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RESUMEN

En las infecciones mixtas entre begomovirus, comunes en regiones tropicales y subtropicales, eventos como transcomplementacién y
transreplicacién pueden ocurrir. El objetivo de esta investigacién fue evaluar la posibilidad de eventos asimétricos de transreplicacién
y transcomplementacién entre el Virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV) y tres begomovirus previamente aislados de arvenses
asociadas al cultivo de tomate: Virus del mosaico dorado de croton (CohGMV), Virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia
(RhGMCV) y el Virus moteado de verbena (VeMV). Para alcanzar este objetivo, se inocularon hojas de tomate con mezclas artificiales
de componentes genémicos begomovirales pertenecientes a PYMV, CohGMV, RhRGMCV o VeMV usando biobalistica. Se analizaron
las posibles interacciones entre los virus a nivel de replicacién, movimiento y expresién de sintomas. Nuestros resultados mostraron
complementacién asimétrica a nivel de movimiento y replicacién, ademds de eventos de transactivacién heteréloga en infecciones
mixtas entre PYMV con CohGMV, RhGMCV o VeMV. Para explicar la posible complementacién asimétrica a nivel de movimiento y
replicacién entre estos begomovirus, se realizé un analisis bioinformdtico de los promotores virales de PYMV, CohGMV, RhGMCV
y VeMV. Se identificaron similitudes en los elementos cis-regulatorios de las regiones analizadas entre los begomovirus estudiados
en nuestro andlisis. Los eventos de complementacién asimétrica y transactivacién observados bajo condiciones experimentales
sugieren que, de presentarse infecciones mixtas bajo condiciones naturales en el campo, podrian potencialmente emerger nuevos
pseudorecombinantes.

Palabras clave: biobalistica, CLEs, geminivirus, iterones.

ABSTRACT

In mixed infections between begomoviruses, common in tropical and subtropical regions, events such as transcomplementation
and transreplication can occur. The aim of this research was to evaluate the possibility of asymmetric transreplication and
transcomplementation events between Potato yellow mosaic virus (PYMV) and three begomoviruses previously isolated from tomato
crop-associated weeds: Croton golden mosaic virus (CohGMV), Rhynchosia golden mosaic Colombia virus (RhnGMCV) and Verbena mottle virus
(VeMV). To achieve this goal, tomato leaves were inoculated with artificial mixtures of genomic components from PYMV, CohGMYV,
RhGMCV, or VeMV by using biolistic. The possible interactions between the viruses at the level of replication, movement and symptom
expression were analyzed. Our results showed asymmetric complementation at the level of movement and replication, as well as
heterologous transactivation events in mixed infections between PYMV with CohGMV, RhGMCV, or VeMV. To explain the possible
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asymmetrical complementation at the level of movement and replication between these begomoviruses, a bioinformatic analysis of
the viral promoters of PYMV, CohGMV, RhRGMCV and VeMV was performed. Similarities in cis-regulatory elements of the analyzed
regions in the begomovirus studied were identified in our analysis. Asymmetrical complementation and transactivation events observed
under experimental conditions suggest that if mixed infections occur under natural field conditions, new pseudorecombinats could

emerge.

Keywords: biolistics, CLEs, geminivirus, iterons

INTRODUCCION

Los virus son considerados uno de las principales
limitantes en la productividad agricola, ocasionando
reducciéon en la producciéon o pérdidas totales de las
cosechas (Herndndez-Espinal et al., 2018). El tomate,
Solanum lycopersicum (Solanaceae) es la hortaliza mads
difundida en el mundo y la de mayor valor econémico. En el
afio 2017, el &rea cultivada de tomate en Colombia era de
7283 ha, con una produccién de 183419 t (Agronet, s.f.).
Aunque se ha presentado un aumento en el drea cultivada y
el rendimiento ha disminuido a través de los afios en un 10
% aproximadamente, este sigue siendo un cultivo horticola
de mucha importancia e implementacién. En Colombia, el
departamento del Valle del Cauca ocupa el sexto lugar de
produccién a gran escala, agrupado en dos grandes areas
de ladera y zona plana, con una productividad de 20.83 t/
ha (Agronet, s.f.).

En plantascultivadascomoeltomate, losvirusrepresentan
una grave amenaza debido a que causan reduccién en la
productividad y en la calidad del fruto. En la dltima década
se han reportado mds de 136 especies de virus que afectan
este cultivo, la mayoria de los cuales corresponden a las
familias  Tospoviridae (género Orthotospovirus), Potyviridae
(género Bromoviridae  (género
Virgaviridae (género Tobamovirus) y Geminiviridae (género
Begomovirus) (Arnaud et al., 2007; Adams et al., 2009;
Rojas et al., 2018). En Colombia se han reportado ocho
géneros de virus afectando tomate, Tobamovirus (Tabacco
mosaic virus -TMV y/o Tomato mosaic virus - ToMV), Cucumovirus
(Cucumber mosaic virus -CMV), Orthotospovirus (Tomato spotted
wilt orthotospovirus -TSWV, Impatiens necrotic spot orthotospovirus
-INSV), Torradovirus Tomato torrado virus- ToTV), Crinivirus
(Potato yellow vein virus -PYVV), Potyvirus (Pepper deforming
mosaic virus -PepDMV), Nepovirus (Tobacco ringspot virus -TRSV)
y Begomovirus (PYMV) (Morales y Olaya, 2009; Betancour-
Pérez, 2012; Vaca-Vaca et al., 2012; Verbeek y Dullemans,
2012; Jaramillo y Tamayo, 2013).

El género Begomovirus estd compuesto mayoritariamente por
virus bipartitas, es decir conformados por dos componentes
genémicos de DNA de cadena sencilla circular denominados
Ay B. Cada uno de estos componentes genémicos tiene un
tamafio aproximado de 2,6 - 2,8 kb (Lefkowitz et al., 2018;
Fiallo-Olivé et al., 2021). Los begomovirus son transmitidos
por el complejo de mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.) de
manera circulativa no propagativa (Navas-Castillo et al.,
2011; Rosen et al.,, 2015; Vinoth-Kumar y Shivaprasad,

Potyvirus), Cucumovirus),

2020), encontrandose no solo en las plantas cultivadas sino
también en las plantas acompafantes o arvenses. Las arvenses
se comportan como reservorios begomovirales que favorecen
la aparicién de nuevas variantes producto de mutaciones,
recombinaciones,
y transcomplementaciones entre los componentes virales
presentes, las cuales pueden llegar a ser més virulentas que
aquellos de los cudles son originarios (Padidam et al., 1999;
Da Silva et al.,, 2011; Fondong, 2013; Hanley-Bowdoin
et al., 2013; Khan et al., 2014; Beam y Ascencio-Ibafiez,
2020; Butkovic y Gonzalez, 2022; Maliano et al., 2022). En
Colombia se han reportado como reservorios de geminivirus
las arvenses: Ammannia coccinea (Lythraceae), Amaranthus
dubius (Amaranthaceae), Caesalpinia sp. (Fabaceae), Capsicum
rhomboideum (Solanaceae), Caperonia palustris (Euphorbiaceae),
Croton  hirtus ~ (Euphorbiaceae),  Desmodium  tortuosum
(Fabaceae), Desmodium intortum (Fabaceae), Eclipta prostrata
(Asteraceae), Hybanthus attenuatus (Violaceae), Ipomoea tilidcea
(Convolvulaceae), Lantana camara (Verbenaceae), Laportea
(Urticaceae), Melothria pendula (Cucurbitaceae),
Momordica charantia (Cucurbitaceae), Panicum polygonatum
(Poaceae), Petiveria alliaceae (Phytolacaceae), Plumbago sp.
(Plumbaginaceae), Rhynchosia minima (Fabaceae), Rivina humilis
(Petiveraceae), Synedrella nodiflora (Asteraceae) y Verbena sp.
(Verbenaceae) (Lépez-Lépez et al., 2012, 2014, 2022; Vaca-
Vacaetal., 2011, 2019, 2020).

En el Valle del Cauca, el tomate es un hospedero natural del
begomovirus PYMV (Betancour-Pérez, 2012) y a sus alrededores
se han encontrado arvenses que hospedan otros begomovirus
como Virus del mosaico dorado de croton (CohGMV) (Vaca-Vaca
et al., 2018), Virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia
(RhGMCV) (Lépez-Lépez et al., 2019) y Virus moteado de verbena
(VeMV) (Jara-Tejada, 2016). Debido a la posibilidad de que
ocurran infecciones mixtas, el objetivo de este trabajo fue

sinergismos,  pseudorecombinaciones

estuans

evaluar la viabilidad de eventos asimétricos de transreplicacion
y transcomplementacién entre PYMV y CohGMV, RhGMCV y
VeMV.

MATERIALES Y METODOS

CLONAS BEGOMOVIRALES

Los begomovirus utilizados en este estudio son clones
virales obtenidos en trabajos previos realizados por el
grupo de investigacién Interaccién Planta Microorganismo
Ambiente (IPMA). Los clones PYMV-A y PYMV-B, portan
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respectivamente los componentes A y B de PYMV aislado
de tomate (Betancour-Pérez, 2012). El clon AT19 porta el
componente B de VeMV aislado de Verbena sp. (Jara-Tejada,
2016). El clon AT20 porta el componente A de CohGMV
aislado de C. hirtus (Vaca-Vaca et al., 2018). El clon AT35
porta el componente A de RhRGMCYV aislado de R. minima
(Lépez-Lépez et al., 2019).

Los clones begomovirales que se encontraban
almacenados en glicerol a -20 °C fueron activados en LB
sélido con ampicilina (100 mg/l). Se realizé la extraccién del
ADN plasmidico utilizando el Plasmid Midi Kit (Qiagen®),
de acuerdo con la metodologfa propuesta por el fabricante.
La concentracién y la pureza del ADN plasmidico obtenido
se visualizé por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %.

OBTENCION DE PLANTULAS DE TOMATE SOLANUM
LYCOPERSICUM (SOLANACEAE) VAR. SANTA CLARA

Transcurridos 15 dias después de la germinacién, las
plantulas de tomate (variedad Santa Clara) con cuatro
hojas verdaderas fueron trasplantadas a materas con suelo
estéril, con capacidad de 1 Kg. Las plantulas se protegieron
en jaulas con malla anti-trips, ubicadas en la casa de malla
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. Siete
dias después de trasplantadas las plantas fueron fertilizadas
con 15-15-15 complejo N P K (CENAGRO®).

DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizé bajo condiciones de invernadero.
Seempled un disefio experimental completamente al azar (CA)
con diez repeticiones por tratamiento. La unidad experimental
fue cada planta y los tratamientos (combinaciones) se
describenenlaTabla 1.Seevaluaronlasvariables: capacidad de
transreplicacién y transcomplementacién entre componentes
virales, y presencia de sintomas virales. La capacidad de
transcomplementacién y transreplicacién se determiné
mediante PCR, donde se detectaron los componentes
genémicos virales inoculados en hojas nuevas (apicales) y
hojas bajeras de cada planta inoculada, transcurridos 21y 45
dias post-inoculacién (dpi).

PREPARACION DE MICROCARRIERS Y CARTUCHOS
CON EL DNA BEGOMOVIRAL

Microcarriers de tungsteno de 1.7 pm de diametro fueron
cubiertos de ADN viral de cada una de las combinaciones
realizadas con los virus de interés (ADN A + ADN B de los
virus utilizados, Tabla 1), siguiendo el protocolo reportado
por el fabricante BioRad®. Se adicionaron aproximadamente
2 pg de ADN viral por cartucho a preparar. Los cartuchos
preparados se almacenaron a 4 °C hasta el dia del ensayo
de inoculacién por biobalistica.

INOCULACION DE LAS PLANTAS DE TOMATE
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CON LAS DIFERENTES COMBINACIONES DE LOS
COMPONENTES VIRALESAYB

Las plantas de tomate var. Santa Clara fueron inoculadas
con las diferentes combinaciones virales (Tabla 1), mediante
la técnica de biobalistica de baja presién Helios Gene Gun
System (BioRad®), siguiendo el protocolo previamente
estandarizado por el grupo IPMA para inocular virus en
plantas de tomate (Lépez-Lépez et al., 2013). Se tuvo en
cuenta que estas fueran uniformes en color y tamarfio, y
que todas tuviesen de cinco a seis hojas verdaderas. Para
la inoculacién se agruparon todas las hojas de las plantas
formando un buqué, para asegurar que al realizar el disparo
las particulas virales tuviesen mayor drea de contacto con el
tejido vegetal. Posterior a la inoculacién, las plantas fueron
regresadas al invernadero y el desarrollo de sintomas se
evalué semanalmente hasta 45 dpi con el fin de determinar
la incidencia y severidad de los sintomas. Pasados 21 dpi
se realizé el primer muestreo al azar de cinco plantas de
tomate inoculadas con cada una de las combinaciones,
donde se cosecharon las hojas apicales (hojas nuevas) y
hojas bajeras. El segundo muestreo se realizé a los 45 dpi,
colectando el mismo tipo de muestras en las cinco plantas
restantes de cada tratamiento.

DETECCION MEDIANTE PCR DE COMPONENTES
GEMINIVIRALES INOCULADOS

Lacapacidad detranscomplementaciénytransreplicacién
se detecté mediante PCR, amplificando los componentes A
y B en las hojas apicales (hojas nuevas) y hojas bajeras de
cada planta inoculada después de 21y 45 dpi. Se colectaron
hojas apicales y hojas bajeras de manera independiente de
cada unidad experimental en los tiempos establecidos y se
maceraron en nitrégeno liquido. La extraccién del ADN
gendémico total se realizé utilizando el método reportado
por Dellaporta et al. (1983). La cantidad y calidad del ADN
gendmico extraido se evalué mediante electroforesis en geles
de agarosa 0,8 % (p/v). La calidad de ADN purificado se
verifico mediante PCR, empleando los cebadores 18s-Fwd
/ 18S-Rev (Alvarez-Viveros et al., 2013) que amplifican
un fragmento de 480 nt del gen ribosomal 18S (datos no
mostrados). Para detectar el componente genémico A
inoculado se utilizaron los cebadores MP82 y MP16, que
amplifican un fragmento de ~500 pb (Umaharan et al,,
1998). También se disefiaron y sintetizaron cebadores
especificos para la deteccién del componente B del virus
moteado de verbena (VeMV), denominados AT19B-R
(57°-CTT-CTC-CGC-TTC-CTT-CTT-3") y AT19B-F (5"-CGA-
TTC-TCC-AGG-CCT-TAT-T-37), los cuales amplifican un
fragmento de 320 pb. Estos cebadores se disefiaron en el
software CLC Main Workbeanh v7 (Qiagen®) utilizando la
secuencia del genoma completo del virus (Nimero GenBank
KX156612.1).
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ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA REGION
PROMOTORA DE GENES BEGOMOVIRALES

La secuencia de los genomas begomovirales utilizados
en esta investigacion se obtuvieron de la base de datos
GenBank: componente A (accesién JQ045705.1) y B
(accesiéon JQO045706.1) de PYMV, componente A de
RhGMCV (accesién KX216480.1), componente A de
CohGMV (accesiéon KX156613.1) y componente B de
VeMV (accesiéon KX156612.1). Se extrajo la secuencia de
nucleétidos correspondiente a la regién intergénica que
incluye los promotores de los genes Rep (proteina asociada
a la replicacién) y Cp (proteina de la cdpside), asi como el
elemento nonanucledtido conservado para el componente A.
Para el componente B se extrajo la secuencia de nucleétidos
de la regién promotora de los genes Mp (proteina de
movimiento) y NSP (proteina de transporte de ADN viral del
nucleo al citoplasma), incluido el elemento nonanucleétido
conservado. Utilizando el software CLC Main Workbeanh
v7 (Qiagen®) se identificaron elementos cis regulatorios
que participan en eventos de transcomplementacién y
transreplicacién entre begomovirus (CLES e interones).

RESULTADOS

Deteccion del componente genémico A en hojas de
tomate inoculadas con las diferentes combinaciones
begomovirales

El componente genémico A de los virus inoculados
por biobalistica se detecté por PCR en las hojas nuevas
(apicales) de tomate a los 21 y 45 dpi (Figs. 1y 2). Para la
combinacién PYMV A + B, el componente A viral se detecté
en cuatro de las cinco plantas inoculadas a los 21 dpi (Fig.
1a) y en tres de tres plantas evaluadas a los 45 dpi (Fig.
1c). Alos 45 dpi solo fue posible evaluar tres plantas, debido
a que dos no sobrevivieron. En la combinacién PYMV-A +
VeMV-B, cuatro de las cinco plantas inoculadas fueron positivas
para el componente Aviral a los 21 (Fig. 1a) y 45 dpi (Fig. 1c).
En la combinacién CohGMV-A + PYMV-B, el componente
genético A de CohGMV se detecté en las hojas apicales
nuevas del total de plantas inoculadas a los 21 (Fig. 1a) y
45 dpi (Fig. 1c). En la combinacién CohGMV-A + VeMV-B,
CohGMV-A se detect6 en las cinco plantas inoculadas a los
21 dpi (Fig. 1a) y en cuatro de las cinco plantas a los 45
dpi. Finalmente, en la combinacién de los componentes
genémicos RAGMCV-A + VeMV-B, RhGMCV-A se detecté
en cuatro de las cuatro plantas evaluadas a los 21 dpi (Fig.
2a), y en las cinco plantas evaluadas a los 45 dpi (Fig. 2b).
A los 21 dpi solo fue posible evaluar cuatro plantas, debido
a que una de las muestras se dané durante el proceso de
andlisis en el laboratorio. Estos resultados muestran que,
independientemente de las combinaciones evaluadas, los
virus se movieron desde las hojas bajeras inoculadas hacia

las hojas apicales nuevas no inoculadas. La deteccién del
componente A de los virus en las hojas bajeras confirmé que
todos los ensayos de inoculacién fueron exitosos (Fig. 1b).
De igual forma, no se detectaron componentes genémicos
en las plantas no inoculadas (mock), indicando que no
hubo contaminacién externa de begomovirus.

Deteccion del componente genémico B deVeMV en hojas
de tomate inoculadas con las diferentes combinaciones
begomovirales.

Como se observa en la (Fig. 3), el fragmento esperado
de 320 pb correspondiente a VeMV-B fue amplificado en las
hojas apicales y bajeras de las plantas inoculadas con todas
las combinaciones evaluadas. La deteccién del componente
geminiviral B del VeMV indica que éste fue capaz de trans-
complementar a nivel del movimiento a los diferentes
componentes genémicos A con los cuales fue co-inoculado,
para que este Ultimo pudiera alcanzar nuevos tejidos de la
planta (Figs. 1y 2).

Sintomas en hojas de tomate inoculadas con las
diferentes combinaciones begomovirales

En el hazde las hojas de algunas de las plantas inoculadas
con las combinaciones begomovirales se observaron leves
deformaciones (abultamientos) 21 dpi (Fig. 4; Tabla 1). Las
plantas inoculadas con las combinaciones CohGMV-A +
PYMV-B, CohGMV-A + VeMV-B y PYMV-A + VeMV-B solo
mostraron abultamientos en las hojas apicales, mientras
que las plantas inoculadas con la combinacién PYMV-A
+ B también presentaron zonas clordticas en el haz de
algunas hojas. A los 45 dpi se observaron sintomas como
deformaciones, abultamientos y epinastias leves en las
plantas inoculadas con las combinaciones mencionadas
previamente. El sintoma mds frecuente observado en las
hojas apicales fue la presencia de un borde foliar ondulado,
en contraste con el borde foliar aserrado que se observé
en las plantas mock (Fig. 4f). Esta deformacién de las
hojas (borde ondulado) se presenté principalmente en las
combinaciones que portaban el componente A de PYMV
(Fig. 4b - 4e). No se evidenciaron sintomas en las plantas
inoculadas con la combinacién RRGMCV-A + VeMV-B, ni a
los 21 dpi ni a los 45 dpi (Fig. 4c; Tabla 1).

Andlisis bioinformatico de elementos cis regulatorios
presentes en PYMV, RhGMCV, CohGMV y VeMV

En la (Fig. 5) se presenta el andlisis bioinformatico
realizado a la regién promotora de los genes Rep y Cp
del componente A; y Mp y NSP del componente B de los
begomovirus evaluados en esta investigacién. El componente
genémico RhGMCV-A posee dos elementos conservados
tardios (CLEs, Conserved Late Elements) en secuencia directa.
El primero, GTGGTCCC, abarca las posiciones 32 a 39
del genoma y estd ubicado 124 nt arriba del codén de
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Fig. 1 Evaluacién de transcomplementacién mediante la deteccién por PCR del componente genémico A (ADN-A) de PYMV, VeMV-B y

CohGMV. a) Deteccién del genoma A en hojas apicales de tomate colectadas 21 dias post inoculacién (dpi). b) Deteccién del genoma A

en las hojas bajeras inoculadas, 21 dpi. c¢) Deteccién del genoma A en hojas apicales de tomate, 45 dpi. M: marcador de peso molecular

[Gene Ruler™ 1Kb DNA Lader (Thermo Scientific®)]; C-: control negativo de la reaccién de PCR (agua); C+: control positivo de la reaccién

de PCR (PYMV-A clonado pBS); Mock: ADN de plantas detomate sin inocular. Los nimeros (1 a 10) representan las diferentes plantas de

tomate evaluadas. El asterisco indica el exceso de primer en la reaccién de PCR. La flecha indica el tamafio de producto de PCR esperado

(fragmento de 0,4 kb).

inicio de Cp. El segundo, GTGGGCCT, se encuentra en
las posiciones 116 a 123 del genoma viral y estd a 47 nt
del codén de inicio de Cp. Los CLEs se han definido como
elementos cis regulatorios implicados en los procesos de
transactivacién de Cp y NSP (Arguello-Astorga et al., 1994;
Fondong, 2013). Por ello se considera que las secuencias
octaméricas GTGGCCCC, TGGTCCAC y GTGGTCCC son
los blancos funcionales de TrAP para mediar los procesos
de transactivacién y transcomplementacién (Ruiz-Medrano
et al., 1999; Hanley-Bowdoin et al., 2013). También se
identificaron seis iterones organizados de la siguiente
manera: tres de secuencias TGGAGTCC se situaron de
manera directa antes del arreglo tallo asa, y un tercero
después de este arreglo. Los otros tres iterones invertidos,
orientados hacia Rep, presentaron la secuencia GGACTCCA.
Esta distribucién de iterones corresponde con el clado del
Virus del encrespamiento de la hoja del squash (SqQLCV), el cual
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posee dicha distribucién y es predominante en la zona del
Caribe y Centroamérica (Argtiello-Astorga et al., 1994).

En el componente genémico de CohGMV-A se identificd
un unico CLE en sentido directo, con la secuencia
GTGGCCCA, y ubicado cerca al inicio de transcripcién de
Cp. Con respecto a los iterones se encontraron tres: uno en
sentido directo (CTCCAAAT) préximo al sitio de inicio de
transcripcién de la proteina Rep, y dos en sentido invertido
(ATTGGAGT) a 55 nt de la estructura de tallo y asa (Fig. 5).

El componente genédmico A de PYMV presenta un CLE
en sentido invertido, TGGCCCAC, en la posicién 141 del
genoma viral cercano al ATG de Cp. En el promotor del gen
Rep se identificaron cuatro iterones: dos en sentido directo
(TTCCCCCT/Q) cercanos al ATG de Rep, y dos en sentido
invertido (TGGGGGAA) préximos a la estructura de tallo y
asa. En el componente genémico B de PYMV se encontraron
cuatro iterones idénticos en secuencia y sentido a los
previamente observados en el promotor del gen de Rep. Se
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Tabla 1. Consolidado de resultados obtenidos con las diferentes combinaciones de los componentes genémicos Ay B de los begomovirus
evaluados. Se evalud la presencia de sintomas y la deteccién por PCR de los componentes virales a los 21 y 45 dias post-inoculacién (dpi).
A los 21 dpi se incluyen los sintomas observados en las diez plantas inoculadas, cinco de las cuales fueron colectadas para la deteccién del
virus inoculado. A los 45 dpi se evaluaron y colectaron las cinco plantas restantes.

Combinacién d Plantas PT:;:::S Plantas con pI:)I:i:itva:s
ob?gc;nma:\llci)r:ls € Sintomas con sintomas por PCR sintomas por PCR
21 dpi 45 dpi
RhGMCV-A + VeMV-B  Ninguno 0/10 4/4 0/5 4/5
CohGMV -A + PYMV-B  Abultamientos y deformacién de hojas 2/10 5/5 4/5 5/5
CohGMV-A + VeMV-B Abultamientos y deformacién de hojas 1/10 5/5 4/5 4/5
PYMV-A + VeMV -B Abultamientos y deformacién de hojas (borde ondulado) 1/10 4/5 4/5 2/5
PYMV-A + B (Control +)  Abultamientos y deformacién de hojas (borde ondulado) 1/10 4/5 2/3 3/3
Mock (Control -) Ninguno 0/5 0/5 0/5 0/5

identificé un tnico CLE, con motivo TGGACCAC, en sentido
invertido a 137 nt del ATG de NSP (Fig. 5).

Finalmente, en el componente genémico B de VeMV se
identificé un CLE con la secuencia GTGGCCCC, localizado
355 nt rio arriba del codén de inicio de NSP, en las posiciones
61 a 68 (Fig. 5). También se identificaron tres iterones en el
promotor de Mp: dos en sentido directo, con las secuencias
GGGGGAAC y GGGGGTACG, y un tercer iteron en sentido
invertido con la secuencia GTTCCCCC. Con base en la
orientacién y numero, los iterones identificados en PYMV,
CohGMYV y VeMV se asemejan a aquellos presentes en los
begomovirus que pertenecen al Clado del Virus del mosaico
del abutilon (AbMV). Este arreglo de iterones también se ha
visualizado en el Virus del mosaico clordtico del frijol (BChMV), el
Virus de la distorsion de la hoja de maracuyd (PLDV) y el Virus del
mosaico enano del frijol (BDMV) (Jara-Tejada, 2016).

DISCUSION

Los elementos de secuencia tardios conservados (CLEs)
identificados en los promotores de los genes Cp y NSP de
los Geminivirus (Arguello-Astorga et al., 1994) han sido
previamente reconocidos como el blanco de la accién en
“trans” de la proteina transactivadora TrAP (Ruiz-Medrano
etal.,1999; Ramosetal., 2004; Borah etal., 2016: Guerrero
et al., 2020). Por ejemplo, la expresién del gen NSP, que
codifica para una proteina que media el movimiento de
los begomovirus en la planta a corta distancia, es regulada
positivamente por TrAP (Cantu-Iris et al., 2019; Guerrero
et al., 2020). La identificacién de CLEs en la regién
promotora de los genes Cp y NSP de los begomovirus
evaluados en este estudio permitiria explicar el fenémeno
de transcomplementacién a nivel de movimiento sistémico
entrelos diferentes pseudorecombinantes begomovirales que
se evidencié en nuestros resultados. La deteccién por PCR
de los componentes A en las hojas nuevas (no inoculadas)
préximas al meristemo apical demostré que la proteina
TrAP, producto del gen AC2 presente en el componente

genémico A de RhGMCV, PYMV y CohGMYV, fue capaz
de transactivar heterélogamente la transcripcién de los
genes de movimiento (NSP) presentes en los componentes
gendmicos B de los begomovirus VeMV y PYMV.

Nuestros resultados coinciden con observaciones previas
que indican que la funcién transactivadora de la proteina
TrAP, principalmente sobre los genes de expresién tardia
(Cp y NSP), es intercambiable entre geminivirus incluso si
estos son lejanamente relacionados a nivel filogenético
(Sunter et al. 1994, Sunter y Bisaro, 2003; Lacatus y Sunter,
2008; Berger y Sunter, 2013; Guerrero et al., 2020). Los
resultados de este estudio son similares a los obtenidos
con el begomovirus African cassava mosaic virus (ACMV), el
cual se trans-complementa a nivel de movimiento con otros
begomovirus como el tomato golden mosaic virus (TGMV), y
el virus AbMV (Frischmuth et al. 1993; Hou y Gilbertson,
1996; Frey et al. 2001). También se ha evidenciado la
transcomplementacién a nivel de movimiento entre dos
geminivirus no relacionados filogenéticamente, el tomato leaf
curl virus New Delhi (ToLCNDV) y el tomato leaf curl Palampur
virus (ToLCPalV), los cuales limitan la produccién de tomate
en India (Kanakala et al., 2013).

El establecimiento de pseudorecombinantes viables
entre dos begomovirus requiere el cumplimiento de dos
condiciones: 1) que la proteina Rep reconozca una serie de
elementos de secuencia repetidos, denominados iterones,
presentes en el promotor de los genes Rep y Mp, y 2) que
ocurra transreplicaciéon del componente genético B por
parte del componente A begomoviral (Argiello-Astorga
y Ruiz-Medrano, 2001; Kanakala et al., 2013; Borah et
al., 2016; Avalos-Calleros et al., 2021). Por lo tanto, los
iterones reconocidos especificamente por la proteina
Rep son elementos cis-regulatorios esenciales para la
replicacién geminiviral (Hanley-Bowdoin et al., 2013). La
habilidad con la cual la proteina Rep reconoce y se asocia
a los iterones presentes en el componente B determina si
es viable la pseudorecombinacién entre begomovirus de
diferentes especies (Harrison y Robinson, 1999). Es decir,
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Fig. 2 Evaluacién de transcomplementacién mediante la deteccién por PCR del componente genémico A (ADN-A) en la combinacién

RhGMCV-A + VeMV-B. a) Deteccién del genoma A en hojas bajeras inoculadas y en hojas apicales, colectadas 21 dias post inoculacién

(dpi). b) Deteccién del genoma A en hojas bajeras inoculadas y en hojas apicales, 45 dpi. M: marcador de peso molecular [Gene Ruler™

1Kb DNA Lader (Thermo Scientific®)]; C-: control negativo de la reaccién de PCR (agua); C+, control positivo de la reaccién de PCR

(PYMV-A clonado pBS). Los ndmeros (1 a 10) representan las diferentes plantas de tomate evaluadas. El asterisco indica el exceso de primer en

la reaccién de PCR. La flecha indica el tamafio de producto de PCR esperado (fragmento de 0,4 kb).

el intercambio entre componentes genémicos Ay B sélo se
lleva a cabo si las secuencias de sus iterones en sus regiones
intergénicas son similares (Kanakala et al, 2013; Aguilar
et al., 2020). La recombinacién y pseudo-recombinacién
durante las infecciones mixtas de begomovirus son los
principales mecanismos que pueden conducir a la aparicién
o emergencia de nuevos virus; por lo tanto, solandceas
como el tomate se convierten en el hospedero ideal debido
a la gran cantidad de begomovirus que lo infectan y que
conducen a enfermedades severas (Fargette et al., 2006;
Hanssen et al., 2010; Vaca-Vaca et al., 2012; Rojas et al.,
2018).

En las plantas de tomate inoculadas con tres de las cuatro
combinaciones de begomovirus evaluadas se observé el
desarrollo de sintomas (Fig. 4). Las plantas inoculadas con
la combinacién PYMV-A + VeMV-B mostraron epinastias,
abultamientos y deformacién de las hojas (borde ondulado)
(Fig. 4b). Similitudes en la secuencia y orientacién de
iterones en VeMV-B y PYMV-A permitirian explicar los
eventos de transreplicacién y transcomplementaciéon a
nivel de movimiento observados, asi como la replicacién de
estos virus (Figs. 1y 2) y la posible expresién de factores
de patogenicidad. De forma similar, los sintomas como
abultamientos y deformaciones de las hojas observados
en las plantas inoculadas con la combinacién CohGMV-A
+ VeMV-B podrian explicarse nuevamente por la presencia
de tres iterones similares en secuencia y orientacién en sus
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genomas. Ademds, PYMV, VeMV y CohGMV pertenecen al
mismo clado del abutilén (AbMV) de acuerdo a los andlisis
filogenéticos reportados por Jara-Tejada (2016), lo cual
apoya nuestros resultados.

Por el contrario, en el andlisis bioinformdtico de los
genomas RhGMCV-Ay VeMV-B se identificaron seis iterones
en RhGMCV-Ay tres en VeMV-B, los cuales no son similares
en disposicién, secuencia, ni en orientacién (Fig. 5). En las
plantas de tomate co-inoculadas con esta combinacién no
se observaron sintomas (Fig. 4c), y en la deteccién por PCR
del componente A de RhGMCV y componente B de VeMV,
las bandas de amplificacién obtenidas fueron tenues (Figs.
2 y 3). Estas observaciones sugieren que no ocurrié un
evento de transreplicacién eficiente y por lo tanto tampoco
un ciclo infectivo viral. Nuestros resultados son apoyados
por un reporte reciente, donde las plantas evaluadas no
presentaron sintomas cuando fueron inoculadas con
combinaciones de componentes genémicos de RhGMCV
y otros begomovirus que tienen arreglos diferentes de
iterones, (Avalos-Calleros et al., 2021). Tomando como
base las observaciones de Argiiello et al. (1994) se puede
afirmar que los pseudo-recombinantes formados entre
RhGMCV-A + VeMV-B no se transreplican eficientemente
entre si, dada la marcada diferencia de sus iterones (Fig. 5).
A este argumento puede afiadirse que RAGMCV se agrupa
en el mismo clado filogenético que forma el Squash leaf curl
virus (SLCV), el cual se caracteriza por ser tinico y por estar



Pseudorecombinacién de PYMV con begomovirus aislados de arvenses

Fig. 3 Evaluacién de transcomplementacién mediante la deteccién por PCR del componente genémico B (DNA-B) de VeMV-B en hojas
apicales (a) y hojas bajeras (b) después de 21 dias de la inoculacién con las diferentes combinaciones. M: marcador de peso molecular
[HyperLadder 100bp (Bioline®)]; C-: control negativo de la reaccién de PCR; C+: control positivo de la reaccién de PCR (VeMV-B clonado
en pUCT9). Los nimeros (1 a 5) representan las diferentes plantas de tomate evaluadas. El asterisco indica el exceso de primer en la reaccién
de PCR. La flecha indica el tamafio de producto de PCR esperado (fragmento de 320 pb).

Fig. 4 Sintomas observados en las hojas apicales de las plantas de tomate inoculadas con las diferentes combinaciones de begomovirus,
colectadas a los 21 y 45 dias post-inoculacién (dpi).
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Fig. 5 Representacidn esquemdtica de la regién intergénica de los componentes genémicos (ADN-A / ADN-B) de PYMV, RhGMCV,

CohGMYV y VeMV. Rep: proteina asociada a la replicacién; Cp: proteina de la capside; Mp: proteina de movimiento; NSP: proteina de

transporte de DNA viral a corta distancia. Los nucledtidos que son diferentes del consenso del elemento CLE e iterén se encuentran

subrayados.

alejado de la gran mayorfa de los begomovirus del hemisferio
occidental (Arglello-Astorga et al., 1994). En la préctica
esto significa que RhGMCV solo podria generar infecciones
viables con otros begomovirus que pertenezcan a su mismo
clado, o sea al grupo del SLCV.

CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo donde se evalué la posibilidad
de transcomplementacién heteréloga entre componentes
genémicos del virus PYMV, un begomovirus que afecta
cultivos de tomate, con componentes
pertenecientes a begomovirus aislados de
(CohGMV, RhGMCV y VeMV) que acompafian los
cultivos de esta solandcea en el Valle del Cauca. Nuestros
resultados mostraron complementacién asimétrica a
nivel de movimiento y replicacién, ademds de eventos de
transactivacion heteréloga en infecciones mixtas entre PYMV
con CohGMV, RhGMCV y VeMV. Estos eventos se explican
por las similitudes en los elementos conservados tardios
(CLEs) identificados en los promotores de los genes Cp y
NSP (presentes en los componentes Ay B, respectivamente)
de los begomovirus evaluados. Adicionalmente, se encontré
evidencia de fenémenos de transreplicacién en plantas

gendémicos
arvenses

de tomate cuando estas fueron co-bombardeadas con
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mezclas de los componentes gendémicos pertenecientes a
PYMV-A + VeMV-B, CohGMV-A + PYMV-B, y CohGMV-A +
VeMV-B. La similitud entre los iterones presentes entre los
componentes Ay B de PYMV, CohGMV 'y VeM explican estas
observaciones. Estos resultados sugieren que de ocurrir
co-infecciones naturales en un mismo hospedero, podrian
emerger nuevos pseudorecombinantes begomovirales a
partir de la combinacién de los componentes genémicos de
PYMV, CohGMV, RhRGMCV y VeMV.
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