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RESUMEN

Las plantas tienen mecanismos especificos para combatir cada tipo de patégeno
que las ataca. Debido a la gran importancia econdmica del cultivo de jitomate
(Solanum lycopersicum) y al impacto de las pérdidas generadas por las infecciones
virales, este trabajo se enfocO en investigar la defensa del jitomate contra los

begomovirus.

Actualmente, se analizan datos masivos mediante las 6micas, lo que permite
integrar un panorama enriquecido de cualquier pregunta biolégica. Con el desarrollo
de la metagendmica del tipo shotgun permite conocer las poblaciones virales de un
ambiente sin la necesidad de tener un conocimiento previo de las secuencias que

lo componen.

Con el objetivo de conocer los posibles mecanismos de defensa que el jitomate
(Solanum lycopersicum) podria utilizar de manera potencial ante una infeccion por
begomovirus, se emplearon herramientas bioinformaticas para integrar los datos

multiomicos de su genomay viroma.

En el presente trabajo, la gendmica permitié conocer los genes en diferentes
especies de jitomate con potencial para participar en la respuesta inmune. Por su

parte, los metagenomas dilucidaron la coevolucion planta-virus.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum) se origind0 y domesticO en Mesoamérica,
eventualmente tras la conquista de los espafoles en el siglo XVI se extendio al
mundo, convirtiéndose en un alimento primordial para la humanidad (Bergougnoux,

2014; Kimura & Sinha, 2008).

1.1.1 Biologia del jitomate

Los jitomates pertenecen a la familia Solanaceae, la cual tiene aproximadamente
3000 especies, que incluye otras plantas de gran interés comercial como las
berenjenas, las papas, los pimientos y el tabaco (Ranjan et al., 2012). Su taxonomia

es descrita en la Tabla 1 (Bohs & Olmstead, 1997).

Tabla 1. Taxonomia del jitomate

Phylum = Streptophyta

Clase Dicotiledéneas

Orden Sonalanes (Personatae)

Familia  Solanaceae

Género  Solanum

Especie lycopersicum



Los jitomates son plantas dicotiledéneas, se consideran perennes ya que en
promedio viven mas de dos afios y se pueden obtener de dos a tres cosechas
(Hanssen & Lapidot, 2012; Lépez Marin, 2017). La anatomia de la planta se describe

en la Fig. 1 (Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de plagas, 2022).

Media Superior

Inferior

Figura 1. Partes de la planta del jitomate. A) Plantula B) Planta con 40 dias de crecimiento; C) Hoja;
D) Flores; E) Fruto; F) Semillas; G) Esquema general de la planta del jitomate (modificado de Flores
et al., 2012; Kimura & Sinha, 2008).

El ciclo de vida del jitomate abarca cinco etapas: plantula, crecimiento vegetativo,
floracion, fructificacion y maduracién. Las cuales estan determinadas por la variedad
del jitomate y las condiciones climatologicas de la zona donde se cultivan (Fig. 2)

(L6pez Marin, 2017).
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Figura 2. Ciclo de vida basado en la edad de la planta medido en dias. (FAOSTAT, 2022).

1.1.2 Importancia econémica
El jitomate no solo se comercializa fresco en el mercado, también se utiliza en la
industria de alimentos procesados, como pasta, concentrado, jugo y catsup

(Bergougnoux, 2014).

El jitomate es una de las plantas méas importantes econémicamente, en 2018 su
valor de produccion mundial fue estimado en 93.9 mil millones de délares (Rivarez

et al., 2021).

América es el segundo productor mundial de jitomate al alcanzar el 17.3% de la
cosecha promedio obtenida entre 1994 y 2021 periodo en el que Asia alcanzo la

mayor produccion con el 54.9% (Fig. 3) (FAOSTAT, 2022).



Produccion mundial de tomates frescos por continente
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Figura 3. Produccion mundial de tomates frescos por continente, datos promedios en el periodo de
1994 a 2021 (FAOSTAT, 2022).

México ocupa el décimo lugar en produccion de jitomate, el segundo en América.
Durante el ciclo Otofio-Invierno 2022 el principal estado productor de jitomates en
México es Sinaloa, con un volumen de produccién 536,829 toneladas anuales, el
cual representa el 62.2% de la producciéon nacional. Le siguen en produccion: Baja
California Sur con 51,988 toneladas (6.0%); Sonora, 43,370 toneladas (5.0%) y
Michoacan con 36,855 toneladas (4.3%). Estos cuatro estados aportan mas de la
mitad de la produccion del pais con 77.5%(FIRA, 2016; Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera, 2022).

Hasta el momento se han descrito mas de 10 000 variedades de jitomates a nivel
mundial, aunque no todas se cultivan (Schoch et al., 2020; USDA, 2021). Las

principales variedades cultivadas a nivel mundial y en México son las saladette o



roma, bola, seguidas de las especialidades de racimo, uva o grape, cherry y cocktail

(SAGARPA, 2017, 2018).

1.1.3 El jitomate como modelo de estudio

El jitomate ha sido ampliamente utilizado no solamente como alimento, sino también
como material de investigacion, porque es importante desde el punto de vista
agronoémico y por sus caracteristicas particulares que favorecen su manipulacion y

su aporte al conocimiento de las plantas.

La planta de jitomate tiene muchas caracteristicas interesantes, como son su fruto
carnoso, sus brotes simpodiales (tipo de crecimiento donde la yema axilar
reemplaza a la yema terminal al morir anualmente) o sus hojas compuestas, que
otras plantas modelo como Oryza sativa (arroz) o Arabidopsis thaliana no tienen

(Kimura & Sinha, 2008).

Las principales caracteristicas de los jitomates que favorecen su uso como modelo

de estudio son las siguientes:

Capacidad de crecimiento bajo diferentes condiciones de cultivo

e Capacidad de propagacion asexual mediante injerto

e Tiempo de generacién corto de 210 dias aproximadamente

e Buen control en la polinizacién e hibridacion, que resulta en un facil
mantenimiento

e Genoma relativamente pequefio (950 Mb)

Requieren un minimo de 8 horas de luz (planta de dia largo)



e Niveles altos de autofertilidad
e Posibilidad de regenerar plantas de diferentes explantes
(Bai & Lindhout, 2007; Barone et al., 2008; Dell’Amico-Rodriguez et al., 2018; K

& semester Ed student St Joseph, 2018; Ranjan et al., 2012).

1.1.4 El genoma del jitomate

La secuenciacion del genoma del jitomate se inici6 en 2005 y fue publicado en
Nature el 31 de mayo de 2012, culminando afios de trabajo del Consorcio del
Genoma del Jitomate, un equipo multinacional de cientificos de 14 paises (The

Tomato Genome Consortium, 2012).

El genoma del jitomate domesticado “Heinz 1706” se secuencié utilizando una
combinacion de lecturas largas obtenidas con Sanger y 454/Roche GS FLX y
lecturas cortas de alta cobertura mediante las tecnologias de SOLID e ILLUMINA

GAIlIx (Ranjan et al., 2012).

Las secuencias se ensamblaron en 91 scaffolds, cubriendo 760 Mb de los 950 Mb
del genoma diploide, alineados en los 12 cromosomas del jitomate con 35, 000
genes codificantes (Fig. 4) (Barone et al., 2008; Mueller et al., 2005; Ranjan et al.,

2012; The Tomato Genome Consortium, 2012; X. Wang et al., 2020).
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Figura 4. A) Mapa de enlace de 1952 donde cada lugar geométrico estd rodeado por dibujos de los
fenotipos normales y variantes. Las distancias del mapa de interlocus se muestran en unidades de
mapa (Griffiths et al., 2012). B) Los 12 cromosomas de S. lycopersicum (modificado de Zhu et al.,
2018).

1.1.5 Sistemainmune de las plantas
Las comunidades de plantas interactiian con organismos benéficos y antagonicos,
lo cual les exige el desarrollo de respuestas adaptativas para integrar las diferentes

sefales que reciben.

Las plantas estan constantemente expuestas a los factores biéticos del entorno,
como patdégenos y herbivoros, los cuales tienen complejas redes de interaccion

como la simbiosis, mutualismo, alelopéticas, coevolutivas, etc. (Zou et al., 2020).

El jitomate es susceptible a mas de 200 enfermedades, transmitidas por hongos,
bacterias, nematodos y virus; la mayoria de patdbgenos atacan una parte especifica
de la planta y producen sintomas caracteristicos de la enfermedad, que pueden
presentarse como manchas, marchitamiento, necrosis o agrandamiento de las

raices (Fig. 5) (Buchanan et al., 2015; Flores et al., 2012; Silva et al., 2019).



Figura 5. Sintomas en el jitomate causados por bacterias (mota bacteriana, marchitez manchada,
agalla de la corona), hongos (marchitez por Fusarium, oidio, antracnosis), virus (virus del mosaico
del jitomate) y nematodos (nudo de la raiz) (Buchanan et al., 2015).

En consecuencia, las plantas tienen diferentes mecanismos de defensa y niveles de
respuesta al percibir el ataque de los patdégenos. EI modelo zigzag explica una
perspectiva dinamica y evolutiva de la respuesta que las plantas tienen ante una

infeccion (Fig. 6).
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Figura 6. El modelo de zigzag explica la coevolucion entre patégenos y plantas (J. D. G. Jones &
Dangl, 2006; J. Jones & Dangl, 2006).

El primer nivel de reconocimiento que tienen las plantas ante los patégenos es el
reconocimiento de PAMP (del inglés: pathogen-associated molecular pattern),
mediante receptores que reconocen estos patrones (PRRs, del inglés: pattern
recognition receptors) y que se encuentran en la superficie de las células vegetales,
y se denomina PTI (del inglés: PAMP-triggered immunity). Sin embargo, hay
patdgenos exitosos que producen efectores que inhiben la PTI, como fitotoxinas,
polisacaridos extracelulares y efectores proteicos, la mayoria de los cuales se
secretan mediante el sistema de secrecion tipo Il (TTSS), los cuales son
reconocidos por las plantas mediante receptores adicionales, proteinas NB-LRR

(del inglés: nucleotide- binding leucine-rich repeat), los cuales desencadenan
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respuestas efectoras contra estos que se denomina ETI (del inglés: effector-
triggered immunity) (Ojito-Ramos & Portal, 2010).

Durante el proceso evolutivo, una vez que los patégenos adquirieron la capacidad
de suprimir las defensas primarias, las plantas desarrollaron un mecanismo
especializado para detectarlos. Entre estos estd un sistema de reconocimiento
genético del patégeno, controlado por los genes de resistencia del huésped. En este
sistema de resistencia denominado gen-por-gen, los genes R de la planta confieren
resistencia al patbgeno que contiene, a su vez, los genes de avirulencia (Avr)
correspondientes, llamados asi, porque su presencia previene el desarrollo de la

enfermedad.

Los eventos de reconocimiento implican los productos de los genes R y Avr
desencadenantes de las respuestas de la defensa del huésped, incluyendo la
muerte localizada de la célula huésped o una respuesta hipersensible (HR) que

limita la propagacion del patégeno.

La ETI es, probablemente, una de las formas de respuestas de defensa en plantas
de mayor alcance y normalmente culmina en una HR. Muchos patégenos producen
pequefias moléculas efectoras que mimetizan las hormonas de las plantas (J. Jones
& Dangl, 2006). Existen tres moléculas sefalizadoras que regulan la defensa de la

planta contra los ataques microbianos: el SA, el JA 'y el etileno.

La sefalizacion dependiente de etileno es importante para la respuesta de la planta
ante el ataque de los patdégenos, ante una herida mecanica y/ o inducida por
herbivoros. La sefializacion dependiente de SA es critica en el establecimiento de

resistencia bacteriana local y sistémica, mientras que la sefalizacion dependiente
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de JA se induce en respuesta a la herida y a la depredacién mecéanica de herbivoros.
Las rutas de sefializacion de la defensa a través del SA y de JA son, generalmente,
antagonicas, y los patégenos bacterianos han evolucionado para suprimir las

respuestas de la defensa mediadas por el SA.

El principal medio a través del cual las plantas se defienden contra la infeccion viral
es el silenciamiento del RNA viral, que regula la acumulacion de moléculas
enddgenas y exogenas. Los efectores de la virulencia viral se pueden considerar
los encargados de suprimir la respuesta silenciadora del RNA del huésped.
Naturalmente, las plantas utilizan un segundo mecanismo de defensa para

reconocer y para restringir el movimiento de los virus.

Debido a la coevolucion de las plantas y los virus patdégenos, las plantas adquirieron
multiples estrategias para defenderse y contrarrestar las infecciones virales y la
patogénesis. Sin embargo, los virus han coevolucionado para superar esas
respuestas de resistencia. En condiciones naturales, las plantas pueden ser

infectadas por multiples virus (Gupta et al., 2021).

Las proteinas R especificas reconocen componentes virales de cualquier supresor
y lo silencian; ademas, pueden reconocer otras proteinas que se acumulen como
resultado de la replicacion viral (Briddon & Stanley, 2006; J. Jones & Dangl, 2006;

Ojito-Ramos & Portal, 2010).

Los mecanismos de resistencia celular que se activan en la planta en defensa contra
el ataque de patdgenos ocurren en tres niveles (Fig.7): a) inmediatos en las células

cuando se percibe una infeccién o dafios, b) local: cuando se ha esparcido hasta
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las células vecinas ademds, ocurre la activacion de genes secundarios para
contener el patégeno y c) sistémico: ocurre en toda la planta, 6rganos distantes
confiriendo una resistencia mejorada contra un posible ataque posterior a un amplio
rango de patégenos que suele terminar en la HR para evitar la propagacion de los
patégenos en la planta. El éxito de la HR es que mueren las células infectadas

(necrosis) impidiendo la propagacion de la infeccion.

Immediate responses of invaded cells

Generafion of reactive oxygen species
Nitric oxide synthesis |

Opening of ion channels

Protein phosphorylation/dephosphorylation | Pathogen
Cytoskeleton rearrangements
Hypersensitive cell death (HR)
Gene induction

Local responses and gene activation

Alterations in secondary metabolic pathways
Cessation of cell cycle

Synthesis of pathogenesis-related

(PR) proteins

Accumulation of benzoic and salicylic acid
Production of ethylene and jasmonic acid
Fortification of cell walls (lignin, PGIPs,
HRGPs)

Systemic responses and gene activation

B(1-3)-Glucanases
Chitinases

Peroxidases

Synthesis of other PR proteins

Figura 7. Los tres niveles de mecanismos celulares en la planta ante el ataque de un patégeno (R.
L. Jones et al., 2012).

1.2 Generalidades de los virus

Los virus son las entidades bioldgicas mas abundantes estimadas de entre 103! a

10% virus en la atmésfera terrestre (Davila-Ramos et al., 2019; Zarate et al., 2017).

Son parasitos intracelulares obligados, puesto que requieren de la maquinaria
celular del huésped para replicarse, porque no sintetizan sus proteinas, ya que
carecen de ribosomas, por lo tanto, utilizan la maquinaria de ribosomas de la célula

huésped para traducir su mRNA en proteinas (Walsh et al., 2013). Ademas,
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necesitan a la célula para obtener la energia necesaria, puesto que no pueden
generar ni almacenar ATP, ni sintetizar precursores como amino&cidos, nucleotidos
y lipidos, asi como para realizar otras funciones metabdlicas (Chaitanya, 2019). Los
virus son capaces de infectar a todos los dominios de la vida, incluso a otros virus

como el virofago Sputnik (Sato & Koyanagi, 2008).

1.2.1 Familias virales que infectan a las plantas

La mayoria de los virus que infectan a las plantas tienen genomas de RNA, de los
cuales gran parte son de ssRNA (+), seguidos de los ssRNA (-) y los de dsRNA y
en menor parte de DNA (Gergerich & Dolja, 2006). Entre las familias virales que

infectan a las plantas (Tabla 2) se encuentran las siguientes:

Tabla 2. Ejemplo de algunas familias virales que infectan a plantas. Las iniciales corresponden a
fungi (F), planta (P) y animal (A). (Bernardo et al., 2013; Fermin, 2018; R. Jones, 2021; Pérez-Moreno
et al., 2008; Roossinck, 2012; Rubio et al., 2020; Sicard et al., 2019; Tao et al., 2013).

Familia Tipo de genoma Huésped
Alphaflexiviridae  sSRNA(+) F-P
Amalgaviridae dsRNA P
Bromoviridae SSRNA(+) P
Caulimoviridae dsDNA P
Fimoviridae ssRNA (-) P
Geminiviridae ssDNA(+/-) P
Ophioviridae ssRNA(-) P
Potyviridae SSRNA(+) =)

Reoviridae dsRNA A-F-P
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Rhabdoviridae ssRNA(-) A-P
Metaviridae dsRNA A-F-P
Nanoviridae ssDNA P
Virgaviridae SSRNA(+) P

La familia Geminiviridae llamada asi por sus particulas icosaédricas geminadas,
abarca 14 géneros (Fig. 8): Becurtovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus,
Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus,
Topilevirus, Topocuvirus y Turncurtovirus los cuales tienen genomas monopartitas
mientras que el género Begomovirus puede ser mono o bipartitas (Fiallo-Olivé et al.,
2009; Hanley-Bowdoin et al., 2013; Zerbini et al., 2017); la familia se conforma de

aproximadamente 520 especies.



99 @ X15656 tomato yellow leaf curl virus
100 @ FM877473 African cassava mosaic virus
95 @ JF502373 cotton leaf curl Burewala virus

@ KY294724 Desmodium mottle virus
@ AB433786 sweet potato leaf curl virus

@ 101635 bean golden yellow mosaic virus
100 @ KM386645 apple geminivirus 1
@ KX570607 grapevine geminivirus A
O X84735 tomato pseudo-curly top virus
100 @ MIN100000 Opuntia virus 1
@ GU456685 turnip curly top virus
—— @ AF379637 beet curly top virus

© U49907 horseradish curly top virus
1001_i00 E © KP410285 beet curly top Iran virus
100 © HQ443515 spinach curly top Arizona virus
© FJ665630 Eragrostis curvula streak virus
100 O DQ458791 chickpea chlorotic dwarf virus
100 O EF536860 wheat dwarf virus
99 O AF003952 maize streak virus
@ JX559642 grapevine red blotch virus
100 100 @ 1Q920490 Citrus chlorotic dwarf associated virus
100 @ MG452759 Camellia chlorotic dwarf-associated virus
© KR131749 mulberry crinkle leaf virus
100 © MN595124 paper mulberry leaf curl virus 1
90 © MG491195 tomato apical leaf curl virus

O MF072688 tomato geminivirus 1
100 @)

KT214389 Plantago lanceolata latent virus
m'_E © KT214373 alfalfa leaf curl virus
© KT214386 Euphorbia caput-medusae latent virus
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genus
Begomovirus

| Maldovirus

I Topocuvirus
I Opunvirus
| Turncurtovirus

| Curtovirus

| Becurtovirus
| Eragrovirus

Mastrevirus

| Grablovirus
| Citlodavirus

| Mulcrilevirus

| Topilevirus

Capulavirus

Figura 8. Arbol filogenético de los géneros de la familia Geminiviridae (Fiallo-Olivé et al., 2021).

1.2.2 Estructura viral de los Geminivirus

La morfologia del virion consta de dos capsides icosaédricas incompletas, que se

fusionan formando una estructura geminada; la simetria de la capside tiene un valor

de T=1, formada por 110 CP subunidades organizadas en 22 capsOmeros

pentameéricos; no esta envuelto; mide aproximadamente 38 nm de longitud y 22 nm

de diametro (Fig. 9).
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Hemicapsid 1

“Equator

Figura 9. La estructura de los geminivirus. A) Particulas geminadas del virus Maize streak virus. Barra
de escala 50 nm. B) Reconstruccién microscépica crioelectrénica de Maize streak virus. Barra de
escala 10 nm. C) Modelo atémico completo para las 110 subunidades de la capside de Ageratum
yellow vein virus. (Modificado de Fiallo-Olivé et al., 2021; Hesketh et al., 2018; Zerbini et al., 2017).

1.2.3 Genomay ciclo de replicacion

La familia Geminiviridae acorde a la clasificacién de Baltimore, pertenece al grupo
II, ya que el genoma es de ssDNA. Aunque, los virus en la mayoria de los géneros
de la familia tienen genomas monopartitos, los del género Begomovirus tienen
genomas mono o bipartitos circulares, donde el tamafio del genoma de los
Begomovirus ronda entre los 2 a 5.2 Kb, si es monopartita mide aproximadamente
2.7Kb y si es bipartita cada cadena mide aproximadamente 2.6Kb, dando un total

de 5.2 Kb (Fiallo-Olivé et al., 2021).

La unidad espacial del ciclo de replicacién viral es una célula individual. Los virus
multipartitos tienen un genoma segmentado donde cada segmento se encapsida
por separado, por lo que, el genoma viral no se repite en una sola particula de virus,
sino en la poblacion viral, aunque rara vez coexisten dentro de las células

individuales; aunque dependiendo de la especie viral, los virus multipartitos pueden
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tener su genoma compuesto por dos hasta ocho segmentos de DNA o RNA ya sea
de cadena simple o doble (Fig. 10), cada uno encapsidado individualmente en una

particula de virus separada (Sicard et al., 2016, 2019; Yang & Zhou, 2017).

Multipartite )
NANOVIRIDAE —

VIRGAVIRIDAE —
BROMOVIRIDAE []
IDAEOVIRUS ]
BEGOMOVIRUS L]
VARICOSAVIRUS ]
PARTITIVIRIDAE —
BYMOVIRUS L]
CRINIVIRUS —

Segmented

BIRNAVIRIDAE [}
REOVIRIDAE

ORTHOMYXOVIRIDAE —

BUNYAVIRIDAE

Monopartite
TYMOVIRIDAE -—
LUTEOVIRIDAE -
MICROVIRIDAE —
RETROVIRIDAE —
CLOSTEROVIRIDAE Eaae———1
TOBAMOVIRUS -
GEMINIVIRIDAE =
CAULIMOVIRIDAE —
POTYVIRIDAE -—
RHABDOVIRIDAE —
PARAMYXOVIRIDAE ——
TOGAVIRIDAE —
ADENOVIRIDAE

o] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Genome or segment size (kb)

Figura 10. Comparacion de las diferentes organizaciones del genoma. Las familias o géneros
enlistados son los que presentan diferencias significativas en la organizacién del genoma, aunque
no son todas las familias virales con genomas multipartitas (Sicard et al., 2016).

Los virus multipartita infectan con frecuencia plantas y hongos, representando entre
el 35y 40% de los géneros y familias virales descritos, en menor medida infectan

insectos e hipotéticamente a vertebrados (Sicard et al., 2019).

El genoma de los begomovirus bipartitos contiene dos moléculas circulares de DNA
monocatenarias (DNA-A y DNA-B), los begomovirus monopartitos tienen un solo
componente gendmico similar al DNA-A de los begomovirus bipartitos (Zou et al.,

2020). No obstante, el establecimiento de una infeccion productiva requiere ambas
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partes del genoma, por lo tanto, es necesario que minimo dos particulas virales
lleven al menos una copia de cada uno de los segmentos del genoma para infectar

una nueva célula huésped (Chaitanya, 2019).

Los genes del DNA-A codifican para la replicacion, el empaquetamiento, la
transmision al vector y los supresores virales, mientras que los genes del DNA-B
codifican para las funciones de movimiento, los cuales son regulados por las
proteinas CP y PRE-CP (Prasad et al., 2020). Sin embargo, los dos componentes
Ay B, comparten aproximadamente 200 pb denominada la regiobn comun dentro de
IR/LIR, cuya estructura de tallo-asa es la secuencia conservada 5-TAATATTAC-3',

ademas incluye al origen de replicacion (Fiallo-Olivé et al., 2021; Gupta et al., 2021).

Los ORF presentes en el DNA-A son: V1/AV1, V2/AV2, C1/AC1, C2/AC2, C3/AC3,
C4/AC4, C5/AC5 en begomovirus monopartitas y bipartitas respectivamente, que
codifican para las proteinas de: capside (CP), pre-capside (Pre-CP), asociada a
replicacion (Rep), activadora transcripcional (TrAP), potenciadora de replicaciéon
(Ren), C4, C5. Aunque el ORF V2/AV2 suele no estar presente en los begomovirus
americanos (Torres-Herrera et al., 2019). Mientras que en el DNA-B, el ORF (V1
codifica para una proteina con funcién de elicitor (NSP) y el ORF BC1 codifica para
la proteina de movimiento (MV) (Fig. 11) (Fiallo-Olivé et al., 2021; Guerrero et al.,

2020; Hashmi & Kumar, 2020; Zerbini et al., 2017; Zhao et al., 2022).
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Monopartite Bipartite
V2 CR
AVZ
(MP) (MP)
C4 AC4 .
(C4) (c4)
AV1
Begomovirus (\é::,) Begomovirus (CP) Begomovirus
DNA-A DNA-B
(Rep) C3(REn) (Rep) (REn) (NSP)
C2 (TrAP) AC2 (TrAP)

Figura 11. Organizacion de genomas monopartitos (izquierda) y bipartitos (derecha). El codigo de
color de los ORF corresponde a las proteinas codificadas; la horquilla que incluye el origen de la
replicacion se indica en el IR/LIR del DNA-A y DNA-B respectivamente (Fiallo-Olivé et al., 2021).

Ademas de eso, los geminivirus no codifican DNA o RNA polimerasas y dependen
de la maquinaria del huésped para replicar sus genomas circulares de ssDNA a

través del intermediario de DNA de doble cadena (dsDNA) (Guerrero et al., 2020).

Algunas proteinas virales, como Rep estan altamente conservadas en toda la familia
Geminiviridae (Fondong, 2019), mientras que otras confieren propiedades Unicas a
un género determinado, como CP que determina la especificidad del insecto que

sirve como vector para la infeccion a las plantas (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

El ciclo de replicacion inicia con la liberacion de ssDNA viral en el nucleo, Rep corta
un extremo 3°-OH libre en la secuencia 5-TAATATTAC-3' para la adicion de
nucleotidos por las DNA polimerasas del huésped, iniciando la replicacién mediante
el mecanismo de RCR; el cDNA puede emparejarse con la cadena del virion para

formar un duplex, al cual se le conoce como la forma replicativa, ya que actiia como
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molde para posteriores replicaciones (genoma en nuevos Vviriones) 0 puede

reintegrarse al ciclo de replicacion viral.

El dsDNA se empaqueta en minicromosomas (Ceniceros-Ojeda et al., 2016) tras
asociarse con los nucleosomas, posteriormente es transcrito de forma bidireccional
por la RNA polimerasa Il del huésped y comienza cuando Rep reprime su propia
transcripcion, a su vez activa la expresion de la proteina TrAP, y esta activa la
expresion de CP y NSP. Finalmente, todos los transcritos se traducen en el

citoplasma.

La proteina NSP se une al DNA viral y lo exporta al citoplasma a través del complejo

del poro nuclear, donde MP lo transporta a través de los plasmodesmos.

El ssDNA circular puede ser encapsidado por CP en el nacleo o en el citoplasma,
sin embargo, la ubicacién exacta sigue siendo controvertida. En este momento, os
viriones ya estarian disponibles para su adquisicion por la mosca blanca (Fig. 12)
(Fiallo-Olivé et al., 2021; Gupta et al., 2021; Hanley-Bowdoin et al., 2013; Prasad et

al., 2020).
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Figura 12. Ciclo de replicacion viral (modificado de Hanley-Bowdoin et al., 2013).

1.2.3.1 Satélites asociados con begomovirus

Muchos begomovirus se asocian con DNA satélites que codifican proteinas que
potencian la patogénesis; los satélites dependen del virus ayudante para su
replicacion y propagacion. Existen tres tipos: alfa, beta y deltasatélites (Fig. 13)

(Gupta et al., 2021; Hanley-Bowdoin et al., 2013; Mubin et al., 2020; Zou et al.,

2020).
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Figura 13. Organizacién del genoma del betasatélite y la estructura tridimensional de la proteina viral
BC1 (Mubin et al., 2020).

1.2.4 Pérdidas econOmicas causadas por virus

Los virus afectan a la economia por la reduccion en la produccion de alimentos,
fibra, plantas ornamentales y productos medicinales. Por otra parte, casi la mitad
(47%) de los patdégenos que causan epidemias emergentes y reemergentes en
plantas a nivel mundial son virus, en consecuencia, aumenta el impacto econémico

global existente en las enfermedades virales de las plantas (R. Jones, 2021).

Los dafios econdmicos mundiales causados por los virus en los cultivos son dificiles
de estimar;, sin embargo, las aproximaciones indican que las pérdidas de
rendimiento oscilan entre 30 y 60 mil millones de délares anuales y sigue

incrementado (Fingu-Mabola & Francis, 2021; R. Jones, 2021; Rivarez et al., 2021).

La incidencia y la gravedad de las enfermedades por geminivirus ha aumentado
considerablemente en los ultimos 20 afios (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Asimismo,
han impactado dramaticamente los rendimientos agricolas en los ultimos 50 afios a

nivel mundial (Bernardo et al., 2013).
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Los dafios atribuidos a los geminivirus incluyen mas de 300 millones de ddlares de
pérdidas en la industria india de los frijoles, hasta el 100% de pérdida de la cosecha
de jitomate en Italia y en Republica Dominicana casi 2,000 millones de dolares de
pérdidas en la produccion de yuca africana. Concluyendo que el impacto de los

geminivirus es amplio y destructivo (Beam & Ascencio-lbafez, 2020).

Dentro de las pandemias en cultivos de importancia econémica causadas por virus
de DNA, especificamente por begomovirus, se encuentran la enfermedad del
mosaico de la yuca (CMD), la enfermedad de la parte superior del racimo de platano
causada por un babuvirus y la enfermedad de la raya del maiz causada por el virus

de la raya del maiz (MSV), un mastrevirus (Kreuze & Valkonen, 2017).

Los virus causan una gran parte de las enfermedades de importancia econdmica en
los principales cultivos, incluyendo al jitomate. En la Gltima década (2011-2020) se
reportaron virus emergentes o reemergentes que infectan al jitomate en todo el
mundo, en este periodo se identificaron 45 nuevas especies virales en el jitomate

(Rivarez et al., 2021).

Por su parte, los begomovirus mundialmente causan pérdidas econdmicas
anualmente valuadas en mil millones de délares e incluso la pérdida del 100% de
los cultivos de jitomate en Nueva Dehli, India por infecciones de TYCLV (Prasad et
al., 2020). Por otra parte, este ultimo es el begomovirus transmitido por la mosca

blanca mas estudiado (Ghosh & Ghanim, 2021).
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1.3 Vector: La mosca blanca
La transmision de la mayoria de los virus de las plantas depende de vectores como
hongos, nematodos e insectos (Kil & Kim, 2015; Whitfield et al., 2015). Mas del 75%
de los virus de las plantas son transmitidos por insectos vectores, la mayoria de los
cuales pertenecen a familias de hemipteros, como las moscas blancas, los pulgones

y los saltamontes (T. Ding et al., 2019).

La transmision del virus puede ser vertical en la progenie de plantas y horizontal por
diferentes vectores. Otra clasificacién acorde al tiempo de adquisicion por el vector
separa a los virus no persistentes cuando es un periodo corto (segundos) y virus
persistentes si es un periodo largo (horas). La clasificacion basada en la relacion
con el huésped designa como virus circulantes a los que entran a las células y se
encuentran en el sistema digestivo, la hemolinfa y el canal salivar del insecto; y virus
no circulantes a los que se mantienen en el estilete o en el intestino sin entrar a las
células del insecto (Kachroo & Robin, 2013; Whitfield et al., 2015; Whitfield &

Rotenberg, 2015).

La mosca blanca es una plaga que afecta a mas de 250 especies de plantas, entre
las cuales las mas afectadas son frijol, aguacate, jitomate, papaya, meldn, sandia,
pepino y tabaco, tiene alta resistencia a numerosos insecticidas y transmite
multiples virus, hasta el momento se aproxima que son 457 especies virales (Tabla

3) (Ghosh & Ghanim, 2021).
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Tabla 3. Otros virus transmitidos por la mosca blanca (modificado de Ghosh & Ghanim, 2021).

Género Familia
Begomovirus Geminiviridae
Crinivirus Closteroviridae
Ipomovirus Potyviridae
Torradovirus Secoviridae
Carlavirus Betaflexiviridae
Polerovirus Luteoviridae

Cytorhabdovirus Rhabdoviridae

Material
genético

ssDNA

SSRNA (+)
sSRNA (+)
sSRNA (+)
sSRNA (+)
sSRNA (+)

SSRNA (-)

Modo de
transmision

Circulante,
persistente
Semi-persistente
Semi-persistente
Semi-persistente
No persistente
Circulante

Desconocido

Ndmero de
especies

424

14

Los geminivirus son transmitidos por la mosca blanca (Bemisia tabaci) de forma

circulante y persistente, ya que

infectan a

la mosca en periodos de

aproximadamente 48 horas (Czosnek et al., 2017a; T. Ding et al., 2019; Ghosh &

Ghanim, 2021; Rana et al., 2019; D. G. Riley & Srinivasan, 2019; Silva et al., 2019;

Y.-C. Sun et al., 2017).

El ciclo de vida de la mosca blanca abarca seis estadios y viven entre 5y 28 dias,

cuando es adulta: huevo (5 a 9 dias), primer (“ninfa”, 3 dias), segundo (3 dias),

tercer (3 dias) y cuarto (“pupa”, 8 dias) estadios larvales y adulto (Fig. 14).
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Primer estadio Segundo estadio

Huevos Tercer estadio

Cuarto estadio
(Pupa)

Figura 14. Ciclo de vida de la mosca blanca (DIRECCION GENERAL DE SANIDAD VEGETAL,
2020).

Los huevos se depositan en el envés de las hojas jovenes de dos formas, aislados
0 en grupo; las larvas del primer estadio son mdviles, el resto de los estadios
permanecen suspendidas sobre la hoja. Aunque, durante el cuarto estadio larval,
adquieren una forma casi redonda y amarilla denominada pupa, en la que se
observan los ojos rojos y las alas blancas del adulto. Por ultimo, el adulto se dispersa
por toda la planta alimentandose y depositando sus huevos. Una hembra pone entre
80 y 300 huevos; en consecuencia, se pueden encontrar todos los estadios de la
mosca en una misma hoja (Fig. 15) (DIRECCION GENERAL DE SANIDAD

VEGETAL, 2020).
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Figura 15. La mosca blanca en diferentes estadios en el envés de las hojas del jitomate.

1.3.1 Ciclo de replicacion viral en la mosca blanca

La via circulatoria de los begomovirus en la mosca blanca (Fig. 16) inicia cuando se
alimentan del floema y obtienen su alimento perforando con el estilete los tubos
cribosos de las plantas, durante la alimentacién de un floema infectado la mosca
blanca ingiere viriones que entran en las células epiteliales del intestino, donde el
reconocimiento exitoso de begomovirus desencadena la reorganizacion de los
filamentos de actina del intestino medio de la mosca, por lo que se internalizan los
virus en las células epiteliales del intestino medio por endocitosis mediada por

clatrina en endosomas tempranos (Czosnek et al., 2017b).

Varias proteinas de la mosca blanca expresadas en las células del intestino medio
interactian con la proteina de la capside del virus para facilitar o inhibir el

movimiento intracelular del virus dentro de las células del intestino medio.
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Recientemente, se ha descubierto en el virus TYLCV (virus de la hoja rizada amarilla
del jitomate por sus siglas en inglés) que solo dos proteinas, cubilina y amnionless,
forman un complejo receptor que se une a la membrana apical (Ghosh & Ghanim,

2021).

La union especifica del receptor de proteinas de la mosca blanca con las proteinas
de la capside del virus es critica para la transmision. Puesto que si hay saturacion
de los receptores del intestino medio por proteinas competidoras se perjudica la
adquisicién del virus, por el contrario, la falta de interaccion entre el receptor del
intestino medio y las proteinas de capside virales impide la entrada del virus al
citoplasma de las células del intestino medio de la mosca blanca (Ghosh & Ghanim,

2021).

Posteriormente, las particulas virales se transportan a la glandula salival a través de
la hemolinfa hasta el canal salival, donde los viriones mezclados con saliva se
secretan a través de los conductos salivales en el estilete y se segregan dentro de
las células del floema de la planta mientras salivan. Sin embargo, las particulas
virales que no llegan a la hemolinfa se secretan fuera del cuerpo con la ligamaza a

través del intestino grueso (Ghosh & Ghanim, 2021).



29

T T
- S
. ! CLBQR PR S TN o
» | . — - ?'::} ~
1 - = oy R, \ \
» ~
';‘2 R ) ’ ~ .
= 5
- TN W .
— [ AEREN g
k. £ ke WY
14 TN ,';bwl- - *b:',-‘
‘ / SR PRk ) e

A2 A e oy
: SO

Figura 16. Ciclo de replicacion viral en la mosca blanca. 1 y 2) Glandulas salivales, 8) hemolinfa, 13)
estilete y 14) particulas virales (rojo) (modificado de Ghosh & Ghanim, 2021).

El TYLCV transita con la misma velocidad en hembras y machos. Se tarda un
minimo de 8 h (periodo latente) desde el comienzo de la ingestién hasta que el
TYLCV puede transmitirse a las plantas de jitomate y producir sintomas de
enfermedad 2 a 4 semanas después de ser adquirido, incluso es capaz de invadir
tejidos distintos de los de la via circulatoria, como el sistema reproductivo femenino
y los adipocitos (Czosnek et al., 2017b). Ademas, se ha demostrado que el TYLCV
entra en el desarrollo de ovocitos y évulos de la mosca, lo que ha permitido su

transmision a la siguiente generacion (Ghosh & Ghanim, 2021).

Sin embargo, la cantidad de virus adquirida depende de la concentracion viral que
haya dentro de la planta infectada, individualmente las moscas blancas pueden
acumular diferentes niveles de particulas virales, incluso cuando se hayan
alimentado del mismo tejido durante el mismo periodo de tiempo (Gupta et al., 2021;
Rana et al., 2019). La cantidad de particulas de TYLCV acumuladas en moscas

adultas de 4-7 dias de edad durante la alimentacién continua de plantas de jitomate
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infectadas, alcanza un limite entre las 12 h y 48 h como mecanismo de control de
las cantidades virales en el insecto que es aproximadamente de 600 millones de
particulas virales cada 24 h mientras los insectos se alimentan (Czosnek et al.,

2017h).
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1.4 Ciencias Omicas
En ciencias bioldgicas, el sufijo -Omica se refiere al estudio de un conjunto de
macromoléculas (Mayer, 2011a); y puede referirse al conjunto de genes dentro de
un organismo (gendmica), de transcritos en una célula o individuo (transcriptomica),
de metabolitos en una célula, individuo o comunidad (metabolémica) o de genomas

dentro de una comunidad o ambiente (metagendmica).

En las ultimas décadas, el estudio de las ciencias 6micas ha sido posible debido al
avance de latecnologia de secuenciacion y al desarrollo de herramientas de analisis

masivo de informacion (Fig.17) (Ricroch et al., 2022).

Gendémica Transcriptomica Proteémica Metabolémica
T  AlCES 00 ©
o0 oo ==
O ( X )
W
Genoma Transcriptoma Proteoma Metaboloma

Figura 17. Ciencias 6micas y su objeto de estudio (modificada de Amer & Baidoo, 2021)

1.4.1 Genbmica

La gendmica es el estudio del conjunto de secuencias de DNA que componen el
genoma de un organismo, esto permite conocer su estructura, funciones
potenciales, evolucibn y mapeo de los genes. Fue la primera estrategia
metodoldgica que hizo uso de datos masivos, y la que ha ido de la mano en el
desarrollo de programas bioinformaticos que permiten su analisis (Amer & Baidoo,

2021b; Mayer, 2011b; Vailati-Riboni et al., 2017; Vischi Winck, 2021).
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1.4.2 Transcriptomica

Es el estudio de todo el contenido de RNA de un organismo. La informacion
presente en el DNA se expresa a través de la transcripcion, que representa la
fotografia de la actividad de la célula en ese momento. Las técnicas actuales para

estudiar el transcriptoma son los microarreglos y RNA-SEQ.

Los microarreglos son una herramienta para medir el perfil de expresion de multiples
genes simultaneamente de secuencias conocidad y fijadas en una superficie,
mientras que RNA-SEQ permite obtener todos los transcritos de un organismo sin

previo conocimiento de sus secuencias (Mueller et al., 2009).

1.4.3 Protedmica

Los RNA tienen una regulacién traduccional adicional, por lo que no todos se
traducen a proteinas al mismo tiempo ni en la misma cantidad, por lo que al analizar
a las proteinas se obtiene un perfil funcional, que es fundamental para conocer la
actividad de la célula. La proteémica tiene como objetivo conocer todas aquellas
proteinas presentes en un momento determinado a partir de la muestra de estudio,

gue puede ser un organismo o un conjunto de estos (Dalal et al., 2020).

1.4.4 MetagenOmica

La metagenOmica es una estrategia metodoldgica que permite recuperar los
genomas de microorganismos directamente de muestras ambientales,
independientemente de la naturaleza de la muestra y la abundancia de los
microorganismos, sin necesidad de realizar aislamiento a través de un cultivo, ni

clonacion de fragmentos de DNA (Davila-Ramos et al., 2019).
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La metagenomica se basa en la secuenciacion masiva de multiples genomas en un

ambiente determinado. Existen dos estrategias de estudio:

La metagendmica tipo metaprofiling: son técnicas de secuenciacion que
exclusivamente secuencia fragmentos de DNA especificos conocidos como
marcadores moleculares; la preparacion de bibliotecas de marcadores como el
rRNA 16S y se secuencia mediante plataformas como lllumina MiSeq o lon Torrent
PGM, aunque su principal inconveniente es que se limita a la comparacion de la
secuencia utilizada, esto permite conocer la estructura de la comunidad o la
diversidad de las secuencias de los marcadores que se estén utilizando (Davila-

Ramos et al., 2019).

La metagendmica tipo shotgun es la secuenciacion del DNA total de una muestra
sin utilizar un marcador molecular en particular, por lo tanto, se puede recuperar
genomas de especies cultivables y no cultivables, ademéas de permitir inferir
funciones de la comunidad, ya que se obtienen los genes de esta (Davila-Ramos et

al., 2019).

Las aplicaciones de la metagenomica van desde la identificacion de patogenos, la
seguridad alimentaria, el diagnéstico en muestras clinicas el conocimiento de la
comunidad microbiana de muestras ambientales. Por otra parte, brinda informacion
de la diversidad y la abundancia de microorganismos en estos tipos de muestras
respondiendo las preguntas: “; quiénes estan alli?”, “; qué estan haciendo?, y “; qué

funciones realizan?”.
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1.4.4.1 Metagendmica viral
La coleccién de todas las secuencias virales presentes en la muestra ha sido
definida como viroma (Zarate et al., 2017). La metagenomica viral es una estrategia
que permite estudiar la diversidad viral y describir la estructura de las comunidades
virales dentro de un ambiente, sin necesidad de hacer cultivos en el laboratorio.
Incluso permite asignar posibles funciones de los genes que se obtienen, asi como
modelar las estructuras proteicas predichas para entender las funciones que

podrian estar realizando.
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CAPITULO Il. FUNDAMENTACION TEORICA

En este capitulo se recopilan diferentes articulos para responder a las preguntas
¢, qué mecanismos se conocen hasta el momento que las plantas utilizan para
defenderse de los virus? De forma especifica, ¢cuales son los mecanismos de
defensa presentes en el jitomate durante la infeccién por begomovirus?, y ¢cuéles
son los viromas del jitomate que se conocen?

2.1 Mecanismos de defensa de plantas contra virus

Gupta y colaboradores en 2021, estudiaron la respuesta de las plantas contra
geminivirus, con el objetivo de recopilar los mecanismos moleculares que definen la
infeccion por geminivirus, generando antecedentes y por ende en un futuro se
desarrollen plantas resistentes a los geminivirus con el fin de controlar los dafios

agricolas globales.

Los estudios moleculares llevados a cabo para dilucidar las respuestas antivirales
implican la caracterizacién de los posibles blancos celulares en el transcriptoma, el

proteoma y el metaboloma, en el contexto de la interaccidn con los geminivirus.

En la actualidad se ha descrito que las plantas tienen 10 mecanismos de defensa
contra la familia Geminiviridae que son: silenciamiento transcripcional de genes
(TGS), silenciamiento postranscripcional de genes (PTGS), cross talking entre
hormonas-MAPK, autofagia, non coding RNA (ncRNA), regulacion epigenética,
activacion de genes R, ubiquitinacion y respuesta hipersenisble (HR).

Adicionalmente, los autores proponen emplear la técnica de CRISPR-CAS 9 para
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desarrollar plantas libres de enfermedades y prevenir la infeccion por geminivirus

(Gupta et al., 2021).

Hanley y colaboradores en 2013, resumen los mecanismos activados en la planta
ante el ataque de los geminivirus usando diferentes tipos de ncRNA, como siRNA'y
MIiRNA,; otra via activada en las plantas es la ubiquitinacién por via del proteosoma
y la cascada de cinasas GRIK-SNRK1 desencadenada por la proteina viral Rep

(Hanley-Bowdoin et al., 2013).

En respuesta al ataque de patdégenos, las plantas se protegen con la ayuda de
sistemas inmunitarios dependientes de RNA que incluyen small interfering RNA
(siRNA) y micro RNA (miRNA) que regulan activamente la inmunidad en respuesta
al ataque de patdégenos mediante el reconocimiento PAMPs y otros efectores (Islam

et al., 2018).

2.1.1 Mecanismos de defensa del jitomate contra virus

Guptay colaboradores en 2021, especifica que en jitomate se encuentran presentes
los siguientes mecanismos: TGS (blogueo de la RNA polimerasa), PTGS, ncRNA
(miRNA inhibiendo BC1, betasatélites; siRNA hipermetilado a C3), ubiquitinacion por
la via de SUMOylation en respuesta a estrés biotico, abiotico y en el desarrollo,
cross talking fitohomornas-MAPK (MAPK3-SA/JA), genes R (inhibiendo la sintesis
de proteinas virales el ciclo de replicacion viral Ty-loci del 1 al 6 sin activar la HR)
(Verlaan et al., 2011) y activacion de la HR (por proteinas virales Rep, PRE-CP,

TrAP) (Gupta et al., 2021).
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Zou y colaboradores en 2020, propusieron que el acido jasmoénico (JA), una de las
hormonas vegetales mas estudiadas, es una molécula importante de sefializacion
gue integra la informacion percibida en la interfase planta-insecto en respuestas de
defensa de amplio espectro. El JA puede promover la acumulacion de metabolitos
como los indol-glucosinolatos, la camalexina, el aminoacido no proteico Nd-
acetilornitina y los terpenos que son perjudiciales para los insectos que se alimentan
del floema, como el pulgén verde del melocotéon (GPA) y la mosca blanca. Por lo
tanto, la aplicacion de jasmonato de metilo (MeJA) en la pulverizacion foliar puede
mejorar la resistencia de las plantas a la mosca blanca. Ademas, la proteina viral
BC1 interactia con una serie de proteinas del huésped para afectar las vias de

fitohormona, metilacion, ubiquitina y fotosintesis en las plantas (Zou et al., 2020).

Wang y colaboradores en 2015, demostraron que la proteina BC1 del virus
TYLCCNB interactué con NtSKP1 para interrumpir la integralidad del complejo SCF
(SKP1-CUL1-F-box), suprimiendo asi la degradacion de la proteina JAZ (Pauwels
& Goossens, 2011). Se identificaron diferentes tipos de ncRNA, como IncRNA,
MIiRNA y siRNA, en el virus TYLCV mediante RNA-SEQ. Estos ncRNA no solo
inducen el silenciamiento de genes virales, sino que también participan en vias de

respuesta a estrés biotico y abiotico. (J. Wang et al., 2015; H. Zeng et al., 2015).

El objetivo de Sun y colaboradores en 2017, fue investigar si la resistencia mediada
por JA estéa implicada en las interacciones tripartitas entre las moscas blancas, los
begomovirus y las plantas de jitomate posterior a la activacion de las vias de

sefalizacion del JA. Concluyendo que el JA confiere resistencia a las plantas contra



38

las moscas blancas, por lo tanto, la supresion del JA en las plantas por los
begomovirus ya no inhibe efectivamente el ataque del vector (T. Sun & Zhang, 2021;

Y.-C. Sun et al., 2017).

2.1.2 Begomovirus de jitomate

Los geminivirus a menudo se presentan en complejos de enfermedades, diferentes
especies de patdgenos causan sintomas similares en una especie de planta
huésped comun, de igual manera las plantas individuales pueden estar infectadas

con multiples virus simultaneamente (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

En las bases de datos se han reportado aproximadamente 136 begomovirus que
infectan a los jitomates (Avedi et al., 2021). A continuacion, se enlistan algunos
begomovirus que infectan al jitomate causando pérdidas econdémicas significantes

(Fig. 18):

I.  TYLCV (Cardenas-Conejo et al., 2010; Kil & Kim, 2015; Scholthof et al.,

2011)

. ToCV (Ding et al., 2019)

[ll.  ToTV (Hanssen & Lapidot, 2012)

IV. TSWV (Picé etal., 1996; D. G. Riley & Srinivasan, 2019; M. B. Riley et al.,
2002; Rosell6 et al., 1996)

V. ToLCVy ToLCV-sat (Lozano et al., 2016; Paraguison-Alili et al., 2020)

VI.  TGMV (Zhou, 2013)
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Figura 18. Plantas de jitomate infectadas por diferentes begomovirus. A) Virus de la hoja amarilla
rizada del jitomate (TYLC). B) Virus del mosaico del pepino (CMV). C) Virus de la clorosis del jitomate
(ToCV). D) Virus del torrado del jitomate (ToTV). E) Virus de las manchas por zonas del pelargonio
(PZSV). F) Virus marchitez manchada del jitomate (TSWV) (Hanssen & Lapidot, 2012).

2.2 Andlisis integrativo multi-6mico en jitomate

Dada su importancia alimenticia, el jitomate ha sido modificado con mdultiples
objetivos, como, mejorar la calidad de la fruta y aumentar la resistencia a los
distintos tipos de estrés tanto bidticos como abidticos. Las ciencias 6micas han
permitido la obtencién de informacién a distintos niveles que, al correlacionarse, dan
un panorama enriquecido de la relacion del jitomate con la mosca blanca y los

begomovirus.

Zhu y colaboradores en 2018, estudiaron el metaboloma de dos especies y una
variedad de jitomate (S. pimpinellifolium, S. lycopersicum var. cerasiforme y S.

lycopersicum) con el objetivo de identificar los metabolitos implicados en el sabor
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del jitomate rosa y conocer si estos influyen en el sabor, utilizando a la gendmica, la
transcriptémica, la metabolomica y la varidmica. Concluyeron que la domesticacion
actué sobre cinco loci principales que redujeron los compuestos anti-nutricionales
en consecuencia, la seleccion para obtener jitomates rosados modificé el contenido
de mas de 100 metabolitos relacionados al sabor y que al reducirse la acumulacion
de glicoalcaloides esteroideos anti-nutricionales (SGA) en los frutos maduros los
volvié mas comestibles (Zhu et al., 2018). La relevancia de esta informacion en el
presente estudio radica en la integracion de datos obtenidos a través de diferentes
omicas. Al combinar estas fuentes de datos, se logra una complementacion que

enriquece el panorama de la pregunta bioldgica planteada.
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CAPITULO lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Justificacion

La importancia de los jitomates como modelo de estudio y fuente de alimentacion
es indudable, sin embargo, estas plantas son vulnerables a diferentes patdégenos
como los virus. Las infecciones virales ocasionan pérdidas economicas a nivel
mundial en la industria, se estima que el costo anual de las pérdidas asciende a $60
mil millones de dolares, mientras que las pérdidas anuales por infecciones virales

en plantas de jitomate se calculan en $1 mil millones de dolares.

Del mismo modo, la transmision de enfermedades de una planta a otra a través del
vector, la mosca blanca, es un problema complejo debido a que la mosca blanca
transmite otros virus que afectan a una amplia variedad de cultivos, lo que aumenta

el riesgo de propagaciéon de enfermedades y la pérdida de cultivos en la agricultura.

Por esta razon, es fundamental conocer los mecanismos de defensa de las plantas
de jitomate para poder protegerlas de los agentes patégenos. En este sentido, el
uso de la bioinformatica permite entender la defensa de las plantas de jitomate a
nivel molecular mediante las tecnologias émicas como la gendmica, protedmica,
metagenOmica y transcriptomica, entre otras, dado que estos enfoques permiten
identificar genes y proteinas que intervienen en los mecanismos de defensa y

entender cOmo interactian con los virus.

Hasta el momento, los trabajos realizados se han enfocado en el estudio de

especies virales que causan enfermedades en cultivos, en la identificacion de la
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interaccidn vector-virus o vector-planta y en los mecanismos de defensa de la planta
(Rossouw et al., 2019). Sin embargo, poco se conoce sobre la conservacion de los
mecanismos de defensa entre las distintas variedades de jitomate y su potencial
para lidiar contra las principales infecciones de patégenos como los virus. Otro punto
es que no se ha explorado la capacidad genética, asi como la organizacion
gendmica de los begomovirus silvestres de distintas regiones importantes en el
cultivo de jitomate en México.

3.2 Hipotesis

Al realizar un andlisis multiomico del jitomate y su viroma, es posible identificar y
comprender los mecanismos de defensa utilizados por la planta ante una infeccion

por begomovirus.

3.3 Objetivos
3.3.1 General

Conocer el potencial genético de defensa que existe dentro de las principales
especies de jitomate y la diversidad gendmica de begomovirus presentes en
regiones de cultivo importantes en México, considerados como posibles causantes

de infecciones latentes.

3.3.2 Particulares
e Determinar los genes involucrados en la defensa de las principales

variedades econdmicas de jitomates mediante genémica comparativa.

e Evaluar el potencial genético de defensa especifico y general en las distintas

variedades de jitomate estudiadas mediante genémica comparativa.
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e Comprender las estrategias evolutivas que han desarrollado los
begomovirus para evadir los mecanismos de defensa en las plantas de

jitomate mediante metagendmica.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos planteados, se emple6 una metodologia que se dividio
en dos enfoques: el gendmico y el metagenémico.

4.1 Enfoque gendmico

Inicialmente, se reconstruyé una filogenia, primero se realizé un alineamiento
multiple de la proteina F-box en el programa JALVIEW (version 2.11.2.5) por
MUSCLE (Edgar, 2004). Seguido del andlisis en el servidor del software filogenético
IQ-TREE (Nguyen et al., 2015; Trifinopoulos et al., 2016) para conocer el mejor
modelo evolutivo acorde a los datos, ademas, se utilizé una robustez estadistica de
1,000 réplicas de Bootstrap. Finalmente, se carg6 el formato Newick de la predicciéon
obtenida en IQ-TREE para reconstruir la filogenia por maxima verosimilitud (ML) en
el programa FigTree (version 1.4.4) (Rambaut, 2006). Posteriormente, se le

agregaron las respectivas fotos de los jitomates a la filogenia.

Por otro lado, para la creacion de la base de datos se seleccionaron los genomas
de siete especies de jitomates, considerando como genoma de referencia al jitomate
Heinz 1706 (Peters et al., 2009) y en junio, 2022 se descargaron los genomas

disponibles en la base de datos Genome de NCBI.

Simultaneamente, para la identificacién de los mecanismos de defensa utilizados
por S. lycopersicum durante el atague de geminivirus y begomovirus se recopilaron
datos de diferentes fuentes, obteniendo a los genes implicados en estas vias, los

cudles se concentraron en un listado para su posterior busqueda en la base de datos
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Gene de NCBI, en la cual no todos los genes estaban disponibles para S.
lycopersicum pero estaban descritos y accesibles para otras especies como A.

thaliana, N.attenuata y S. pennellii.

Por lo que se descargaron un total de 109 genes implicados en los mecanismos de
defensa en las plantas al ataque de begomovirus que estaban disponibles en la
base de datos Gene de NCBI, para realizar la busqueda de ortdlogos. Los cuales
se coleccionaron en una tabla con el identificador del gen, nombre del gen y nombre

de la planta a la que cada uno pertenece (Tabla S6).

Para crear una base de datos local de nucleétidos primero se indexaron las
secuencias de los genes, enseguida se cred la base de datos con BLASTn, por
altimo, se realizé el alineamiento local contra los siete genomas de los jitomates
seleccionados para identificar a los genes ortélogos en cada especie mediante el

programa BLAST+ (version 2.9.0).

Posteriormente, se consideraron como genes ortdlogos aquellos que tuvieron un e-
value maximo de 1x10%° y un porcentaje de identidad superior al 95%. A los cuales
se les realizé un andlisis de frecuencias de los genes por cada genoma mediante el
entorno de R (version 4.2.1 "Funny-Looking Kid"), una vez parseados los datos se
unificaron las siete tablas para identificar a los genes ortologos presentes y ausentes
en cada especie. Por ultimo, para complementar, se investigaron en la base de
datos KEGG las vias presentes para corroborar si estaba completa la via o de lo
contrario, qué porcentaje de esta lo estaba, en las especies de jitomates disponibles

en esta base de datos (S. lycopersicum y S. pennellii).
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4.2 Enfoque metagenomico

En 2019, Rodriguez-Negrete y colaboradores realizaron un analisis metagenémico
de novo en cinco regiones de México: Baja California, Sonora, Sinaloa, Colima-
Nayarit, y Coahuila-Durango en un periodo de 4 afios (2012-2016). Los autores
trabajaron con 422 plantas no cultivadas pertenecientes a 34 familias y 132
especies, de las cuales las familias mas distribuidas fueron las Astaraceae,
Solanaceae, Malvaceae y Fabaceae. Ademas, eran sintomaticas y asintomaticas a

las infecciones de begomovirus.

Las secuencias virales obtenidas en este estudio se descargaron del enlace
proporcionado por los autores en el material complementario de su articulo
(Rodriguez-Negrete et al., 2019) y se verificd su calidad con el programa QUAST,

opcién para metagenomas METAQUAST en el servidor GALAXY.

A continuacion, a estos datos se les asigno su taxonomia hasta el nivel de género
con el programa para datos metagendémicos VirusTaxo (version 0.2.5), este
programa utiliza k-meros para la identificacion viral con una precision promedio del
93% a nivel de género en la prediccion de virus de DNA y RNA (Raju et al., 2022).
Consecutivamente, se extrajeron los headers y las secuencias que pertenecian a

begomovirus mediante el programa better-fasta-grep (version 1.0.3).

Una vez obtenidas las secuencias referentes a begomovirus de las cinco regiones
del trabajo de Rodriguez-Negrete y colaboradores, se realizé una busqueda con
BLASTn para conocer a qué especie viral correspondia cada secuencia.

Posteriormente, en las secuencias identificadas se recuperaron las proteinas
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codificadas por el DNA-A en ambos tipos de begomovirus y en el DNA-B de los

begomovirus bipartitas para construir arboles filogenéticos.

Para comenzar con las construcciones filogenéticas se descargaron las secuencias
proteicas completas de las proteinas virales de diferentes especies de plantas
infectadas que estaban disponibles en la base de datos Protein de NCBI, las cuales
se recopilaron en archivos multifasta por cada proteina viral; seguidamente se
realizd un alineamiento multiple de los archivos multifasta en el programa JALVIEW

(version 2.11.2.5) por MUSCLE (Edgar, 2004).

Ademas, para conocer el mejor modelo evolutivo acorde a los datos, se utilizo el
servidor del software filogenético IQ-TREE (Nguyen et al., 2015; Trifinopoulos et al.,
2016) y para la robustez estadistica de la topologia filogenética se evalué mediante
un andlisis de Bootstrap de 1,000 réplicas. Finalmente, se cargé el formato Newick
de la prediccion obtenida en IQ-TREE para reconstruir las filogenias por maxima

verosimilitud (ML) en el programa FigTree (version 1.4.4) (Rambaut, 2006).

Por ultimo, en MEGA (version X) (Stecher et al., 2020) se calcularon las matrices de
divergencia, sugeridos en IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016), para cada una de

las proteinas virales y asi conocer los indices de divergencia.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Resultados gendmicos

Para reconstruir la filogenia de las especies de jitomates utilizadas en el presente
trabajo (Fig. 19), se selecciond la proteina F-box y se enraizo con S. lycopersicoides,
por ser el ancestro mas lejano. La presencia de un grupo monofilético entre estas
especies indica que los jitomates probablemente tienen mecanismos de defensa

similares ante las infecciones causadas por los begomovirus.

F-box protein Solanum pennellii

e
100% [ \”'ﬁrf

F-box protein Solanum habrochaites

y
F-box protein Solanum chilense e o

e

“p

9%

F-box protein Solanum pimpinellifolium ® o¥e
(~3
100%:

F-box protein Solanum lycopersicum *

100%
F-box protein Solanum lycopersiucm var. cerasiforme 33%

F-box protein Solanum lycopersicoides ﬂ

Figura 19. Arbol filogenético construido a partir de secuencias de la proteina F-Box de las siete
especies de jitomates analizadas en el presente trabajo con su correspondiente foto al lado derecho.
Los nuameros en las ramas representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000

repeticiones, el grupo externo es S. lycopersicoides (morado), se sefiala al organismo de referencia
S. lycopersicum (negritas).
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Por otra parte, para la creacion de la base de datos se seleccionaron y descargaron

los genomas disponibles y anotados en la base de datos Genome, NCBI de siete

especies de jitomates (Tabla 4).

Tabla 4. Metada de los siete genomas de jitomates utilizados en el presente trabajo.

(jitomate grosella)

GenBank ID Egpeme de Total de lecturas Tipo de datos Plataforr.na.(!e
jitomate secuenciacion
GCA_006013705.1 | Solanum chilense | 913,880,739 Genomicos lllumina MiSeq;
lllumina HiSeq
Solanum - lllumina HiSeq
GCA_000577655.1 habrochaites 827,962,994 Gendmicos 2000:454 FLX
GCA_022817965.1 SO'a‘?“”_‘ 1,287,236,262 Gendmicos PacBio
— lycopersicoides
Salanum 454; Sanger;
GCF_000188115.5 lycopersicum 827,962,994 Gendmicos A ger,
I lllumina; SOLID
(jitomate)
Solanum
GCA_016860505.2 | 'Yeopersicum var. 805,373,952 Genémicos Sequel
cerasiforme
(jitomate cherry)
Genome Analyzer
GAlIx
GCF_001406875.1 | Solanum pennellii 926,426,464 Gendmicos lllumina;lllumina
MiSeq;lllumina
TruSeq
Solanum
GCA _014964335.1 pimpinellifolium 808,099,718 Gendmicos PacBio Sequel

La mayoria de los genomas recopilados contienen un promedio total de lecturas

entre 800Mb y 900 Mb, que es cercano al tamafio esperado en jitomate, excepto

por el genoma de S. lycopersicoides con un total de 1 Gb, sobresaliendo del

promedio.
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De igual modo, se recopilaron 109 genes (Tabla S6) que corresponden a las
especies S. lycopersicum, S. pennellii, A. thaliana y N. attenuata que participan en
las siguientes 9 vias: autofagia (8), hormonas (3), respuesta hipersensible (3), de
las MAP kinasas (18), silenciamiento postranscripcional de genes (10), sintesis de
proteinas (3), silenciamiento transcripcional de genes (32), ubiquitinacion por

proteosoma (23) y ubiquitinacion por SUMOylation (9).

Con el conjunto de genomas y genes recopilados se cre6 la base de datos que fue
utilizada para identificar a los genes ortdlogos en cada especie de jitomate mediante
el programa BLAST+, se obtuvieron como salida un total de siete tablas (Fig. 20)
que proporcionan informacion detallada sobre el resultado del alineamiento,
permitiendo evaluar la calidad de la alineacion y la similitud entre las secuencias

comparadas.

B cine C: /mnt/c/Users/Cir X+

qseqid eqi pident length mismatch gapopen gstart gend sstart send evalue bitscore
CMeuee6l1s. 562689U6-56317729 100 ] les010394 185010421 u328 uzel .8 52.8
CcHMeue6ls. 8 6 1lee 8 e 0 109281970

cMedeels. lee 33052974

CcMeues18 £ 774 13651712

cMedes e 26 3 T4 334379

cMedes 01544 4uy379  96.774 3 46

cMeuesls. NC_815443. 5-3U444379 6. 774 ] 854896 22854926
CMBue618. 815443. 5-30444379 96.774 8 22u62680 22u62718
CMOUB626. ] .3:c34472965-30444379 100 8 9 ¢ 99391471 99391498
cMeues26 :c34472965-34444379 100 p ] 48416501 48416528
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CMOUe626. 0 U472965-30440379 100 2 0 18591991

CHeHa626. 55.1:c461550-406518 100 2316482 2316509
cMeuee26. NC, .3: e 6 lee ] 35900037

CMRUB626 . E s 28 379 96.774 88507907

CMeue626. 5 - b 6 3 29 83.929 2 67910630

cMeudes C 9 9 1ee 5173475 5173582

cMeues22 : 8 9 1ee 6 ue8
CMeelesu _8 E 1e@ 8 8 8 18ue1836
CHMeealesy NC_ lee 28 18401809
HG975440 . IC_015445.3:56268946-56317729 1ee ] 85820817
HG975440 . 2

0 000 Mo m

o ® o

C_015443. 4472965-30444379 100 28210169

HG975440 . NC_015443. 3: c34472965-34444379 2€ 9 30819753 30819780
HG97544@. NC_015443. 3: c34472965-34444379 14819346 73
HG975440 . NW_017670655.1:cl61550-1406518 BITS 32 97969212 979692u3
CMe4a622. NC_ = U472965-34444379 96. e 11706867 11706897
CMeues22. o 3:c34072965-34444379 : 3 e 47567102 47567132
CMBuBs22. £ 3:c34072965-34444379 : 0 13 37
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CHMBa1B6Y . NC. 3¢ 2965-34444379 : 0 22043 22073
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Figura 20. Tabla del BLAST correspondiente a S.lycopersicum var. cerasiforme.
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Donde las columnas dan la siguiente informacion:
1. Query ID: identificador de la secuencia de consulta.

2. Subject ID: identificador de la secuencia en la base de datos que coincide

con la consulta.

3. % identity: porcentaje de identidad entre la secuencia de consulta y la

secuencia de la base de datos.

4. Alignment length: longitud de la alineacion entre la secuencia de consulta

y la secuencia de la base de datos.

5. Mismatches: nimero de desajustes (no coincidencias) entre la secuencia

de consulta y la secuencia de la base de datos.
6. Gap openings: numero de gaps en la alineacion.
7. Query start: posicion de inicio de la secuencia de consulta en la alineacién.
8. Query end: posicion final de la secuencia de consulta en la alineacion.

9. Subject start: posicion de inicio de la secuencia de la base de datos en la

alineacion.

10. Subject end: posicion final de la secuencia de la base de datos en la

alineacion.

11. E-value: indica la probabilidad de encontrar una coincidencia con una

puntuacion dada por azar.
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12. Bit score: puntaje de bits, que indica la calidad de la coincidencia entre la

secuencia de consulta y la secuencia de la base de datos.

Con el alineamiento local se identificaron genes completos e incompletos y se
contabilizaron individualemnte. No obstante, para evitar sesgos en el andlisis, se
descartaron aquellos genes que presentaban menos de 100 nucleétidos de
distancia en las regiones de sobrelape, y se contabilizaron como un solo gen.
Finalmente, se encontraron 63 ortélogos presentes (Tabla S7) y 46 genes ausentes
en todas las especies de jitomates estudiadas, la mayoria corresponden a A.

thaliana (Tabla S8).

Los 46 genes ausentes en todas las especies de jitomates estudiadas corresponden
a las vias de: autofagia (3), kinasas (11), PTGS (3), TGS (22), ubiquitinacién por

proteosoma (6) y ubiquitinacién por SUMOylation (1).

Estos resultados sugieren que hay una alta conservacién de genes entre las
especies de jitomates, sin embargo, es importante destacar que la presencia o
ausencia de estos genes puede estar relacionada con procesos evolutivos
especificos en cada especie, y su andlisis detallado puede proporcionar informacion

valiosa sobre la evolucion de estas plantas.

A su vez, las proteinas de RNA polimerasa nuclear D1B (NRPD1B), ubiquitina como
enzima activadora modificadora 1 (UBA1) y la particula reguladora triple-A ATPasa
4A (RPT4A) de A. thaliana estan ausentes en S. lycopersicum y en S.

pimpinellifolium, pero presentes en las otras cinco especies de jitomates.
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Las vias con mayor potencial genético de ser utilizadas por todas las distintas

especies en los jitomates son descritas a continuacion.

La via de sintesis de proteinas, hormonas y respuesta hipersensible estan

presentes en un 100% en todas las especies de jitomate estudiadas.

Los genes Pelota (Pelo) son una familia de genes conservados evolutivamente y
tienen diversas funciones, tales como la participacion en la fase de reciclaje de
ribosomas de la sintesis de proteinas, la resistencia a enfermedades, el control del

ciclo celular y la division celular meiotica (W. Ding et al., 2018; Gupta et al., 2021).

En las plantas susceptibles, las infecciones virales provocan alteraciones
hormonales, que se manifiestan como la induccion simultdnea de varias hormonas

antagonicas.

El 4cido jasmonico (JA) participa en la resistencia a patdgenos necréticos e
insectos. Por su parte, el acido abscisico (ABA) cumple un papel central en la
respuesta al estrés abidtico y en la defensa de las plantas en las primeras etapas
de la infeccion, esto se logra mediante la difusion del cierre estomatico contra los
invasores o la induccion de otras vias si el patdgeno evade la primera linea de
defensa. Mientras tanto, el acido salicilico (SA) activa la sefial en el floema para
inducir la resistencia local y sistémica adquirida (SAR por sus siglas en inglés),
regula a los genes R ademas activa a la maquinaria antiviral (Alazem & Lin, 2015;

Miozzi et al., 2014; Molesini et al., 2020).
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Mientras que, los genes seleccionados de las vias de ubiquitinacion (Friedrichsen
et al., 2000; Hatfield et al., 1997; Jia et al., 2016) por proteosoma y SUMOylation
estan presentes en un 74% y 89% respectivamente. EI 70% de los genes
seleccionados de la via de PTGS se encuentran presentes en los jitomates (Z. Li et
al., 2020). Seguidos por los genes de la via de autofagia en un 63% (Bu et al., 2020;

Miozzi et al., 2014).

En contraste, las vias mas incompletas son las kinasas (Fontes et al., 2004; Gish &
Clark, 2011; Innes, 2001; Macho & Lozano-Duran, 2019a, 2019b; Nakagami et al.,
2005; Smakowska-Luzan et al., 2018; Tang et al., 2017; R. Zeng et al., 2018) con
61% de ausencia 'y 69% en el TGS (Cao & Jacobsen, 2002; Carluccio et al., 2018;
Chandan et al., 2019; Eun et al., 2011; F. Li et al., 2014; F. Li & Wang, 2022; Zhao

et al., 2022).

Los genes mas frecuentes en los jitomates son TY 1/3 de la via HR, PELOTALL de
la via de sintesis de proteinas y SNF1 en la via de las kinasas en S. lycopersicoides

que es el menos frecuente en las especies S. lycopersicum y S. pimpinellifolium.

Seguido por la proteina DCL3 de la via TGS, NPR1 de la via de las hormonas,
AGOLL de la via PTGS, RPT4a de la via ubiquitinacion por SUMOQylation, RAD23c
de la via ubiquitinacion por proteosoma doéonde son mas frecuente en
S.lycopersicoides y menos frecuente S.lycopersicum. Por su parte, la CaM6 de la
via de autofagia es mas frecuente en S.lycopersicoides y menos frecuente en

S.pimpinellifolium.
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Por dltimo, de la base de datos KEGG se recuperaron las vias mas conservadas y
disponibles para dos especies (S. lycopersicum y S. pennellii) de las siete con las
gue se trabajaron. Se observo que entre los dos mapas no hay variaciones, por lo

gue se analiz6é Unicamente en S. lycopersicum.

De las vias estudiadas, la via mas completa disponible en KEGG en S. lycopersicum
es la de las hormonas (Fig. 21), en verde se resaltan los genes presentes en esta
via, en rojo el gen representativo que se selecciond y descargd para la base de
datos local, COL1 de la via del acido jasmonico, hormona del estrés que participa
en la respuesta en defensa a patdégenos; en naranja SNRK2 kinasa de sefializacion
de la via hormonal del 4cido abscisico que activa el mecanismo antiviral y en azul

un ejemplo de cross talking entre JA-ILE por NRPK (Gupta et al., 2021).
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Figura 21. Mapa de KEGG de la via de las hormonas en jitomate (S. lycopersicum).
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5.2 Resultados metagendmicos

Los metagenomas recuperados del trabajo de Rodriguez-Negrete y colaboradores
corresponden a las siguientes cinco regiones geograficas en México (Fig. 22): Baja

California, Sonora, Sinaloa, Coahuila-Durango y Colima-Nayatrit.

115 108* 95

M Baja California
M Sonora
I Sinaloa

Colima-Nayarit
M Coahuila-Durango

0 125 250 375
e—y___J

kilometers

Figura 22. Mapa de las areas de muestreo correspondientes a cinco regiones ubicadas en diferentes
zonas biogeograficas, diferenciadas por colores: Baja California (BC), Sonora (SO), Sinaloa (SlI),
Colima-Nayarit (CN), y Coahulia-Durango (CD). BC-SQ: Baja California, San Quintin; BC-EN: Baja
California, Ensenada; BC-ME: Baja California, Mexicali; SO-OB: Sonora, Obregén; SO-NA: Sonora,
Navojoa; SO-HU: Sonora, Huatabampo; SO-RC: Sonora, Rio Colorado; SI-GV: Sinaloa, Guasave;
SI-SL: Sinaloa, Sinaloa de Leyva; SI-MO: Sinaloa, Mocorito; SI-PC: Sinaloa, Playa Ceuta; SI-CO:
Sinaloa, Concordia; SI-AC: Sinaloa, Agua Caliente; SI-RO: Sinaloa, El Rosario; CN-SO: Colima-
Nayarit, SantaMaria del Oro; CN-TE: Colima-Nayarit, Tecoman; CD-TL: Coahuila-Durango,

Tlahualilo; CD-LG: Coahuila-Durango, La Goma; CD-TO: Coahuila-Durango, Torreén; CD-PO:
Coahuila-Durango, Poanas.
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Rodriguez-Negrete y colaboradores compararon los contigs generados en su

estudio contra secuencias de geminivirus en la base de datos GenBank de NCBI

identificando hasta el nivel de especie obteniendo entre 6,000 y 4.6 millones de

lecturas con minimo el 80% de similitud, de las cuales mas del 99% corresponden

al género Begomovirus, y el 1% restante coincide con otros de los géneros de la

familia Geminiviridae (Curtovirus,

Mastrevirus).

Becurtovirus, Turncurtovirus, Topocuvirusy

Posterior a la descarga de los metagenomas (Tabla 5), se evaluo la calidad de estos

con el reporte de METAQUAST (Fig. 23) y no se eliminaron secuencias de baja

calidad porque los datos ya estaban pre-tratados.

Tabla 5. Metadatos de las secuencias del articulo de Rodriguez-Negrete et al., 2019.

Numero de Contigs més

Total de contigs 9 . Plataforma de

Lugar : cortos/largos de | Tipo de datos N,
lecturas relacionados o secuenciacién

L Geminivirus [pb]
con Geminivirus
Baja P llumina Nextera
California 16,056,866 92 7812437 Metagenoémicos XT; MiSeq 500
- llumina Nextera
Sonora 30,440,802 195 7812293 Metagenomicos XT: MiSeq 500
. - llumina Nextera
Sinaloa 215,007,456 15,465 78/2723 Metagenomicos XT: MiSeq 500
Colima- . llumina Nextera
Nayarit 33,159,620 8368 7812775 Metagenomicos XT: MiSeq 500
Coahuila- . llumina Nextera
Durango 70,782,034 169 78/2858 Metagenomicos XT; MiSeq 500
Total 365,446,778 24,289 78/2858

Para evaluar la calidad de los metagenomas se consideraron los siguientes factores:

1. Longitud de lectura: Es el nimero maximo de bases que pueden ser

secuenciadas de cada fragmento.




59

2. Numero de contigs: La cantidad de fragmentos de secuencias superpuestas
de DNA que reconstruyen una region determinada.

3. N50: Estadistico que indica en pb, el scaffold que abarca minimo el 50% del
ensamble (longitud normalizada del contig L50: contig mas largo con el que
se alcanza el 50% del genoma)

4. Numero de N's: Errores en las lecturas o errores en el algoritmo de

ensamblado.

Sonora__SO__fasta

Baja_California__BC__fasta

Coahuila-Durango__CD__fasta

Colima-Nayarit__CN__fasta

Sinaloa__SI__fasta

# contigs (>= 0 bp)

92

143

8368

15465

# contigs (>= 1000 bp)

3

19

5

21

Total length (>= 0 bp)

22738

60462

1096442

2152902

Total length (>= 1000 bp)

4810

27279

10230

44339

# contigs

29

12

41

Largest contig

2437

2858

2775

2844

Total length

7892

34791

14961

58344

GC (%)

4325

43.36

44.01

43.03

N50 2392 1109 1224 1525 2086
N90 676 526 746 599 674
auN 2600.5 1361.4 1434.1 1721.1 1916.7
L50 4 3 11 4 12
L90 11 7 24 10 31
# N's per 100 kbp 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Figura 23. Reporte de METAQUAST de las secuencias del estudio realizado por Rodriguez-Negrete
et al. en 2019.

En las lecturas reportadas se realiz6 una busqueda de virus correspondientes al

género Begomovirus mediante la pagina web del programa VirusTaxo
(https://lomics-lab.com/virustaxo). Se obtuvieron tablas que indican tamafo, género
y entropia por nodo, de las cuales se seleccionaron los nodos de begomovirus con
entropia negativa, puesto que este valor se utiliza para proporcionar certeza a nivel
de género, donde a mayor entropia (>0.5) es mas probable que sea un falso

positivo, por ende, es menos confiable y a menor entropia (<0.5) esa probabilidad
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disminuye y el dato es mas confiable. Por esta razon se extrajeron los headers y las

secuencias que cumplian con este criterio.

Finalmente, se obtuvieron mas de 3,000 secuencias de begomovirus identificadas
en estas cinco regiones. En Baja California se identificaron 7 begomovirus, en
Sinaloa 2,418 begomovirus, en Sonora 28 begomovirus, en las regiones de
Coahuila-Durango y Colima-Nayarit se identificaron 49 y 639 begomovirus

respectivamente.

Rodriguez-Negrete y colaboradores reportaron a los begomovirus en plantas
recolectadas en estas cinco regiones de México, que posteriormente secuenciaron,
ensamblaron de novo y aislaron. Obteniendo los siguientes begomovirus: un
begomovirus monopartita Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y tres begomovirus
bipartitas Sida mosaic Sinaloa virus (SiMSiV), Rhynchosia golden mosaic virus

(RhGMV) y Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus (RhGMSYV).

A estas secuencias se les realizé un BLASTn por cada region geografica descrita
anteriormente, y se recopilaron las especies virales de begomovirus monopartitas y
bipartitas. Posteriormente, se analizé la diversidad genética en las proteinas virales
para determinar la tasa de evolucion en diferentes begomovirus monopartitas

versus bipartitas.

Se recopilaron seis proteinas del DNA-A (CP, Rep, TrAP, C3/AC3, C4/ACA4,
C5/AC5) de los begomovirus monopartitas y bipartitas respectivamente. Ademas,

de las dos proteinas del DNA-B (NSP y MV) de begomovirus bipartitas. La proteina
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codificada en el ORF V2/AV2 del DNA-A no estaba presente en los datos de este
estudio, como se esperaba ya que estas proteinas suelen no ser codificadas en
begomovirus del nuevo mundo y México forma parte del nuevo mundo (Mondal et

al., 2019).

Las secuencias completas de las proteinas virales se recopilaron en diferentes
archivos multifasta divididos principalmente en dos grupos uno con las proteinas de
begomovirus monopartitas y otro con las proteinas de begomovirus bipartitas. Para
enraizar el arbol se utilizaron secuencias de las mismas proteinas de organismos
externos, por lo que cada uno de los archivos multifasta contenian diez secuencias
de begomovirus monopartitas y bipartitas respectivamente, con secuencias de
begomovirus presentes en el estudio, el organismo para enraizar y de ser necesario,
secuencias de otros begomovirus que infectan a otras plantas dentro de las familias
Astaraceae, Solanaceae, Malvaceae y Fabaceae, familias méas representadas

reportadas en el estudio de Rodriguez-Negrete y colaboradores.

Continuando con el alineamiento, donde se observé que las proteinas de capside
en ambos begomovirus son conservadas, las proteinas Rep son conservadas entre
bipartitas y no conservadas en los monopartitas, las proteinas TrAp son
conservadas entre bipartitas y no conservadas en los monopartitas, las proteinas
Ren son conservadas entre bipartitas y no conservadas en los monopartitas, las
proteinas AC4 de begomovirus bipartitas estdn menos conservadas que las
proteinas C4 de begomovirus monopartitas, las proteinas AC5 y C5 son

conservadas en ambos begomovirus. Por su parte, las proteinas del DNA-B de los
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begomovirus bipartitas, NSP y MV, estan conservadas entre las diferentes especies

de plantas.

La reconstruccion de las filogenias con el modelo de maxima verosimilitud (ML) (Fig.
24 a 31) donde se observo el mismo comportamiento que en el alineamiento para
las proteinas virales; estos tienen el siguiente cédigo de color: begomovirus
recuperados del estudio mencionado (fucsia), begomovirus que infectan a jitomate
(turquesa) y begomovirus que infectan a otras especies (negro). Asimismo, en la
parte superior estan los arboles filogenéticos de las proteinas de begomovirus
monopartitas y en la parte inferior las proteinas de begomovirus bipartitas para las

distintas proteinas seleccionadas.

Q67617.1|CAPSD_TYCS2/1-247_CP_Tomato_yellow_leaf_curl_Sardinia_virus

8267% UPX71987.1/1-247_CP_Pepper_yellow_vein_Mali_virus

CCE21609.1/1-247_CP_Tomato_yellow_leaf_curl_virus

AXN77475.1/1-247_CP_Tomato_leaf_curl_Mahe_virus

AXU22033.1/1-247_CP_Chilli_leaf_curl_virus

QUJ10679.1/1-246_CP_Sweet_potato_leaf_curl_virus

L AAQ21051.1/1-247_CP_Tomato_chino_La_Paz_virus

AIN36206.1/1-247_CP_Bean_golden_mosaic_virus

AFV52598.1/1-247_CP_Tomato_|eaf_deformation_virus

UMM45341.1/1-245_CP_Galium_leaf_distortion_virus

08
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YP_009162627.1/1-195_CP_Tobacco_virus_1

76% ———————— ABW72703.1/1-251_CP_Sida_yellow_vein_virus

YP_007438885.1/1-248_CP_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

AVM40980.1/1-251_CP_Sida_micrantha_mosaic_virus

ACL80170.1/1-251_CP_Tomato_yellow_spot_virus

YP_006456.1/1-248_CP_Tomato_yellow_margin_leaf_curl_virus

YP_006449.1/1-248_CP_Tomato_mosaic_leaf_curl_virus

—— —— AREG67867.1/1-251_CP_Tomato_severe_rugose_virus

QCI56088.1/1-251_CP_Sida_mosaic_Sinaloa_virus

YP_009508013.1/1-251_CP_Rhynchosia_golden_mosaic_Sinaloa_virus

0.4

Figura 24. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del ORF del DNA-A V1 y AV1 de los
begomovirus monopatrtitas y bipartitas respectivamente que codifican a la proteina CP. Los himeros
en las ramas representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra
de escala representa el nimero de sustituciones por sitio.

El arbol filogenético de la proteina CP de los begomovirus bipartita tienen varias
ramas sin resolver, porque las tasas de evolucién son muy diferentes entre si, esto

sugiere que divergieron en diferentes momentos y a diferentes tasas.
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— AAR98597.1/1-337_Rep_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus
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65%

———— API65475.1/1-337_Rep_Vernonia_crinkle_virus
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ADC79181.1/1-337_Rep_Tomato_yellow_leaf_curl_virus

1%

AXN77476.1/1-337_Rep_Tomato_leaf_curl_Mahe_virus

NP_620741.1/1-337_Rep_Tomato_yellow_leaf_curl_Sardinia_virus

—— QCI56048.1/1-337_Rep_Tomato_chino_La_Paz_virus
94%

AFV52599.1/1-337_Rep_Tomato_leaf_deformation_virus

—————— ADZ96661.1/1-337_Rep_Sweet_potato_leaf_curl_virus
95%

ADZ96577.1/1-337_C1_Sweet_potato_golden_vein_associated_virus

YP_003934916.1/1-282_Rep_Tobacco_leaf_curl_PUSA_alphasatellite

——— ACL80171.1/1-323_Rep_Tomato_yellow_spot_virus
55%
a4% AVMA40983.1/1-323_Rep_Sida_micrantha_mosaic_virus
o ——— QVX19641.1/1-323_Rep_Tomato_severe_rugose_virus
— AAA92821.1/1-320_Rep_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus
100%

BAF02752.1/1-320_Rep_Pepper_yellow_leaf_curl_Indonesia_virus

YP_007438888.1/1-319_Rep_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

UDP19913.1/25-345_Rep_Tomato_mottle_leaf_distortion_virus

QCI56086.1/1-322_Rep_Sida_mosaic_Sinaloa_virus

NP_044925.1/1-323_Rep_Tomato_mottle_Taino_virus

CAA75138.1/1-320_Rep_Tomato_mosaic_Havana_virus

Figura 25. ORF del DNA-A C1 y AC1 que codififcan a la proteina REP. Los nimeros en las ramas

representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala
representa el nUmero de sustituciones por sitio.
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QIDXE6.1_TrAP_Tomato_yellow_leaf_curl_China_virus

APCE5289.2_TrAP_Chill_leaf_curl_virus

CDW74338.1_TrAP_Hollyhock_yellow_wvein_mosalc_lslamabad_virus

AXN77478.1_TrAP_Tomato_leaf_curl_Mahe_virus

[ YP_009408632.1_TrAP_Tomato_leaf_curl_purple_vein_virus

———— UMN45349.1_TrAP_Galium_leal_distortion_virus

QCI56049.1_TrAP_Tomato_chino_La_Paz_virus

ADZ96660.1_TrAP_Sweet_potata_leaf_curl_virus

os

AFV52600.1_TrAP_Tomato_leaf_deformation_virus

YP_001294921.1/1-129_TrAP_Tomato_severe_rugose_virus

AGD98906.1/1-129_TrAp_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

AFV14770.1/1-128_TrAp_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_Virus

YP_717093.1/1-128_TrAP_Pepper_yellow_leaf_curl_Indonesia_virus

13%
100%
17%
QNG62360.1/1-129_TrAP_Tomato_mottle_leaf_curl_virus
33%
ABF67528.1/1-129_TrAP_Tomato_golden_mottle_virus
ACL80172.1/1-129_TrAP_Tomato_yellow_spot_virus
i
AQT01551.1/1-129_TrAP_Sida_golden_yellow_spot_virus
29%
QCI56090.1/1-129_TrAP_Sida_mosaic_Sinaloa_virus

—— AVM40982.1/1-129_TrAP_Sida_micrantha_mosaic_virus

02

65

[ AAR98598.1_TrAP_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

Figura 26. ORF del DNA-A C2 y AC2 que codifican a la proteina TrAP. Los nimeros en las ramas
representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala

representa el niimero de sustituciones por sitio.
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AZB50519.1/1-130_REn_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus

100%

100%

UKT68893.1/1-130_REn_Pepper_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

100%

100%

YP_009091991.1/1-131_REn_Tomato_mottle_wrinkle_virus

100%

AGD98907.1/1-131_REn_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

100%

100%

100%

100%

100%

100%

B0%

o
o
Ed

52%

YP_001294920.1/1-131_REn_Tomato_severe_rugose_virus

NP_049353.1/1-131_REn_Potato_yellow_mosaic_Panama_virus

CAA75136.1/1-131_REn_Tomato_mosaic_Havana_virus-_Quivican

CAA71982.1/1-131_REn_Sida_yellow_vein_virus

QCI56089.1/1-131_REn_Sida_mosaic_Sinaloa_virus

ADR72671.1/1-131_REn_Okra_yellow_mosaic_Mexico_virus

AAR98599.1/1-132_REn_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

Q9DXE7.1/1-132_REn_Tomato_yellow_leaf_curl_China_virus

P27266.1/1-132_REn_Tomato_yellow_|eaf_curl_Sardinia_virus

YP_010084327.1/1-132_REn_African_cassava_mosaic_Burkina_Faso_virus

YP_009329830.1/1-132_REn_Vernonia_crinkle_virus

04

CDR32575.1/1-132_REn_Hollyhock_yellow_vein_mosaic_Islamabad_virus

UMM45351.1/1-129_REn_Galium_leaf_distortion_virus

QCI56050.1/1-129_REn_Tomato_chino_La_Paz_virus

AFV52601.1/1-129_REn_Tomato_leaf_deformation_virus

ADZ96659.1/1-122_REn_Sweet_potato_leaf_curl_virus

Figura 27. ORF del DNA-A C3 y AC3 que codifican a la proteina REn. Los nimeros en las ramas
representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala
representa el nimero de sustituciones por sitio.

En la filogenia de la proteina REn, hay muchas ramas, los cuales no se enraizan

porque son organismos muy distantes.
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AGL34953.1/1-82_C4_Tomato_|leaf_deformation_virus

ADP21190.1/1-82_C4_Tomato_chino_La_Paz_virus

56% YP_003587822.1/1-82_C4_Okra_yellow_mosaic_Mexico_virus

ADZ96662.1/3-84_C4_Sweet_potato_leaf_curl_virus

NP_620749.1/3-84_C4_Chino_del_tomate_virus

UUV61497.1/1-82_C4_Tomato_mottle_leaf curl_virus

98% [—————— QBK17305.1/1-82_C4_Tomato_yellow_leaf_curl_virus

NP_660169.1/1-82_C4_Tomato_yellow_leaf_curl_China_virus

.
00%

NP_049919.1/3-84_C4_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

CDW74340.1/1-82_C4_Hollyhock_yellow_vein_mosaic_Islamabad_virus

ACLB0174.1/3-85_AC4_Tomato_yellow_spot_virus
56%

QHO64486.1/3-85_AC4_Tomato_severe_rugose_virus

AFD62680.1/1-75_AC4_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

UBI51318.1/1-58_AC4_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus

ABM45870.1/1-83_AC4_Tomato_mosaic_Havana_virus

UUV61497.1/1-83_AC4_Tomato_mottle_leaf_curl_virus

I YP_619889.1/1-83_AC4_Sida_mosaic_Sinaloa_virus

AOS51157.1/1-83_AC4_Potato_yellow_mosaic_virus

YP_004123093.1/1-83_AC4_Okra_leaf_curl_India_virus

03

Figura 28. ORF del DNA-A C4 y AC4 que codifican a la proteina C4. Los ndmeros en las ramas
representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala
representa el nimero de sustituciones por sitio.

En la filogenia de la proteina C4 de begomovirus bipartita (Fig.28 inferior) hay una
politomia, que ocurre ya que no hay suficiente informacion para determinar el orden

de las ramas.
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AFV52603.1/10-105_C5_Tomato_leaf_deformation_virus

UMM45348.1/10-105_C5_Galium_leaf_distortion_virus

100% 59%

AST47728.1/1-74_C5_Tomato_mottle_leaf_curl_virus

YP_009408630.1/1-91_C5_Tomato_leaf_curl_purple_vein_virus

QlJ32617.1/1-67_C5_Tomato_yellow_leaf_curl_virus

NP_049914.1/1-89_C5_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

ANC70239.1/1-71_C5_Tobacco_curly_shoot_virus-Y3560

91%

ADA143WG06/59-169_C5_Cherry_tomato_leaf_curl_virus

AYNB1552.1/59-169_C5_Tomato_leaf curl_Karnataka_virus

AWD84451.1/48-158_C5_Cotton_leaf_curl_virus

AAA92818.1/1-106_AC5_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus_-_Mild

T8%

6% AAA92808.1/1-106_ACS5_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus-Severe

8% \————————— QCB61300.1/1-106_AC5_Squash_|eaf_curl_China_virus

% L AGG13399.1/1-117_AC5_Tomato_leaf_curl_Palampur_virus

ACL36291.1/14-118_AC5_Bhendi_yellow_vein_Delhi_virus

NP_049914.1/1-97_AC5_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

AAD20637.1/1-83_AC5_Mungbean_yellow_mosaic_India_virus

84%
—— —— QHN12671.1/1-118_AC5_Pepper_golden_mosaic_virus
78%

YP_009310091.1/14-118_AC5_Malvastrum_bright_yellow_mosaic_virus

— QOE77490.1/14-117_ACS5_African_cassava_mosaic_virus

Figura 29. ORF del DNA-A C5 y AC5 que codifican a la proteina C5. Los nameros en las ramas
representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala
representa el nimero de sustituciones por sitio.
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BBC27259.1/23-275_NSP_Pepper_yellow_leaf_curl_Indonesia_virus
89%

100% —— NP_049920.1/10-236_NSP_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

UKT68865.1/23-275_NSP_Pepper_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

URY16874.1/11-265_NSP_Squash_leaf_curl_China_virus

100%

UYO78153.1/11-265_NSP_Tomato_leaf_curl_New_Delhi_virus

P21935.2/7-254_NSP_Squash_leaf_curl_virus

YP_980247.1/7-253_NSP_Sida_yellow_mosaic_Yucatan_virus

NP_620299.1/2-250_NSP_Watermelon_chlorotic_stunt_virus

NP_620667.1/7-267_NSP_South_African_cassava_mosaic_virus

QBB19882.1/4-252_NSP_Mungbean_yellow_mosaic_India_virus

Figura 30. ORF BV1 del DNA-B que codifica a la proteina NSP. Los nimeros en las ramas
representan el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala
representa el nUmero de sustituciones por sitio.

QPB75074.1/2-182_MP_Pepper_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

NP_049922.1/1-137_MP_Tomato_yellow_leaf_curl_Thailand_virus

UXX20395.1/4-180_MP_Mungbean_yellow_mosaic_virus

YP_006462.1/1-181_MP_Tomato_yellow_margin_leaf_curl_virus

QVX19217.1/1-181_MP_Bean_golden_mosaic_virus

QIR81994.1/1-181_MP_Bean_bushy_stunt_virus

QJP24320.1/1-181_MP_Squash leaf curl virus

QVX19782.1/1-181_MP_Tomato_severe_rugose_virus

AFD62712.1/1-181_MP_Tomato_rugose_yellow_leaf_curl_virus

— YP_010084323.1/4-162_MP_African_cassava_mosaic_Burkina_Faso_virus

Figura 31. ORF BC1 del DNA-B que codifica a la proteina MP. Los nimeros en las ramas representan
el porcentaje de Bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones y la barra de escala representa el
namero de sustituciones por sitio.
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En este estudio, se utilizé un enfoque metagendmico para identificar la diversidad
de geminivirus en distintas familias de plantas y regiones geograficas ademas de
los begomovirus de jitomate en México. Se observd que, aunque se detectaron
begomovirus monopartitas en México, los begomovirus bipartitas fueron mas
abundantes que los monopartitas en estos datos. Por otro lado, en el Viejo Mundo
se encontré una mayor abundancia de begomovirus monopartitas en comparacion

con los begomovirus bipartitas.

El servidor IQ-TREE, para los begomovirus monopatrtitas sugiere el modelo JTT y
para los begomovirus bipartitas sugiere el modelo LG+G4. El modelo JTT (Jones,
Taylor, Thornton) es un modelo evolutivo de sustitucién de aminoacidos utilizado en
analisis filogenéticos basados en secuencias de proteinas. Este modelo se basa en
la idea de que diferentes aminoacidos tienen diferentes tasas de sustitucion y que
estas tasas se relacionan con la estructura y funcion de las proteinas. El modelo
JTT utiliza una matriz de sustitucion de aminoacidos empirica para estimar la
probabilidad de que un aminoacido dado se sustituya por otro durante la evolucion.
Este modelo también incluye un componente de heterogeneidad de la tasa de
sustitucion (G), que permite que las tasas de sustitucion varien entre diferentes

posiciones en la secuencia (D. T. Jones et al., 1992).

Por otro lado, el modelo LG+G4 es un modelo evolutivo utilizado en filogenética
molecular para inferir las relaciones evolutivas entre diferentes especies o
secuencias de DNA o proteinas. Este modelo incorpora la matriz de sustitucion de

aminoacidos de Le y Gascuel (LG) para modelar las sustituciones de aminoacidos,
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asi como un parametro de tasa de variacion gamma (G) para modelar la
heterogeneidad de la tasa de sustitucion en diferentes sitios del alineamiento. El
namero "4" en el nombre del modelo se refiere al nUumero de categorias de la tasa
de variacion gamma utilizadas en el modelo. En resumen, el modelo LG+G4 es una
herramienta util para modelar la evolucion molecular y estimar las relaciones

filogenéticas entre diferentes secuencias (Le & Gascuel, 2008).

Se obtuvieron 14 matrices (Fig. 32), 7 matrices JTT para los begomovirus

monopartitas y 7 matrices LG+G4 para los begomovirus bipartitas.

B3 ACA_Tomato_mosaic_Havana_virus UBI51318.1/1-68_AC4_Tomato_leaf_curl_New Delhi_vrus  NP_620749.1/3-84_C4_Chino_del tomate_wmus YF_619889.1/183 AC4_Sida_mosaic_Sinalua_virus
ABIM45870 1183 4 s

UBI51318.111-58_AC _Delhi_vinis 0.45910377

044028215 0.39531129

048026405 014686012
037536136 025535857 027943927
044943239 036361760 041639909
037099232 034416920 039735808
058877728 0.34953925 039218580
043416248 036774780 041547539
051526956 043739838 048337829
040842547 032261559 036873602
0 54812482 0 49632491 0 60826560
063339812 053713481 0 54506649 066577854
0.62386101 051526956 043739838 047783852
065030023 057411076 055623438 055383683
081139208 047957718 047691844 065407355
076496085 038028818 063848638 066832495
080484400 0 48852727 0 52866138 048784383

299754307 255379149 443724703 359239482

Rango total 429033691
% Dwergencia 42130386911

Figura 32. Fragmento de una matriz de divergencia para la proteina AC4 de begomovirus bipartitas.
Modelo LG+G4. Resaltando el valor minimo (lila), valor maximo (azul), porcentaje de divergencia

(gris).

La matriz de distancias proporciona informacion sobre la similitud o divergencia
evolutiva entre especies. Los valores bajos de distancia en la matriz indican una
mayor similitud entre especies, mientras que los valores altos indican una mayor

divergencia evolutiva.

El porcentaje de divergencia de las proteinas de begomovirus monopatrtitas es 43%

para las proteinas de capside, 93% para las proteinas Rep, 71% para las proteinas
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TrAp, 98% para las proteinas Ren, 35% para las proteinas C4 y 57% para las

proteinas C5.

En cuanto al porcentaje de divergencia de las proteinas de begomovirus bipartitas,
se encontré que la capside presenta una divergencia del 40%, la proteina Rep del
52%, la proteina TrAp del 26%, la proteina Ren del 58%, la proteina AC4 del 78%,

la proteina AC5 del 43%, la proteina NSP del 24%, y la proteina MV del 34%.

En conclusién, se puede observar que la mayoria de las proteinas de los
begomovirus monopartitas presentan una alta divergencia, en contraste con las
proteinas de los begomovirus bipartitas que se conservan. Por tanto, las proteinas
multifuncionales codificadas en el genoma B de los begomovirus bipartitas les han
conferido propiedades altamente eficientes para su transmision entre diferentes

plantas, lo que contribuye a su conservacion evolutiva.

En este estudio se ha observado que los begomovirus encontrados en México
tienen un amplio rango de huéspedes, incluyendo las cuatro familias mas
abundantes y cultivadas de plantas: Astaraceae, Solanaceae, Malvaceae y
Fabaceae. Esto sugiere que estos virus son transmitidos por la mosca blanca, vector
portador de mas de 400 especies virales, lo que hace que la red de interacciones

sea mas compleja.

Ademas, es importante considerar que las plantas pueden estar siendo atacadas
por otros patégenos al mismo tiempo que son infectadas por begomovirus, lo que

hace que la situacion sea aun mas compleja para la planta.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El enfoque gendmico permitio identificar los genes presentes en algunas variedades
de jitomate y ausentes en otras, mientras que el enfoque metagendémico se enfoco
en entender las estrategias evolutivas que han seguido los begomovirus para evadir

los mecanismos de defensa de las plantas de jitomate.

Del enfoque gendmico se concluye que, por la presencia de un grupo monofilético
entre las siete especies de jitomates, indica que tienen mecanismos de defensa
similares ante las infecciones causadas por los begomovirus. Ademas, se encontro
que las vias més conservadas en todos los jitomates estudiados son la via de
sintesis de proteinas, hormonas y respuesta hipersensible. Por el contrario, las vias

menos conservadas son MAPK y TGS.

Sin embargo, hay tres genes que estan ausentes en S. lycopersicum y en S.
pimpinellifolium, pero presentes en las otras cinco especies de jitomates, que son
los genes que codifican para las proteinas de RNA polimerasa nuclear D1B
(NRPD1B) en la via de TGS, ubiquitina como enzima activadora modificadora 1
(UBAL1) en la via de ubiquitinacién por proteosoma y la particula reguladora triple-A

ATPasa 4A (RPT4A) en la via de ubiquitinacion por SUMOylation.
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Del enfoque metagendmico se concluye que, aunque se detectaron begomovirus
monopartitas en México, los begomovirus bipartitas fueron mas abundantes que los
monopartitas en estos datos. Por otro lado, en el Viejo Mundo se encontré una
mayor abundancia de begomovirus monopartitas en comparacion con los

begomovirus bipartitas.

Por su parte, los porcentajes de divergencia evolutivos y las filogenias obtenidas
sustentan que las proteinas de capside, C5 (monopartitas) y AC5 (bipartitas) en
ambos begomovirus son conservadas. Las proteinas Rep, TrAp y Ren también son
conservadas en los begomovirus bipartitas, pero no en los monopartitas. Se ha
observado que tanto la proteina NSP como la proteina MV del DNA-B de los
begomovirus bipartitas han conferido propiedades altamente eficientes para su
transmision entre diferentes plantas, lo que ha contribuido a su conservacion

evolutiva.

Por ultimo, como perspectivas futuras, es importante seguir investigando no solo el
sistema inmune de las plantas sino también otros mecanismos que se activan
durante la defensa contra los begomovirus. Ademas, es fundamental comprender
los mecanismos evolutivos de estos virus que les permiten disminuir e incluso inhibir
los mecanismos de defensa de las plantas. De esta forma, se podrian aplicar los
conocimientos adquiridos para disefiar plantas modificadas que puedan sobrevivir
a las infecciones causadas por begomovirus sin morir, como es el caso actual de

los cultivos de jitomate infectados con TYLCV.
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MATERIAL COMPLEMENTARIO

Donde la nomenclatura es: nombre del gen_cromosoma_organismo.

Las abreviaturas para los organismos son: S. lycopersicum (SLY), N. attenuata (N),

S. pennellli (SPEN), A. thaliana (A), virus de jitomate (TYLV).

Las vias a las que corresponden los genes recopilados son: autofagia (8), hormonas
(3), respuesta hipersensible (3), de las MAP kinasas (18), silenciamiento
postranscripcional de genes (10), sintesis de proteinas (3), silenciamiento
transcripcional de genes (32), ubiquitinacién por proteosoma (23) y ubiquitinacion

por SUMOylation (9).

Tabla S6. Lista de genes con sus respectivas vias metabdlicas a las que pertenecen, ordenados
alfabéticamente por gen.

Via Genes

TGS ABI3_3_A
TGS ABI3_6_SLY
Ub_Proteosoma | ACA12 1 A
Ub_Proteosoma | ACA12 3 A
Kinasas ADK1_A
Kinasas ADK2_10_SLY
Kinasas ADK2 9 SLY
PTGS AGO1_6_SLY
PTGS AGO1_A
PTGS AGO1B_SLY
PTGS AGO1L_6_SPEN
PTGS AGO1L_SPEN
TGS AGO4_A

TGS AGO6_2 A
TGS AGO6_7_SLY
Kinasas AL2_TMV
Autofagia APG5 A
Autofagia APG7_A




Autofagia ATG8H_A
TGS AtREM4.1_A
TGS AtREM4.2_A
Kinasas BAM1_A
Kinasas BAM2_A
Kinasas BIN2_A
Autofagia CAM_N
Autofagia CaM6_SLY
TGS CHR1 A
TGS CHR38_A
TGS CMT2_SLY
TGS CMT3_A
TGS CMT3_SLY
Ub_Proteosoma COI1_A
Ub_Proteosoma COP9_A
Ub_Proteosoma CUL3_A
Ub_Proteosoma CUL4_A
PTGS DCL1 1 A
PTGS DCL1_10 SLY
TGS DCL3_3 A
TGS DCL3_8 SLY
TGS DCL3B_N
TGS DMS3_A
TGS DRM1_A
TGS DRM2_A
PTGS EML1_A
Kinasas GRIK1_SLY
Kinasas GRIK2_A
TGS HDAG6_A
TGS Henmtl_N
Ub_Proteosoma | krpl_SLY
Ub_Proteosoma | krp2_SLY
TGS KTF1_A
TGS MET1_SLY
Kinasas NIK1_A
Kinasas NIK2_A
Kinasas NIK3_A

Hormonas:JA

NPR1_SLY
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Hormonas:SA

NPR2-like_SPEN

Hormonas:JA-SA | NPR3_SPEN

TGS NRPD1B_A

PTGS nsp_TMLCV

PTGS nsp_TYMGLCV
Ub_SUMOylation | pcna_SLY
Ub_SUMOylation | PCNA1_A

Sintesis de | PELOTA _SLY
proteinas

Sintesis de | PELOTA1L_10_SPEN
proteinas

Sintesis de | PELOTALL_4 SPEN
proteinas

Kinasas PEPR1_A

Kinasas PEPR2_A

Autofagia PICBPL_4 SLY
Autofagia PICBPL_4 SPEN
Kinasas PXY_A

Ub_Proteosoma

RAD23b_SPEN

Ub_Proteosoma

RAD23c_2_SLY

Ub_Proteosoma

RAD23c_3_SPEN

Ub_Proteosoma RAD23d_SLY
TGS RAV2_1 A
TGS RAV2 5 SLY
Ub_Proteosoma RBX1_SLY
TGS RDM1_A
TGS RDM4_A
TGS RDR1_A
TGS RDR2_A
TGS RDR2_N
Ub_SUMOylation | RPT4A A
Ub_SUMOylation | RPT4a_SLY
Ub_SUMOylation | SCE1_2_SLY
Ub_SUMOylation | SCE1_3_A
Ub_SUMOylation | SCE1_3 SLY
Ub_SUMOylation | SCE1_N

TGS SDN1_A
Autofagia SGS3 3 N
Kinasas SHAGGY_SLY
Ub_Proteosoma | SIZ1 _SLY
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Ub_Proteosoma | SIZL1 SLY
Ub_Proteosoma | SKdZeta A
Ub_Proteosoma | SKP1B_A
Kinasas SNF1_SLY
Kinasas SnRK1_A
Ub_SUMOylation | sumo_SLY
TGS SUVH4_A
Ub_Proteosoma | TIR1_A

HR Ty-1/Ty-3_SLY
HR Ty-6_SLY

HR TYNBS1_SLY
Ub_Proteosoma UBA1 A
Ub_Proteosoma UBC3 2 SLY
Ub_Proteosoma UBC3 5 A
Ub_Proteosoma UBC3_6_SLY
Ub_Proteosoma | ZCF61_A
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Tabla S7. Tabla de frecuencia de los 63 genes ortdlogos presentes en las siete especies de jitomates.

Via

TGS
Ub_Proteosoma
Kinasas

Kinasas

PTGS

PTGS

PTGS

PTGS

PTGS

TGS

Kinasas
Autofagia
Autofagia

TGS

TGS
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
PTGS

TGS

TGS

PTGS

Kinasas
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
TGS

Kinasas
Hormonas:JA
Hormonas:SA
Hormonas:JA-SA
TGS
Ub_SUMOylation
Ub_SUMOylation
Sintesis de proteinas
Sintesis de proteinas
Sintesis de proteinas

Autofagia

Gen

ABI3 6_SLY
ACA12_1 A
ADK2_10_SL
Y
ADK2 9 SLY
AGO1 6 SLY
AGO1_A
AGO1B_SLY
AGOIL_6_SP
EN
AGO1L_SPEN
AGO6_7_SLY
BAM2_A
CAM_N
CaM6_SLY
CMT2_SLY
CMT3_SLY
CUL3_A
CUL4_A
DCL1_10_SL
Y
DCL3 8 SLY
DCL3B_N
EML1_A
GRIK1_SLY
krpl_SLY
krp2_SLY
MET1_SLY
NIKL_A
NPR1_SLY
NPR2-
like_SPEN
NPR3_SPEN
NRPD1B_A
pcna_SLY
PCNA1_A
PELOTA_SLY
PELOTAIL_1

0_SPEN
PELOTAIL 4
_SPEN

PICBPL_4_SL
Y

S.
lycopersicum

S.
pimpinellifolium
2

Sly var.
cerasiforme

S. chilense S. S.

pennellii habrochaites
2 2 1
1 1 2
1 1 2
1 1 1
1 2 1
1 1 1
2 1 2
2 1 1
2 2 2
1 2 1
1 2 1
2 1 1
1 1 2
1 2 1
1 2 2
2 2 1
2 2 1
2 2 1
1 1 1
2 2 2
1 2 1
1 2 2
2 1 1
1 1 1
2 2 2
2 1 2
1 1 2
1 1 1
2 2 2
1 1 1
2 2 1
1 2 1
1 2 1
1 1 1
1 2 2
2 2 2

S.
lycopersicoides
1



Autofagia
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
TGS
Ub_Proteosoma
TGS
Ub_SUMOylation
Ub_SUMOylation
Ub_SUMOylation
Ub_SUMOylation
Ub_SUMOylation
Autofagia

Kinasas
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma
Kinasas
Ub_SUMOylation
Ub_Proteosoma
HR

HR

HR
Ub_Proteosoma
Ub_Proteosoma

Ub_Proteosoma

PICBPL_4_SP
EN
RAD23b_SPE
N
RAD23c_2_SL
Y
RAD23c_3_SP

EN
RAD23d_SLY
RAV2 5 SLY
RBX1_SLY
RDR2_N
RPT4A_A
RPT4a_SLY
SCE1 2 SLY
SCE1 3 SLY
SCE1_N
SGS3_3_N
SHAGGY_SL
Y

SIZ1_SLY
SIZL1_SLY
SKdZeta_A
SNF1_SLY
sumo_SLY
TIRL_A
Ty-1/Ty-

3 SLY
Ty-6_SLY
TYNBS1_SLY
UBAI_A

UBC3_2_SLY

UBC3_6_SLY
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Tabla S8. Tabla de los 46 genes ausentes en las siete especies de jitomates.

Via Gen Via Gen
Autofagia | APG5_A TGS CHR38_A
Autofagia | APG7_A TGS CMT3_A
Autofagia | ATG8H_A TGS DCL3 3 A
Kinasas ADK1_A TGS DMS3_A
Kinasas AL2_TMV TGS DRM1_A
Kinasas BAM1_A TGS DRM2_A
Kinasas BIN2_A TGS HDAG6_A
Kinasas GRIK2_A TGS Henmtl M
Kinasas | NIK2_A TGS KTF1_A
Kinasas | NIK3_A TGS RAV2 1 A
Kinasas PEPR1_A TGS RDM1_A
Kinasas | PEPR2_A TGS RDM4_A
Kinasas PXY_A TGS RDR1_A
Kinasas SnRK1.3_A TGS RDR2_A
PTGS DCL1_1 A TGS SDN1_A
PTGS nsp_TMLCV TGS SUVH4_A
PTGS nsp_TYMGLCV Ub_Proteosoma | ACA12_3_A
TGS ABI3_3_A Ub_Proteosoma | COI1_A
TGS AGO4_A Ub_Proteosoma | COP9_A
TGS AGO6 2 A Ub_Proteosoma | SKP1B_A
TGS AtREM4.1 A Ub_Proteosoma | UBC3 5 A
TGS AtREM4.2_A Ub_Proteosoma | ZCF61 A
TGS CHR1 A Ub_SUMOylation | SCE1_3 A
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