Mexico (geographical coordinates: Field A, 24° 77' 12" 27"-
107°52' 31" 93"; Field B, 24 °46° 07" 09™ -107 °34' 17" 05™). The expression of
severe or mild symptoms of virosis, besides the presence of whitefly populations in
the fields, were the criteria for sample gathering, although several asymptomatic

plants were also collected. Fifty three samples from two commercial varieties of
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tomato, “Saladette” and “Bola”, as well as some weeds found within the field were

examined. The sampling was carried out in October 2006 and April 2007.

PCR-based characterization of begomoviruses

Total DNA was extracted of plant samples using a modified version of the
Dellaporta method [Ref]. The presence of begomoviruses was assessed by using
the total DNA extracts in PCR reactions with degenerated primers designed to
amplify two overlapping genomic segments encompassing either the complete
DNA-A or DNA-B molecules of begomoviruses. For the molecular characterization
of the complete DNA-A of typical begomoviruses two pairs of primers, repDGR-fw/
cpYMAC-rv, and repDGR-rv/CP70-fw were used (Mauricio et al., 2007). The
complete DNA-A component of “atypical” begomoviruses belonging to the SLCV
clade was assembled from overlapped viral amplicons obtained of PCR directed by
two sets of primers specific for this lineage, SL2150-fw/ cpYMAC-rv and SL2150-
rv/CP70-fw (Gregorio-Jorge et al. 2010). Two pairs of degenerated primers, BC1-
290fw/ BV1-470rv, and BC1-290rv/ BV1-310fw were utilized to direct the
amplification of begomoviral DNA-B sequences [Gregorio-Jorge et al. 2010]. PCR
reactions were carried out in a final volume of 25 puL, consisting in the following:
Tag DNA polymerase reaction buffer 1X, MgCL, 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM,
oligonucleotides 1 pM, Taq DNA polymerase 1 U (Taq Platinum, Invitrogen).
Amplifications were done in a thermocycler (Applied Biosystems, model 2720) with
the following conditions: initial denaturing 94°C/2 min, and then 35 cycles of 94°C/1

min, 552C/1 min, 72°C/1 min; final extension 72°C/5 min. The viral amplicons were
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cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega) and subjected to Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis with EcoRI and Hinfl enzymes.
The products of digestion were separated by electrophoresis in 2.5% agarose gels
and PCR clones with different restriction patterns were sequenced. Automated
sequencing was carried out at LANBAMA, IPICYT (San Luis Potosi, Mexico) using
a 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Assembling of the complete
genome sequence was carried out with the suite of applications of the Lasergene

package (DNAstar Inc., Madison, WI, USA).

Generation of infectious clones of TYLCV and SLCV

To clone the complete genome of TYLCV and the full-length genomic components
A and B of SLCV, the total DNA extract of one tomato plant infected with both
begomoviruses was used as template for the amplification by PCR of the viral
genome segments. The TYLCV genome was obtained using abutted divergent
primers designed over the unigue BamH1 site (i.e., TYL-BamHI-fw
[ATAGGATCCACTTCTAAATGAATTTCC] and TYL-BamHlI-rev
[AATGGATCCCACATAGTGCAAGAC]). The generated ~2.7 Kb amplicon was
cloned into the pBlueScript Il vector. To obtain the full-length DNA-A and DNA-B
molecules of SLCV abutted divergent primers were designed over unique
restriction enzymes sites. The primers SLCVA Sacl-fw
(AATGAGCTCAAACGGAGGAAGCC) and SLCVA Sacl-rev
(TTTGAGCTCACTTCGTTCACGTCAG) were used for DNA-A amplification,
whereas the complete DNA-B was amplified using the primers SLCVB Xbal-fw

(CAGTCTAGATGATGATGCGGATTTGACC) and SLCVB Xbal-rev
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(CAGTCTAGATTCGGGATAAGAGGCCCAATTG). In both cases, the produced
~2.6 Kb amplicons were cloned into pBlueScript Il. Two independent clones of
each SLCV genomic component were sequenced to confirm the absence of

mutations, and one of them was selected to perform.assays of infectivity in planta.

Plant infection assays

Plants of tomato (S. lycopersicum var. Saladette), Nicotiana benthamiana and
squash (Cucurbita pepo) were inoculated using a low-pressure biolistic device. The
leaves of young plants (third- to four-leaf stage) were directly shot at 120 psi
helium pressure with tungsten particles (0.7 um, BioRad, Hercules, CA) covered
with the cloned viral DNA (1 pg each genome component). The biolistic
experiments were carried out either as single or mixed inoculations. The infectious
clone of TYLCV was digested with Bam HI, the SLCV-A clone with Sac | and that
of SLCV B with Xba I, before inoculation to release the viral DNA from the cloning
vector. Six tomato plants in a 4-6 leaf-stage were inoculated with the following DNA
combinations: a) TYLCV, b) SLCV components A and B, c¢) TYLCV +SLCV
components A and B. As control, tomato plants were inoculated with the empty
cloning vector (pBluescript). After inoculation the plants were maintained in an
insect-free growth chamber (27° C, 16 h light-8 h dark) and observed on a daily
basis for the appearance of symptoms. All plants were examined by PCR at the
end of the experiment (24-28 dpi). Three independent experiments of plant

infectivity were carried out.
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Results

Identification of begomoviruses on infected plants

During October 2006 and April 2007 a survey of two tomato commercial fields in
the Valley of Culiacan was undertaken. These fields were infested with the whitefly
Bemisia tabaci and a high proportion of the tomato plants exhibited symptoms of
virosis such as leaf curling, yellowing, vein chlorosis and stunted growth. Leaf
samples of a number of symptomatic and asymptomatic tomato plants were
collected, and total DNA extracts from those samples were obtained and tested for
the presence of begomoviruses by the PCR technique using several pairs of
degenerated primers specific for this group of viruses (see Materials and Methods).
Forty one from the 57 examined samples were PCR-positive for begomoviruses.
The viral amplicons derived from these 41 plants with the pair of primers repDGR-
fw and cpYMAC-rv were ~1530 nt in length, significantly larger than the 1400-1420
bp long amplicons expected for New World begomoviruses. Only in one sample an
additional PCR product of ~1420 bp was observed, suggesting a mixed infection
(Fig.1a). All viral amplicons were cloned (see Methods) and the recombinant
plasmids were subjected to RFLP analysis using the EcoRl and Hinfi
endonucleases. All clones with the ~1530 bp amplicons produced an identical
restriction fragment pattern, that was different to the one observed for clones with
the ~1420 PCR product. Sequencing of the two different kind of amplicons showed
that the largest one correspond to TYLCV-IL and the second one to PHYVV, two
begomoviruses previously reported in tomato crops from Sinaloa.

The 41 samples containing TYLCV were additionally examined with a distinct pair

of primers, namely, SL2150-fw and cpYMAC (see Methods), that direct the
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amplification by PCR of a DNA-A segment of begomoviruses belonging to the
Squash leaf curl virus (SLCV) clade, that are not detectable with the pair repDGR-
fw/ cpYMAC-rv previously used. Eight samples produced a ~1350 bp long
amplicon, thus indicating the presence of at least one additional begomovirus in
each of those TYLCV-infected plants. RFLP analysis of cloned PCR products
revealed two different restriction fragment patterns (Fig. 2b). Sequencing and
ensuing BlastN analysis of the amplicon sequences showed that they
corresponded to SLCV and Pepper golden mosaic virus (PepGMV), in six and two
samples, respectively. The finding of SLCV in naturally infected tomato plants was
unexpected because the known host range of SLCV only include plants belonging
to the family Cucurbitaceae (e.g., melon, watermelon, squash and zucchini). To
determine whether the SLCV isolate of tomato displays significant sequence
differences with previously described SLCV isolates, we proceed to obtain the
complete genome sequence of the former begomovirus. The DNA-A molecule of
this virus consisted of 2,600 nt displaying the highest level of nucleotide sequence
identity (SI) to SLCV-[USA:Cal: ] (accession no. DQ285016.) at 9X.X%, while the
DNA-B molecule was 2,xxx nt in length displaying the highest identity (Sl= 9X%) to

the homologous genome segment of SLCV.

Infectivity of clones of TYLCV, SLCV and mixed infections in tomato plants

Since the previously known host range of SLCV only include cucurbitaceous plants
(e.g., melon, watermelon, squash and zucchini) it was TYLCV clones infectivity
displayed typical symptomatology of this virus in tomato plants yellowing, epinasty

and leaf curly (Figure 4). The syndrome development on greenhouse was at 8
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days post-inoculation (dpi) and 15 dpi in the growth chamber. On the other hand,
SLCV clones did not display any symptom, however when co-inoculated with
TYLCV showed more severe symptoms than those observed in single TYLCV
infections (Figure 4). Symptoms observed in these latter treatments were small
leaves, intervenial chlorosis, strong yellowing, leaf curly and dwarf. The symptoms
appearance was similar to those for single TYLCV-infected plants. In all cases,
symptomatic plants DNA extractions and PCR analysis confirmed the presence of

the respective virus (data not shown).

Discussion

During the years 2005-2006 TYLCV was first detected affecting tomato crops in
Sinaloa (Gamez-Jiménez et al, 2006). Thus, it is likely further infections in these
crops based on TYLCV wide host range including several weeds common in
Sinaloa region and the presence of whiteflies populations (Moriones and Nava-
Castillo, 2010). In our work, 72 % of TYLCV incidence was detected, that was not
unexpected based on the aforementioned. Sinaloa agroecosystems are conducive
for mixed infections and emergence of new begomoviruses (Brown et al. 2002;
Rojas and Gilbertson, 2008). Begomoviruses mixed infections commonly reported
in pepper and tomato crops in México are between PHYVV and PepGMV (Morales
et al. 2005; Morales, 2010). Interestingly, in our study, no mixed infections were
detected between TYLCV and PHYVV. On the other hand, seven samples
displayed mixed infections between TYLCV and two begomoviruses of SLCV
lineage (five with SLCV and two with PepGMV). The high incidence of TYLCV

detected, might be explained by several factors involved in the agroecosystems in
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Sinaloa state of México. First, the high extension of tomato and “tomatillo”
(Physalis ixocarpa) crops, as well as the presence of reservoir weeds for TYLCV
(Gamez-Jiménez et al. 2009). Moreover, The prevalence in recent years in Sinaloa
of biotype B of B. tabaci, which is a more efficient TYLCV-transmitter than biotype
A (Rojas and Gilbertson, 2008). Another aspect is the presence of biotype Q of B.
tabaci in Sinaloa, which is efficient in transmitting TYLCV and SLCV, and have
tomato and cucurbits as recognized hosts (Brown, 2007a; Martinez-Carrillo and
Brown, 2007). A whitefly may acquire and transmit several geminiviruses
depending on conditions as high virus concentration in plant hosts and the
presence of adequate young tissues for easy acquisition of these viruses
(Czosnek, 2007; Brown, 2007b). Once within the plant, TYLCV moves through the
plant showing tropism to phloem and cambium (Wege, 2007). Moreover it has
been reported that TYLCV V2 protein suppresses RNA-gene silencing system in
tomato (Glick et al. 2008). Thus several possibilities are open to explain this
phenotype for TYLCV-SLCV tomato infections. On one hand, movement proteins
of SLCV could be dysfunctional in tomato, likely because this is a new “host” for
this virus and poor co-evolution among them has occurred as suggested in other
geminivirus-host interactions (Mendez-Lozano et al. 2003). On the other hand,
pathogenicity determinants as suppressor proteins of RNA-silencing system as
AC2 of SLCV, might not be functional in hosts as tomato, thus needing some “help”
by similar proteins as V2 of TYLCV, then inducing more severe symptoms
(Canizares et al. 2008; Martinez-Turino and Hernandez, 2009). This latter
aseveration agree with observations reported in other plant-virus systems (Hagen

et al. 2008). One or both of the aforementioned possibilities could explain this
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synergistic behavior of mixed infections in tomato. More studies are needed to

unravel this phenomenon.
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Figure 2. RFLP analysis of repDGRfw-cpYMACrv (“typical” BGVs) and repSL2150fw-cpYMACrv
(SLCV clade BGVs) amplicons cloned in pGEM-T Easy vector using EcoRl and HinFl. a- pGEM:
empty vector; PHYVV, cloned repDGRfw-cpYMACrv amplicon from a TYLCV and PHYVV-
containing sample; TYLCV, cloned repDGRfw-cpYMACrv amplicon from a SLCV and TYLCV-
containing sample; SLCV, cloned repSL2150fw-cpYMACrv amplicon from a SLCV and TYLCV-
containing sample; PepGMV, cloned repSL2150fw-cpYMACrv amplicon from a PepGMV and

TYLCV-containing sample
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Figure 3. Symptoms induced by infective clones of TYLCV and SLCV isolated
from tomato plants. All plants were inoculated as described in Materials and
Methods.
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